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1. UVOD

1.1.DEFEKTI KOSTIJU

Veliki broj ljudi u svetu suocava se sa problemom defekata u kostanom tkivu nastalih
kao posledica traume, kongenitalnih anomalija ili hiruskih ostektomija nakon sprovodenja
onkoloskih procedura. Nastali defekti posebno dobijaju na znacaju kada je gubitak koStane
mase ve¢i od kriticne veliCine defekta pa organizam nije u stanju da izvrSi spontanu
regeneraciju. Postoji nekoliko moguénosti za rekonstrukciju ovakvih defekata. One ukljucuju
koriS¢enje koStanih graftova (autograft, alograft i ksenograft) kao i koStane konstrukcije

nastale kao produkt tkivnog inzinjeringa kosti.

1.1.1. STRUKTURA KOSTIJU

Kostano tkivo je specijalizovano vezivno tkivo 1 predstavlja jednu od najvaznijih
potpora ljudskom telu. Sastoji se iz ¢elija i van Celijskog matriksa. Izrazitu ¢vrstinu i tvrdocu
kostanom tkivu daje specificna struktura vancelijskog matriksa koja sadrzi visok procenat

minerala.

Glavna uloga kosti je u izgradnji skeleta. Na taj nac¢in omogucava ljudskom telu
odrzavanje telesnog oblika i kretanje, Stiti vitalne organe u kranijumu, grudnoj duplji 1

kostanu srz smestenu u kostima.'

Kostano tkivo takode, ima vaznu ulogu u metabolizmu minerala, posebno kalcijuma

koji je najveéim svojim delom (99% od ukupne koli¢ine u organizmu) deponovan u kostima.”



1.1.1.1.Klasifikacija koStanog tkiva

Kostano tkivo se deli na nezrelo (fibrozna ili primarna kost) i zrelo (lamelarna ili
sekundarna kost). Kod nezrele ili fibrozne kosti, vancelijski matriks je nepravilnog izgleda
posto su kolagena vlakna medusobno isprepletana. Ovaj tip koStanog tkiva sadrzi Cetiri puta
viSe nasumicno rasporedenih osteocita, brze se stvara i ima visi stepen obnove. Kod
lamelarne kosti, koja predstavlja normalan zreo oblik koStanog tkiva, mineralizovani matriks
se sastoji iz koStanih listi¢a (lamela) u kojima su kolagena vlakna pravilno rasporedena u vidu

paralelnih snopova. Specifi¢an raspored lamela pruza najveci otpor dejstvu fizickih sila.

Lamelarna kost se pojavljuje u dva osnovna oblika: kompakta ili kortikalna kost i
spongioza ili trabekularna kost. Kompakta se nalazi na povrsini kostiju i predstavlja gusto,
solidno koStano tkivo prozeto mikroskopski vidljivim kanali¢ima. Meko-tkivni elementi
(krvni kapilari, ¢elije) zauzimaju svega 10% ukupnog volumena kompakte. Spongioza se
sastoji od koStanih gredica i plo¢ica rasporedenih u vidu sunderaste mase sa brojnim
Supljinama u kojima je smeStena koStana srz.’ Najveéi deo kostanog tkiva (80%) Cini
kompakta, dok trabekularna kost ucestvuje sa svega 20% u ukupnoj masi tvrde supstance

Citavog skeleta.

1.1.1.2. HistoloSka grada kortikalne kosti (kompakte)

Osnovna odlika zrele (lamelarne) kosti je matriks, koji je u vidu pravilnih koStanih
plocica - lamela. Najzastupljeniji sistem koStanih plocica u kompakti je Haversov sistem, koji
se sastoji od koncentri¢no rasporedenih lamela oko Haversovog kanala. U ovim kanalima,
koji su paralelni sa duzom osovinom kosti, nalaze se krvni kapilari, nervna vlakna 1 Celjje.
Ceo sistem lamela je ogranicen jednom cementnom linijom i ¢ini osnovnu morfolosku
jedinicu kompakte - osteon. Prate¢i koncentri¢an raspored lamela, zapazaju se male Supljine,
lakune, u kojima se nalaze zrele kosne ¢elije, osteociti. Od lakuna se na sve strane pruzaju
tanki koStani kanali¢i, koji ith medusobno povezuju sa Haversovim kanalom. U ovim
kanali¢ima nalaze se dugacki citoplazmatski produZzeci osteocita, 1 predstavljaju put izmene
materija i gasova izmedu osteocita i kapilara smestenih u Haversovim kanalima. U koStanim
lamelama, kolagena vlakna su pravilno rasporedena u vidu kosih i pretezno paralelnih

snopova u okviru jedne lamele.



1.1.1.3. HistoloSka grada spongiozne kosti

Spongiozna kost se sastoji od koStanih gredica, trabekula koje su medusobno
povezane, a izmedu kojih se nalaze Supljine ispunjene kostnom srzi. Kao i kod kompakte,
matriks zrele spongioze sastoji se od kostanih plocica - lamela. Lamele su rasporedene u vidu
trabekularnih paketa medusobno odvojenih cementnim linijama. PovrSina trabekula
prekrivena je endosteumom, a povrSni osteociti povezani su sa osteocitima u dubini putem
kostanih kanali¢a, pomoc¢u kojih se vrSi razmena materija izmedu krvnih kapilara oko

trabekula 1 osteocita u dubini.

Kost je sa spoljaSnje strane obavijena vezivno-tkivhom strukturom — pokosnicom
(periost) i pripaja se za nju putem penetriraju¢ih snopova kolagenih vlakana, nazvanih
Sarpejeva (Sharpey) vlakna. Periost se sastoji iz dva dela: spoljasnjeg sloja koga ¢ini gusto
nepravilno vlaknasto vezivno tkivo i unutrasnjeg (cambium), koji je rastresitije grade, viSe
vaskularizovan i celularan. Unutrasnji sloj sadrzi ¢elije koje mogu da se diferentuju u

osteoblaste i ima vaznu ulogu u srastanju kosStanih preloma.

1.1.1.4. KoStani matriks

Matriks zrele kosti, deponovan u obiku kostanih lamela, se sastoji od organskog i
neorganskog dela. Organski deo matriksa ucestvuje sa 35%, a neorganski deo matriksa sa

65%."

Organski deo matriksa (osteoid) ¢ine najvecim delom kolagena vlakana, dok manji
deo cine razliciti glikoproteini, proteoglikani i1 lipidi koji obrazuju amorfnu komponentu
matriksa ili osnovnu supstancu. U okviru osnovne supstance najzastupljeniji su osteokalcin, u
nesto manjoj meri osteonektin (povezuje mineralne kristale za matriks), osteopoentin (vazan
za adheziju Celija za matriks), 1 koStani sijaloprotein (modulator mineralizacije). U malim
koli¢inama prisutni su i razliciti faktori rasta i citokini, kao Sto su: faktor transformacije rasta
B - (TGF-B), insulinu slicni faktori rasta (IGF), interleukini (IL-1, IL-6) i koS$tani
morfogenetski proteini (BMP 1-6). Oni doprinose diferencijaciji, aktivaciji i proliferaciji

kostanih ¢elija, kao 1 obnavljanju kostanog tkiva.

Neorganski deo matriksa sastoji se od kristala sli¢nih hidroksiapatitu. Kristali

hidroksiapatita nalaze se vezani za kolagena vlakna, ¢ije prisustvo je neophodno i za sam



proces mineralizacije. Neorganski deo matriksa obavlja dve osnovne funkcije: daje izrazitu
¢vrstinu kostima 1 kompresivnu snagu, ali sluzi 1 kao rezervoar jona kalcijuma, fosfata,

magnezijuma i cinka.

1.1.1.5. Celije ko$tanog tkiva

U kostanom tkivu se nalazi nekoliko vrsta ¢elija Cija je uloga izgradnja i1 odrzavanje
kostanog matriksa kao i remodelacija koStanog tkiva. To su: osteoprogenitorske celije,

osteoblasti, osteociti i osteoklasti’.
Osteoprogenitorske cCelije

Smestene su u unutraSnjem celularnom sloju periosta, oblazu Haversove kanale i
endosteum. Vretenastog su oblika i sadrze svetla okruglasta jedra. Poti¢u od mezenhimske
mati¢ne celije 1 imaju sposobnost diferencijacije u osteoblaste. Medutim, u odredenim
uslovima, posebno u prisustvu niskog parcijalnog pritiska kiseonika, mogu da se diferentuju i

u hondroblaste, te da stvaraju hrskavicni matriks.

Osteoblasti

Osteoblasti nastaju od osteoprogenitorskih ¢elija i imaju ulogu u sintezi, izlu¢ivanju i
deponovanju prakticno svih organskih komponenti kostanog matriksa, ukljucuju¢i molekule

kolagena, nekolagenih proteina i proteoglikana.

U toku procesa mineralizacije, soli kalcijuma deponuju se u osteoid, ali osteoblasti
koji ostaju na povrSini uvek su odvojeni od mineralizovanog matriksa tankim slojem
nemineralizovanog osteoida. Deponujuci osteoid, osteoblasti se polako udaljuju jedan od
drugoga (iako ostaju povezani dugackim citoplazmatskim produzecima i neksusima) i bivaju

okruzeni matriksom sa svih strana. Tada se transformisu u zrele kostane ¢elije, osteocite.

Stvaranje koStanog matriksa prolazi kroz dve faze. U prvoj fazi osteoblasti luce
osteoid, a zatim se, u drugoj fazi, vr§i mineralizacija osteoida. Po zavrSetku mineralizacije,
kostano tkivo moze da se uvecava jedino dodavanjem novog koStanog matriksa na povrSini

ve¢ postojeceg. Na taj nacin kost raste iskuljucivo putem apozicije.



Osteociti

Osteociti su zrele ¢elije kosStanog tkiva i nastaju od osteoblasta. Imaju vretenast oblik i
pravilno su rasporedene u mineralizovanom matriksu ispunjavaju¢i lakune u kojima se
nalaze. Osteociti pruzaju brojne tanke citoplazmatske produzetke kojima se povezuju sa istim

takvim produzecima drugih osteocita.

Ovakva povezanost osteocita u okviru jednog osteona ¢ini ih najozbiljnijim
kandidatima za mehanosenzornu ulogu u detekciji potreba za povecanom produkcijom ili
razgradnjom koStanog tkiva prilikom funkcionalne adaptacije skeleta ili potreba za

reparacijom usled nastalih mikrooteéenja.’

Osteoklasti

Osteoklasti su celije koje nastaju fuzijom mononukleusnih progenitora monocitno-
makrofagne Celijske porodice. Njihova osnovna funkcija je resorpcija kosti, pa tako zajedno
sa osteoblastima imaju centralnu ulogu u stvaranju skeleta i regulisanju ukupne mase kosti.®
Razgradnja kosti kre¢e pripajanjem osteoklasta za ogoljen koStani mineralizovani matriks.
Pripajanjem osteoklasta za matriks 1 obrazovanjem pripojne prstenaste formacije, deo
membrane okruzen prstenom pocinje da se uvecava i stvara brojne prstolike izvrate, naboranu
membranu, koja predstavlja jednu od specificnih fenotipskih karakteristika aktivnog

osteoklasta.

Resorpcija matriksa zapocinje najpre demineralizacijom, a kasnije i razgradnjom
organskog dela matriksa. Konac¢ni rezultat ovih jonskih transportnih dogadaja je sekrecija
hlorovodonic¢ne kiseline u resorptivnu mikrosredinu, Sto snizava pH. Kiselost sredine dovodi
do rastvaranja koStanih minerala, a tek kasnije demineralizovan organski deo kosti biva
razgraden oslobadanjem lizozomskih proteaza. Po prestanku resorpcije, osteoklast se odvaja
od kosti 1 kre¢e ka nekom drugom mestu gde zapocCinje novi ciklus degradacije ili umire

putem programirane ¢elijske smrti - apoptoze.

1.1.1.6. Osteogeneza

Skeletni sistem se razvija iz mezoderma i ¢elija nervnog grebena (nervne kreste). Od

mezodermalnih ¢elija nastaje embrionalno vezivno tkivo iz ¢ijih mezenhimskih mati¢nih



¢elija nastaju osteoblasti. 1z tih razloga, u ¢elijskoj kulturi, osteoblaste je teSko razlikovati od

fibroblasta.
Osteogeneza se odvija na dva nacina:

a) Direktno (intramembranska osifikacija)

b) Indirektno (endohondralna osifikacija)

Intramembranska osifikacija

Odigrava se u predelu dobro vaskularizovanog mezenhima (mladog vezivnog tkiva).
U toku osme nedelje embrionalnog razvi¢a pojavljuju se grupe mezenhimskih celija koje
menjaju fenotipske karakteristike, uvecavaju se i ispoljavaju znatno razvijeniji granulisan
endoplazmatski retikulum, 1 kona¢no se diferentuju u osteoblaste. Osteoblasti poc¢inju da luce
osteoid u izolovanim ostrvcima okruzenim mezenhimskim tkivom. Ova ostrvca se postepeno
povecavaju, mineralizuju i povezuju, tako da nastaje fina mreza kostanih gredica (trabekula).
Na povrsini ovih gredica, pored osteoblasta, zapazaju se i osteoklasti koji zajedno sa njima

oblikuju nastalu primarnu spongiozu.

U kasnijoj fazi razvoja prostori izmedu primarnih gredica postepeno se smanjuju tako
da, na mestima gde ¢e se stvoriti kompakta (kortikalno koStano tkivo), potpuno bivaju
ispunjeni koStanim tkivom procesom koji se zove kompakcija. U ovom slucaju, osteoblasti
stvaraju postepeno koncentricne lamele (sekundarno kostano tkivo) sve do centralnog dela
prosirenja, gde zaostaje krvni sud u novonastalom Haversovom kanalu. Na taj nacin stvaraju
se prvi osteoni, koji su u pocetku okruzeni primarnom ili fibroznom kosti. Kasnije, procesom
remodelacije, primarna kost biva zamenjena definitivnom sekundarnom kosti. S druge strane
na mestima gde ¢e se razviti spongiozna kost, primarne gredice zadebljavaju, a mezenhimsko
tkivo koje ispunjava prostore izmedu gredica se diferentuje u kostnu srz. I ovde, u kasnijoj
fazi, procesom remodelacije primarna kost se u gredicama razgraduje i zamenjuje zrelom,

lamelarnom kosti.

Endohondralna osifikacija

U toku ovog procesa, na mestima gde ¢e se razviti kost, prvo dolazi do kondenzacije

mezenhimskih ¢elija, koje se zaokrugljuju 1 diferentuju u hondroblaste. Hondroblasti
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formiraju hrskavicni matriks i na taj nacin se stvara model od hijalinske hrskavice, pribliznog
oblika buduce kosti. Na periferiji ovih hrskavi¢nih modela razvija se u pocetku perihondrijum
(fibrozni omota¢ hrskavice). U kasnijoj fazi, neke od C¢elija perihondrijuma,
osteoprogenitorske ¢elije, pocinju da proliferiSu i da u centralnom delu buduce dijafize dugih
kostiju stvaraju koStani matriks koji mineralizuje. Stvaranje koStanog omotaca oko centralnog
dela dijafize buduc¢e kosti smanjuje difuziju gasova i hranljivih materija do hondrocita u
centralnom delu, tako da ovo, uz verovatno jo$S nedovoljno proucene faktore, deluje na

hondrocite da po¢nu da se transformisu.

U samom centru buduce dijafize, hondrociti menjaju svoje fenotipske karakteristike,
postepeno se uvecavaju i zapoc€inju sintezu specificnih matriksnih komponenti, koje dovode
do kalcifikacije hrskavi¢nog matriksa. Kako hondrociti hipertrofiSu, volumen intracelularnog
matriksa se znacajno smanjuje i tada zapo€inje proces mineralizacije. Mineralizovan matriks
potpuno sprecava difuziju gasova i hranljivih materija do hondrocita, §to dovodi do njihove
programirane Celijske smrti - apoptoze. Tako se u centru buduce dijafize stvaraju Supljine
okruzene tankim mineralizovanim pregradama hrskavicavog matriksa. Istovremeno, u
centralnom delu budude dijafize, vezivno-vaskularni pupoljak (krvni sudovi i perivaskularni
mezenhim) prodire kroz koStani omota¢ u centralni kalcifikovani deo. Ovaj pupoljak
predvode osteoklasti koji resorbuju koStani omotac i kalcifikovani hrskavi¢avi matriks, dok

vaskularni pupoljak raste proliferacijom endotelnih celija.

Prate¢e mezenhimsko tkivo sadrzi oteoblastne prekursore, koji na kalcifikovanim
pregradama stvaraju primarno kostano tkivo. Tako, u centralnom delu dijafize buduce kosti

nastaje primarni osifikacioni centar.

Sekundarni osifikacioni centri javljaju se na krajevima hrskavicnog modela
postnatalno, izuzev distalnog okrajka femura i proksimalnog okrajka tibije. Sirenjem
osifikacije u epifizama 1 dijafizi, hijalinska hrskavica zaostaje samo na granici izmedu
metafize 1 epifize u vidu epifizne ploce. Prisustvo epifiznih ploc¢a i proliferacija hondrocita
omogucava kontinuirani rast dugih kostiju sve do oko 20. godine Zivota. Rast prestaje kada i
poslednji ostaci hrskavice bivaju zamenjeni koStanim tkivom, odnosno posle fuzije metafiza i

epifiza.



1.1.1.7. Modelacija i remodelacija kosti

Skelet je visoko specijalizovani i dinamican organ u kome se odvija kontinuirana
zamena delova tkiva - remodelacija. U toku razvoja skeleta i rasta, kosti Citavog skeleta
oblikuju se do svoje konac¢ne veli¢ine i oblika. Ovo se postize uklanjanjem koStanog tkiva na
jednom mestu, a stvaranje na nekom drugom, procesom koji se naziva modelacija. Dijafize
dugih kostiju povecavaju svoj dijametar dodavanjem koStanog tkiva sa spoljasnje strane, dok
se istovremeno uvecava 1 medularni kanal resorpcijom koStanog tkiva sa unutrasnje strane. S
druge strane, da bi kosti normalno funkcionisale u skeletu odraslih osoba odigrava se
kontinuirana razgradnja i ponovna izgradnja koStanog tkiva. Na ovaj nain obezbeduje se
stalna zamena starog koStanog tkiva novim i to na istom mestu. Ovaj proces naziva se

remodelacija i on obezbeduje kompletnu regeneraciju skeleta odraslih na svakih 10 godina.

Kod mladih odraslih osoba, postoji ravnoteza izmedu razgradnje i1 ponovnog
stvaranja, tako da se ukupna koStana masa odrzava u normalnim okvirima, a ovaj proces je

pod uticajem dejstva mehanickih sila i centralnih homeostatskih faktora.

Resorpciju kosti obavljaju osteoklasti i ona traje oko 3 nedelje po jednom mestu, dok
ponovnu izgradnju obavljaju osteoblasti tokom slede¢ih 3-4 meseca. Ova dva procesa su
prostorno 1 vremenski povezana, tako da svi osteoklasti 1 osteoblasti na odredenoj lokaciji
¢ine jedinstvenu strukturu prolaznog karaktera, poznatu kao osnovna viSecelijska jedinica
(BMU, engl.-basic multicellular unit). lako je tokom procesa modelacije nemoguce uociti
anatomske jedinice analogne BMU, oblikovanje skeleta u toku rasta zahteva preciznu
prostornu i1 vremensku sinhronizaciju aktivnosti osteoblasta i osteoklasta po nekom drugom

principu od onog koji upravlja sa BMU u toku remodelacije skeleta.

1.1.2. FIZIOLOSKI PROCES REGENERACIJE DEFEKATA
KOSTI

Zarastanje kosti je komplikovan fizioloski proces koji se odvija u vise faza. One se
medusobno razlikuju zbog Cinjenice da kost, za razliku od ostalih tkiva u organizmu, zarasta
originalnim a ne ozZiljnim tkivom. Niz reakcija koje se tom prilikom javljaju, iz didaktickih

razloga, mogu se podeliti u 5 stadijuma’:



Stadijum hematoma - nastaje neposredno nakon povrede kao posledica oStec¢enja
krvnih sudova u kosti i oko nje. Formirani hematom u sebi moze da sadrzi i okolna

devitalizovana tkiva (miSi¢no tkivo, masno tkivo, fascije, i dr.).

Stadijum subperiostalne i endostalne Celijske proliferacije - nastaje kao reakcija na
stvoreni hematom pojavom raznih produkata zapaljenja sa naglaSenom koncentracijom
fagocita, koji razgraduju devitalizovano tkivo. Krvni ugrusak sadrzi razlicite faktore rasta
(TGF-beta, PDGF) koji su zapravo stimulus za proliferaciju i1 diferencijaciju celija. Iz
subperiosta i endosta dolazi do stvaranja osteoblasta i hondroblasta, mladih koStanih i

hrskavicavih ¢elija, koje popunjavaju mesto nakon resorbcije hematoma.

Stadijum stvaranja mekog kalusa - faza revaskularizacije i reparacije kosti. Ovu
fazu karakteriSe stvaranje vezivnog tkiva ukljucuju¢i 1 stvaranje hrskavicavog tkiva i1
formiranje nove mreze kapilara. Tokom prvih 10 dana histoloski nalazi pokazuju pojavu
nezrele kosti, kalusa, na nekoliko milimetara od mesta preloma. Oko devetog dana u regiju
kalusa dospevaju i makrofagi, fibroblasti i kapilari, a na kompletnu diferencijaciju ¢elija u
velikoj meri utice lokalno snabdevanje kiseonikom, uticaj mehanicke sile spoljasnje sredine i

signali iz lokalnih faktora rasta.

Stadijum maturacije kalusa - nastaje kao posledica talozenja kalcijuma u vezivni
kalus. Kalcijum se oslobada iz obliznjih kostanih fragmenata, te dolazi do njihove

demineralizacije. Ovaj kalus je ¢vrst i kompaktan i naziva se kosStani kalus.

Stadijum remodelacije - koStani kalus okruzuje mesto preloma u obliku vretena.
Vremenom, zbog jaCanja kosti duz linija opterecenja, odnosno njene lize duz linija
rasterec¢enja, dolazi do njegove remodelacije, pri ¢emu kost postupno poprima svoj oblik koji

je imala pre povrede.

1.1.3. REGENERACIJA DEFEKATA KOSTI U KLINICKOJ
PRAKSI

Prekid kontinuiteta koStanog tkiva ili njegov nedostatak posledica su trauma, tumora

ili poremecaja u razvoju koStanog sistema. Procesi zarastanja i nadoknade kostnih defekata



mogu biti pra¢eni nizom opstih 1 lokalnih komplikacija. Lokalne komplikacije najcéesce se

manifestuju kao usporeno zarastanje preloma i nezarastanje preloma.
Usporeno zarastanje preloma

Kod usporenog zarastanja preloma prisutne su sve faze zarastanja preloma samo §to je
vreme do klinicke i radiografske potvrde zarastanja duze od o¢ekivanog za tu vrstu preloma i

za taj uzrast povredenog.
Nezarastanje preloma

U ovim slucajevima je proces zarastanja definitivno zaustavljen na nekoj od ranih
faza zarastanja, sa evidentnim razmakom izmedu koStanih fragmenata, koji posle duzeg
vremena biva ispunjen hrskavicavim i fibroznim tkivom, sa moguénos$c¢u izvodenja pokreta
na mestu preloma.’ To je, klinicki, slika laznog zgloba (pseudoarthrosis), koji radiografski
moze pokazivati proSirenje koStanih fragmenata u nivou preloma, uz prisustvo skleroze u
predelu medularnog kanala.” Ovo je tzv. hipertroficki tip nezaraslog preloma, dok kod
drugog, atrofickog tipa, nema znakova za celularnu aktivnost u nivou preloma - krajevi

kostanih fragmenata su uski, zaobljeni i1 poroticni.

1.2. TRETMAN DEFEKATA KOSTI

1.2.1. VELICINA DEFEKTA KOSTI

Da li ¢e organizam u optimalnim uslovima uspeti da sanira kostni defekt zavisi
prvenstveno od veli¢ine samog defekta u kosti. Defekt kriticne veli¢ine (CSD - eng. critical-
sized defect) predstavlja najmanju veli¢inu defekta u odredenoj kosti i vrsti Zivotinje koji
ne¢e spontano da zaraste do kraja Zivota.'’ Defekti kosti koji prelaze kriti¢nu veli¢inu ne
mogu da budu sanirani od strane organizma mehanizmom koStane reparacije. U takvim
sluajevima pristupa se kovencionalnom tretmanu nadoknade izgubljene koStane mase
upotrebom kostanih graftova ili se u novije vreme koristi tkivni inzZinjering kosti (BTE - eng.

Bone Tissue Engineering) upotrebom maticnih celija.
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1.2.2. KONVENCIONALNI TRETMAN DEFEKATA KOSTI

Konvencionalni tretman defekata kosti podrazumeva transplantaciju kosti sa nekog
drugog mesta u cilju stimulacije formiranja kosti. U odnosu na mesto sa koga se uzimaju,

kosStani graftovi mogu biti :
- autogeni (autologni) graftovi
- alogeni graftovi
- ksenogeni graftovi
- sinteticki (aloplasti¢ni) zamenici koStanog tkiva

1.2.2.1. Autogeni koStani graft

U ovom trenutku autogeno presadivanje koStanih graftova predstavlja zlatni standard
za nadoknadu koStanog tkiva. Autogeni koStani graftovi daju uspesne i predvidljive
rezultate.'' Slobodni kostani graftovi deluju vise osteokonduktivno nego osteoinduktivno ¢ak

i kada je osteogena aktivnost prisutna u spongioznom delu grafta.'
Postoje dva oblika nevaskularizovanih slobodnih kosStanih graftova:
- kortikalni koStani graft

- spongiozni koStani graft

Kortikalni koStani graft zahteva viSe vremena za revaskularizaciju, ali je sposoban
da izdrzi mehanicka optere¢enja u ranoj fazi graftovanja. Zato je njegova upotreba

prevashodno za kosne defekte koji zahtevaju rano mehanigko opterecenje.'

U kranio-maksilofacijalnoj hirurgiji ovi oblici graftova naj¢esc¢e se koriste u
nadoknadi smanjene vertikalne ili horizontalne dimenzije alveolarnih grebena, za poboljSanje
kontura lica ili za nadoknadu pune debljine kosti. Donorna mesta najcesc¢e su kosti poglavine,

rebra, spoljasnji ili unutragnji korteks ilija¢ne kriste i simfiza mandibule."*

Spongiozni koStani graft je u praksi mnogo viSe zastupljeniji od kortikalnog

uglavnom zbog lak§e manipulacije i brze i bolje revaskularizacije.'' Mesto sa koga se
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najces¢e uzima je prednja ili zadnja ilijacna krista. Nije otporan na mehanicke sile, ako se
koristi za rekonstrukciju vecih defekata, neophodna mu je dodatna stabilnost pomocu rigidne
fiksacije titanijumskim mrezicama i plo¢icama. U kranio-maksilofacijalnoj hirugiji najcesce
se koristi kod rascepa alveolarnog nastavka i nepca, kao i za augmentaciju maksilarnog

sinusa.

Kombinovanje oba ova grafta u vidu kortiko-spongioznog grafta obi¢no daje najbolje
rezultate. Njime se postize mehanicka stabilnost a u isto vreme i dobra revaskularizacija.

Najéeée se koriste za nadoknadu pune debljine kosti donje vilice."

Vise decenija unazad koStani graftovi zdravih donora koriS¢eni su u terapiji
nadoknade kosnih defekta, ali je njihova upotreba danas znatno smanjena zbog niza
nezeljenih efekata u vezi sa njihovom primenom. Ovi efekti najcesée se ogledaju u
ogranicenoj koli¢ini koStanog tkiva davajuce regije, moguc¢em poremecaju funkcije davajuce

regije, pojavi bola, parestezije, hematoma, upale i dr.'®"®

1.2.2.2. Alogeni koStani graft

Alogeni koStani graft moze da bude jedna od mogucih alternativa za nadoknadu
kosnih defekata. Ovaj tip grafta moze se koristiti sa zivih ili kadaveri¢nih ljudskih donora.
Kao i autograftovi i ovaj tip grafta nosi sa sobom niz nedostataka ukljucujuci, kao najvazniji,

. . 19
pokretanje imunog odgovora primaoca.

1.2.2.3. Ksenogeni koStani graft

Ksenogeni koStani graft predstavlja graft koji ne pripada ljudskoj vrsti 1 izuzetno se
retko koristi za nadoknadu defekata u kosti. Njegova upotreba je ogranicena jer sa sobom
nosi rizik od prenoSenja virusa, pojave infekcije usled moguce toksi¢nosti i imunog odgovora

$to za posledicu ima odbacivanje grafta od strane primaoca.*’

1.2.2.4. Sinteticki graft

SintetiCki graftovi su napravljeni od biomaterijala, koje po sastavu ¢ine prirodni ili
sinteticki materijali, i koriste se da zamene deo Zivog sistema ili da funkcioniSu u intimnom

kontaktu sa zivim tkivom. Ovu grupu materijala ¢ine: metali, keramika, polimeri i kompoziti.
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Osobine koje jedan biomaterijala mora da poseduje da bi se koristio u tkivhom inZenjeringu

su:

- Biokompatibilnost

- Biorazgradljivost

- Otporan na sterilizaciju

- Vremenski stabilan

- Otporan na mehanicka 1 fizicka dejstva

- Lak za obradu

Sinteticki graftovi se izraduju u razli¢itim oblicima i veli¢inama, ali sporo zarastanje 1
nemogucnost remodelacije u sklopu prirodnog procesa zarastanja predstavljaju njihove

glavne nedostatke te je njihova zastupljenost u svakodnevnoj praksi svega 8% (Slika 1.1).2"

[0 Synthetic
grafts
8%

M Allografts

349, @ Autografts

58%

Slika 1.1. Pregled upotrebe kostanih graftova

1.2.2.5. Tretman defekata kosti pomoc¢i maticnih Celija

Mezenhimske maticne celije (MSCs) su prvi put opisane 1976.god. od strane
Friedenstein i sar. kao éelije kostane srzi® i skrenule su posebnu paznju biomedicinskim

. .- .- . o . . . e L qee . . 24
istrazivac¢ima jer su mogle lako da se umnozavaju i diferentuju u razliite vrste ¢elija i tkiva.
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U poslednje vreme, Komitet Medunarodnog DruStva za citoterapiju predlozio je naziv
"multipotentne mezenhimske stromalne ¢éelija".”> Medutim, veéina nauc¢nika koristi

jednostavan naziv "MSCs".

Precizna definicija ovih Celija ostaje predmet polemike. Ipak, do danas MSCs su definisane
kao ¢elije koje, pod strogo kontrolisanim uslovima, mogu da se umnozavaju i diferentuju u
osteogene, hondrogene, adipogene, miogene, tenogene ili stromalne éelijske linije.>***2*
Postoji veliki broj razli¢itih vrsta maticnih Celija, koje se medusobno razlikuju u

zavisnosti od stepena diferencijacije i sposobnosti samostalnog umnoZavanja (Slika 1.2)%.

Adult tissues Fetal tissues
Bone marrow \ / Bone marrow
Deciduous teeth Liver
Fat Lung
Hair follicles Placenta
Peripheral blood Spleen

Periodontal ligament Umbilical cord
Trabecularbone
Scalp subcutaneoustissue
Skeletal muscle

%

’///*‘\\\
>

./ N

‘3!»' s @}}\\-JJ

Osteocyte Chondrocyte Adipocyte Myocyte Tenocyte Stromal cell

Slika 1.2. Izvori MSCs i njihova sposobnost diferencijacije

Odrasle mati¢ne éelije (Adult stem cells)

Odrasle mati¢ne celije podrazumevaju maticne celije uzete iz zrelog tkiva. Zbog
stadijuma razvoja u kome se nalaze, one imaju ograni¢eni potencijal u odnosu na maticne

éelije dobijene iz embriona i fetusa.’® Veéina odraslih mati¢nih éelija su multipotentne i u
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odnosu na tkivo iz koga poti¢u mogu biti mezenhimske mati¢ne ¢elije, mati¢ne ¢elije masnog

tkiva, mati¢ne ¢elije zubne pulpe , itd. >

lako je kost dinamicano i dobro vaskularizovano tkivo koje poseduje sposobnost
reparacije 1 remodelacije, oko 10% kosStanih preloma zahteva dodatno lecenje koStanim

. 33:36.
graftovima.

Da bi se zadovoljile klini¢ke potrebe reparacije i regeneracije kostanog tkiva
novija istrazivanja su usmerena na projektovanje kostanog grafta koji bi odgovarao po obliku
1 veli¢ini kostnom defektu 1 u isto vreme imao sposobnost da stimuliSe brzu reparaciju i

regeneraciju kostanog tkiva.

Od kada su Langer i Vacanti 1993.god. prvi put uveli pojam tkivnog inZinjeringa®’,
regeneracija i reparacija koStanog tkiva odvijala se u dva pravca. Oba pravca su imala za cilj
da omoguce rast kosti stvaranjem optimalne bioloSke mikrosredine pogodne za regeneraciju
kosti aktiviranjem kriticne mase osteogenih celija. Medutim, nacin na koji se osteogene
¢elije aktiviraju je razliCit. Prvi pristup zasnovan je na unoSenju egzogenih osteogenih celija
koje bi pod dejstvom lokalnih faktora rasta vrSile reparaciju i regeneraciju koStanog tkiva,
dok se drugi pristup zasniva na unoSenju faktora rasta koji bi stimulisali osteogene celije iz

lokalne sredine i na taj na¢in doveli do regeneracije i reparacije kostanog tkiva.*®

Pokazano je da koris¢enje faktora rasta u tkivnom inzinjeringu kosti moze da bude
efikasno na modelu malih eksperimentalnih Zivotinja. Medutim, kod modela velikih
eksperimentalnih Zivotinja, javlja se problem kako odrediti optimalne doze faktora rasta zbog
velikog variranja u njihovom terapijskom uc¢inku koji se javlja kod malih i velikih Zivotinja
(do 100 puta). Drugi problem se odnosi na kratak poluZivot veéine od faktora rasta.*”*" Pored
toga, regeneracija 1 reparacija koStanog tkiva, zasnovana na koriS¢enju faktora rasta koji
indirektno privlace i podsti¢u diferencijaciju i umnozavanje lokalnih osteogenih mati¢nih

éelija, bice ugrozena u odsustvu dovoljnog broja osteogenih mati¢nih éelija.*'

Nasuprot tome, unoSenje egzogenih osteogenih celija funkcioniSe nezavisno od
prisustva lokalnih osteogenih ¢elija, pa je veoma korisno u terapiji pacijenata sa smanjenim
prisustvom osteoprogenitornih celija kao $§to su teska trauma, dijabetes, dugogodiSnja
upotreba duvana, zralenje, starenje, osteoporoza ili drugi metabolicki poremec¢aji.*® Ovako
unesene osteogene celije luce Sirok spektar faktora rasta u fizioloskim dozama stvarajuci, na

taj nacin, idealne uslove neophodne za regeneraciju kostanog tkiva.*?
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Postoje dva razliCita pristupa u koriS¢enju egzogenih MSCs za regeneraciju i
reparaciju kostanog tkiva.”> Prvi je njihovo zasejavanje na tkivnim nosa¢ima i direktna
implantacija u kostni defekt (Slika 1.3)*, dok drugi podrazumeva njihovo umnoZavanje in

vitro a nakon toga zasejavanje na tkivnim nosagima i implantaciju (Slika 1.4).2%*

Og feog
Ce ,,6‘ e”fc

N
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Slika 1.3. Direktna implantacija MSCs
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Slika 1.4. Umnozavanje MSCs pre implantacije
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1.3. MASNO TKIVO KAO IZVOR MATICNIH CELIJA

1.3.1. MASNO TKIVO

Masno tkivo predstavlja specijalizovanu vrstu vezivnog tkiva za skladisStenje lipida.

Na osnovu distribucije, boje, strukture, inervacije i metabolicke aktivnosti razlikujemo:

- zuto (unilokularno) masno tkivo

- mrko (multilokularno) masno tkivo

1.3.1.1. Zuto (unilokularno) masno tkivo

Zuto masno tkivo predstavlja glavni depo energije u telu, a ujedno ima i mehani¢ku
ulogu na odredenim delovima tela (dlanovi, tabani, orbita oka, zglobovi). Sluzi kao
termoizolator i kao termoregulator. Izgradeno je od adipocita izmedu kojih se nalaze
mastociti. Adipociti su celije koje imaju sopstvenu externu laminu ispod koje se nalazi
plazmalema sa receptorima za brojne signalne supstance (insulin, norepinefrin, hormon rasta
1 glikokortikoidi). Centar ¢elije zauzima masna kap, koja nema sopstvenu membranu vec je
obavijena mrezom aktinskih filamenata. Organele su slabo razvijene (izuzev mitohondrija) i
zajedno sa jedrom potisnute ka periferiji ¢elije. U masnoj kapi su deponovani trigliceridi i
karotenoidi od kojih 1 poti¢e boja ¢elije. Distribucija zavisi od pola, ishrane i1 uzrasta. Kod
dece se javlja u vidu kontinuiranog sloja (panniculus adiposus), dok se kod odraslih u
pojedinim regionima nalazi u debljem sloju (oko bubrega, misica lica, retroperitoneuma, u

mezenterijumu, o¢noj duplji), a u drugim iS¢ezava.

1.3.1.2. Mrko (multilokularno) masno tkivo

Naziva se jos 1 ksantoadipozno masno tkivo jer je izgradeno od ksantoadipocita, koje
su manje od adipocita.Takode, sadrzi sopstvenu externu laminu. Jedro je za razliku od
adipocita, smeSteno u centru ¢elije i nikad uz plazmalemu, dok su ostale organele neupadljive
(izuzev brojnih mitohondrija). Mrka boja tkiva poti¢e od citohroma sadrzanog u

ksantoadipocitima i od bogate vaskularne mreze koja prozima ovo tkivo. Ovaj tip masnog
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tkiva je specijalizovan za stvaranje toplote jer ksantoadipociti oksidiSu masne kiseline oko
dvadeset puta brze 1 efikasnije od adipocita. Najbolje je izrazeno kod zivotinja koje
prespavaju zimski san (hibernatori), a kod coveka se javlja u dvadeset osmoj nedelji
embrionalnog razvoja, i nalazi se uglavnom u vratu, medijastinumu i interskapularnom

.....

poprimaju izgled adipocita.

Neposrednim oslobadanjem solubilnih bioaktivnih peptida - adipokina, adipociti
reguliSu brojne fizioloske i1 patofizioloSke procese organizma. U adipokine se svrstavaju
brojni hormoni, citokini i faktori rasta ¢ija se ekspresija povecava sa akumulacijom masnog
tkiva i koji ispoljavaju lokalne (autokrina i parakrina sekrecija) i sistemske efekte (endokrina

sekrecija), kontrolisane signalima slozene interaktivne neuroendokrine mreze.

Adipociti lu¢e hemijske supstancije kao Sto su leptin, rezistin, faktor tumorske
nekroze alfa (TNF-a), proteine stimulacije acilacije (ASP), druge citokine - interleukin 6 (IL-
6), proteine komplementa — adipsin, adiponektin, proteine akutne faze (haptoglobin, serumski
amiloid A), supstrate (slobodne masne kiseline, glicerol), enzime — lipoproteinsku lipazu,
holesterol estar transfer-proteine i apolipoprotein E, koji su ukljueni u metabolizam masti i
lipoproteina, aromatazu — za sintezu estrogena, retinol-vezujuéi protein (retinol binding

protein—RBP) 1 angiotenzinogen.

1.3.2. MATICNE CELIJE I MASNO TKIVO

Masno tkivo predstavlja bogat izvor MSCs i one se po svom potencijalu 1 sposobnosti
diferencijacije ne razlikuju od mati¢nih ¢elija ko3tane srzi.*> Multipotentne stromalne éelije
masnog tkiva nalaze se u vaskularnoj frakciji strome (SVF - stromal vascular fraction), i

mogu se lako odvojiti od masnih éelija, nakon digestije enzimom kolagenaze.***"

U poredenju sa MSCs kostane srzi, ADSCs imaju odredene prednosti u tkivnom
inZinjeringu jer je masno tkivo u organizmu lako dostupno, ima ga u dovoljnoj koli¢ini,
procedura uzimanja nije komplikovana a davajuca regija ne trpi znatna ostecenja. ADSCs se
najces¢e mogu dobiti nakon ekcizije ili aspiracije masnog tkiva. Jo§ uvek nije ustanovljeno

koji od ovih postupaka ima jasnu prednost u broju ili kvalitetu dobijenih ¢elija,”® ali se
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prednost daje aspiraciji kao daleko manje invazivnoj proceduri. Takode je uoCeno da broj
ADSC ¢elija nakon aspiracije masnog tkiva ostaje stabilan ¢ak i posle 24 asa, za razliku od

broja ADSCs u ekscidiranom masnom tkivu gde se broj ADSCs znatno smanjuje.*’

Medutim, uoceno je da se pre izvodenja liposukcione aspiracije u sklopu same
procedure ubrizgava slana tecnost putem injekcije sa ciljem da se smanji krvarenje u toku
same hirurSke intervencije i sam postupak ucini lakSim. Ovako ubrizgan slani rastvor
razblazuje koncentraciju ADSCs u aspiratu 1 njihov broj je znatno manji od broja ADSCs u

masnom tkivu uzetom na klasican nacin hirur§kom resekcijom.

ADSCs se mogu diferentovati u razlicite tipove Celija. Diferencijacija se najcesce
moze indukovati insulinom, deksametazonom, ciklicnim AMP, B-glicerofosfatom, heparinom
1 razli¢itim citokinima u zavisnosti od vrste ¢elijske linije koju Zelimo da dobijemo. Na ovaj
nacin diferencijacija ADSCs moze da ide u pravcu celijskih linija mekih tkiva (adipociti,
miociti glatke muskulature, miociti sr¢anog misic¢a), ali 1 u pravcu kostanog tkiva (osteociti i

hondrociti).

1.4. MASNO TKIVO U REGENERATIVNOJ MEDICINI

1.4.1. REGENERACIJA MEKIH TKIVA

Jedna od najvaznijih upotreba ADSCs jeste nadoknada samog masnog tkiva. Veliki
defekti mekih tkiva koji nastaju nakon traume, opekotina i kao posledica onkoloske hirurgije
predstavljaju Cest problem. Nekoliko studija je pokazalo in vitro diferencijaciju ADSCs duz
adipogenih rodova, ukljucuju¢i akumulaciju intracelularnih lipidnih kapljica, 1 ekspresiju

karakteristi¢nih proteina i enzima.**>%"

ADSCs su sadene na tkivnim nosaCima i implantirane subkutano kod miSeva i
pacova.’” Skafoldi sa ovako zasadenim celijama pokazali su znaGajnu neovaskularizaciju
implantata, kao i1 penetraciju preadipocita ili ADSCs u tkivni nosac i njihovu diferencijaciju u

zrele adipocite.
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Takode je pronadeno da ADSCs mogu da se diferenciraju u ¢elije glatke muskulature
1 mogu da budu dobar izvor za inzinjering parenhimatoznih organa. ADSCs iz masnog tkiva
potiljka i epididimusa mogu se koristiti kao idealne celije za tkivni inzenjering donjeg
urinarnog trakta.> Sli¢na studija je izvedena od strane druge grupe nau¢nika koristeé¢i ljudsko
potkozno masno tkivo i masno tkivo omentuma. Utvrdeno je da ADSCs izolovane iz
potkoznog masnog tkiva imaju vecéi kapacitet diferencijacije od ADSCs ¢elija iz masnog

tkiva omentuma i mogu biti dobar izvor za upotrebu u regenerativnoj medicini.>

1.4.2. EKTOPICNA KOST

Reparacija kosti kod eksperimentalnih Zivotinja istrazivana je na ektopicnoj
osteogenezi 1 modelima defekta kosti. Obrazovanje ektopi¢ne kosti se deSava na
vanskeletnim mestima i to naj¢es¢e u misi¢ima i potkoznom tkivu. Ovakvi modeli reflektuju

apsolutni osteoinduktivni kapacitet proucavanog materijala.

U eksperimentima in vivo, ADSC ¢elije su sadene u tkivne nosace u obliku poroznih
kocki hidroksiapatit / trikalcijum fosfata 1 korisS¢ene kao implantat kod imunodeficijentnih
miSeva. Primeéeno je da se novi osteoid, porekla humanih ADSC ¢elija, javlja posle Sest
nedelja inkubacije.” Ovaj nalaz ukazuje na to da ADSC c¢elije mogu imati znaGajan

terapeutski efekat u regeneraciji i reparaciji kostanog tkiva.

1.4.3. TKIVNI INZINJERING

Pojam tkivnog inzinjeringa (TE - Tissue Engineering) prvi su uveli Langer 1 Vacanti
1993.god. kao interdisciplinarnu oblast istrazivanja koja primenjuje principe inzinjeringa i
prirodnih nauka u pravcu razvoja bioloSkih supstituenata sa ciljem obnove, odrzavanja ili

poboljsanja funkcije tkiva.’’

Nagli razvoj nauke u pogledu biomaterijala, mati¢nih celija, faktora rasta i
diferencijacije kao 1 odgovaraju¢e bioloske sredine omogucio je sintezu tkiva u
laboratorijskim uslovima na specijalno konstruisanim ekstracelularnim matricama (tkivni

nosaci) i njihovu upotrebu za regeneraciju i reparaciju tkiva. To podrazumeva sadenje MSCs
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na tkivne nosace, njihovu kultivaciju in vitro a zatim aplikaciju in vivo. Idealni tkivni nosaci
bi trebalo da obezbede podrsku za naseljene ¢elije u vidu njihovog pripajanja, proliferacije i

diferencijacije kao i formiranje ekstracelularnog matriksa.

Zato je veoma vazno da povrsina tkivnog nosac¢a ima odgovarajuéi topografski izgled
1 hemijski sastav, a da sama mikrostruktura tkivnog nosaca bude porozna sa odgovaraju¢im

oblikom i veli¢inom pora.”’

1.5. EKSPERIMENTALNI MODELI

1.5.1. EKSPERIMENTALNI MODELI NA ZIVOTINJAMA

Eksperimentalne zivotinje se rutinski koriste kao screening za procenu izvodljivosti
hirurskih tehnika ili valijabilnosti implantata pre nego Sto se prede na humana klinicka
ispitivanja. U mnogim oblastima istraZivanja postoje zivotinjski modeli koji pokazuju

odredeni stepen sli¢nosti sa ljudskim fizioloskim uslovima i bolestima.

Zivotinje, kao i ljudi, fiziologki i u svojim reakcijama, zavise od svoje bioloske
konstitucije i sredine. Kao takve, one pokazuju veliki broj varijacija u ekspresiji gena u
zavisnosti od zivotnog doba, pola, fizioloskih i genetskih faktora. Ispitivanja na zivotinjskim

modelima su prakti¢nija i klinicki relevantnija od studija in vitro.
Eksperimentalne Zivotinje se dele u dve grupe:

-male eksperimentalne zivotinje (miSevi i pacovi)

-velike eksperimentalne zivotinje (kuni¢i, majmuni, psi, ovce).

Male eksperimentalne zivotinje se ceS¢e koriste za ispitivanje modela kranijalnog

defekta zbog niske cene kostanja, lakog odrzavanja 1 ne zahtevaju preciznu hirursku tehniku.

Velike eksperimentalne zivotinje su mnogo skuplje, zahtevnije za odrzavanje i mora

se upotrebiti precizna hirurska tehnika.
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1.5.2. MODEL DEFEKTA KOSTI

Ukupna regenerativna i reparatorna sposobnost testiranog materijala se znatno bolje
procenjuje ako se on implantira u samo koStano tkivo. Zato postoji potreba za kreiranjem
modela defekata kosti kako bi se omogucila procena osteokonduktivnih i osteoinduktivnih
potencijala materijala koji se koriste u tkivnom inzinjeringu. Postoji nekoliko vrsta modela

defekata kost:
- model sa prekidom kontinuiteta kosti
- model segmentnog defekta kosti
- model kalvarijalnog defekta kosti
- model otvorenog defekta kosti

Regeneracija in vivo na modelu kalvarijalnog defekata kosti kriticne veliCine
predstavlja oblast aktivnog istrazivanja. Lekari 1 nau¢nici kombinuju razli¢ite metode i
postupke u cilju reSavanja ovih defekata na modelima eksperimentalnih zivotinja. Ovakvi
modeli imaju dosta ograni&enja, ali su trenutno naa najbolja opcija.”® Odnos vrste Zivotinja i

defekta kriticne veli¢ine dat je u Tabeli 1.1.

Tabela 1.1. Vrsta eksperimentalnih Zivotinja i kriti¢na veliina kranijalnog defekta

Vrsta Mis Pacov Kuni¢ Majmun Pas Ovca
Zivotinje

Defekt 5 mm & mm 15 mm 15 mm 20 mm 22 mm
kriti¢ne

veliéine

Model kranijalnog defekta za ispitivanje tkivnog inZinjeringa kosti obi¢no se kreira na
parietalnim kostima lobanje eksperimentalnih zivotinja. Veli¢ina defekta zavisi od vrste
eksperimentalne Zivotinje 1 moze biti kritine veliCine (critical-size) ili manji od nje u
zavisnosti od dizajna eksperimentalne studije koja se izvodi. Najcesc¢e je okruglog oblika, a

broj kreiranih defekata na poglavini jedne eksperimentalne Zivotinje zavisi od njene veli€ine.
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Prilikom kreiranja defekta, ukoliko se uklanja puna debljina kosti, mora se voditi

ra¢una da mozdane ovojnice ostanu intaktne uz posStovanje svih principa asepse i antisepse.

1.6. POSTAVKA PROBLEMA

Adultne stem celije, poznate 1 kao mezenhimske stem celije (MSCs), su
nediferentovane multipotentne Celije u tkivu ili organu, koje sluze za odrzavanje njihovog
integriteta i reparaciju. Posebno bogat izvor mezenhimskih stem ¢elija (MSC) je masno tkivo,
koje je Siroko rasprostranjeno u organizmu u veéini organa. NeZeljeni efekti u klinickim
apikacijama MSCs iz masnog tkiva nisu poznati, a njihova pluripotentnost je uporediva sa

pluripotentno$¢u embrionalnih SC.

Mesenchymal stem cells (MSCs) se mogu diferentovati u osteoblaste i tako mogu biti
izvor ¢elija za koStanu regeneraciju i reparaciju. U poredenju sa stromalnim ¢elijama koStane
stZi (Bone-marrow stromal cells - BMSC;), Adipose tissue-derived stem cells (ADSCs) imaju
velike prednosti za klinicku primenu, ukljucujuéi lako i manje bolno izolovanje, manji rizik

od komplikacija, relativnu obilnost izvora, kao i brzinu ekspanzije.

U bioloskom redosledu dogadaja, tokom procesa osteogeneze, angiogeneza je njegov
prethodni stadijum i uslov da do ostegeneze dode. U sekretornom repertoaru masnog tkiva je
1 viSe proizvoda koji stimuliSu angiogenezu i vaskulogenezu. Pokazano je da i ADSCs imaju

potencijal da podstic¢u oba navedena procesa.

Kostana regeneracija uz pomo¢ MSCs biva ogranicena njihovim malim brojem kada
se koriste za transplantaciju in vivo. Jedan od nacina da se pravazide ovaj problem
malobrojnosti MSCs za transplataciju je da se njihov broj uveca ex vivo. Sa druge strane,
takav pristup rada nove probleme medu kojima je da ex vivo ekspanzija moze da ogranici

zivotni vek ovih ¢elija i da dovede do gubitka njihovog osteogenog potencijala.

Mnogi autori su gajili komplekse ¢elija in vitro, a potom ih implantirali natrag, u cilju
tretiranja defekata kostiju.’’ Uloga zasejavanja Celija, in vitro, u tkivnoj regeneraciji
predstavlja nereSeno pitanje. Pitanje ostaje otvoreno i da li je samo podloga ili podloga
modifikovana faktorima rasta dovoljna za koStanu regeneraciju. PoSto je pokazano da

hidroksiapatitna sredina, kao i kost, mogu biti dobra mikrosredina za diferencijaciju prema
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osteoblastima, pretpostavljeno je da se ADSC ¢elijama u takvoj sredini i u organizmu, gde bi
vladali fizioloSki uslovi, moZe obezbediti njihova diferencijacija u celije kosti. Takode,
zapazeno je u sopstvenoj praksi da masno tkivo moze da bude dobar graft u postcisticnim
defektima kosti sa razvojem u novo koStano tkivo, $to je bio jedan od motiva da se primeni
postupak formiranja graftova od originalnih ¢elija adipoznog tkiva, bez prethodne in vitro

kultivacije.

Reparacija kosStanih defekata koji su nastali kao posledica traume, resekcije tumora ili
kongenitalnih anomlija jo§ uvek je veliki izazov za hirurge. U novije vreme, tkivni
inzenjering (TE) je pristup koji dosta obecava u regeneraciji kosti, §to podrazumeva da se
koriste mati¢ne Celije, instruktivni molekuli 1 biomaterijali kao tkivni scaffold ili nosa¢ za

¢elije 1 molekule.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Na modelu defekta kalvarije kunica ispitati ulogu u regeneraciji defekta kosti:

1. Masnog tkiva primenjenog na dva nacina:
a. izolovanjem mezenhimske frakcije ¢elija bez prethodne kultivacije in vitro

b. usitnjenog celog masnog tkiva

2. Razlic¢itih nosaca ¢elija i tkiva:
a. komercijalni zamenik kosti (Bio-oss)

b. nanomaterijal PLGLA

Uloga masnog tkiva i nosaca ¢elija i tkiva ¢e se procenjivati:

1. naosnovu dinamike regenerativnog procesa u prva dva meseca
2. primenom razli¢itih metoda (merenjem denziteta kosti, MSCT, izradom

histoloskih preparata, SEM )

Cilj rada je kompletnije sagledavanje mehanizama interakcije izmedu ¢elija masnog

tkiva 1 njihovih produkata sa jedne strane i biomaterijala koji se koriste kao zamenici kosti, sa

druge strane. Koriste¢i bioloSke materijale koji su lako dostupni, a na nacin koji ne zahteva

komplikovanu pripremu, cilj je da se uradi jednostavna procedura u stimulisanju koStane

regeneracije koja bi mogla lako da se izvede u svakoj hiruskoj sali i bez posebnih tehnic¢kih

zahteva.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

U eksperimentu su koriS¢eni zecevi soja Chinchilla muskog pola, starosti 3 meseca,
tezine od 3-3,5 kg. Eksperimentalne procedure su sprovedene uz dozvolu Etickog komiteta
Medicinskog fakulteta br. 01-890-3. Zivotinje su ¢uvane u odvojenim kavezima u vivarijumu
Instituta za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta u NiSu u ambijentu temperature
22°C i 12/12 h ciklusu svetla i mraka. Hranjene su ad libidum briketima za kuniée (smesa K
sa 16% proteina — Veterinarski zavod ,,SUBOTICA* a.d. Subotica). Zivotinje nisu hranjene

dan pre hiruskih intervencija.

3.2. IMPLANTATI I GRAFTOVI

Pod imlantatom su podrazumevani preparati Cistog biomaterijala (Bio-Oss® ili nano-
kompozitnog materijala), a pod graftovima meSavinu navedenih biomaterijala sa tkivima 1

komponentama tkiva.

Biomaterijal Bio-Oss® Osteohealth, Shirley, USA (Slika 3.1) je proizveden od
mineralnog matriksa govede kosti. Veli¢ina granula je 0.25-1.0 mm. Namenjen je za

supstituciju kosti u oralnoj, periodontalnoj i maksilofacijalnoj hirurgiji.
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Slika 3.1. Komercijalno pakovanje Bio-Oss®

Nano-kompozitni materijal (NPs CP/PLGA) u formi praha (dobijen ljubaznoscu prof.
N.Ignjatovi¢a, ITN SANU) se sastoji od nano Cestica kalcijum fosfata koje su oblozene
polimerom (poli-laktid-ko-glikolid-om) u masenom odnosu 8:2. Srednja vrednost Cestica

nano-kompozitnog materijala bila je 40 + 5 nm u promeru’’.

Svi graftovi su u sastavu imali autolognu, sveze uzetu, punu krv dobijenu punkcijom
uSne vene. Krv je meSana kao zavrS$na komponenta grafta, jer je nakon zgruSavanja imala

funkciju vezivne komponente u formiranju grafta.

Za pripremu grafta sa izolovanim ¢elijama (ADSCs) koris¢eno je 100 mg masnog
tkiva u koje se doda 37,5 ul rastvora kolagenaze I (2000 jedinica/l ml). Ependorfice se
ostavljaju u vodenom kupatilu narednih 60 min. na temperaturi od 37° C pri ¢emu se uzorci u
njima povremeno muckaju. Nakon isteka vremena, digestija se prekida dodavanjem 375 pl
hranjivog medijuma (DMEM) i uzorci vracaju u vodeno kupatilo jos 10 min. Iz vodenog
kupatila uzorci se premestaju u frizider u trajanju od 5 min kako bi se izbeglo adheriranje
¢elija za zidove suda u kome se nalaze. Razlozeno tkivo se zatim, uz pomo¢ pipetora,
propusta kroz sito (veli¢ina pora 180 um) za Sta se upotrebi jo§S 1 ml DMEM-a da bi se Celije

iz ependorfica i sa sita isprale.

Suspenzija ¢elija se centrifugira 10 min (1000 obr/min) na temperaturi od 4° C pri
¢emu adipociti ostaju na vrhu suspenzije a multipotentne ¢elije na dnu. Iz ovakog medijuma
uzima se 30 pul suspenzije sa vrha, ukloni se srediSnji deo medijuma, uzme 30 pl suspenzije

sa dna (ukupno 60 pl sto odgovara jednoj kapi) i ¢elije do implantacije drze na ledu.

Graft sa izolovanim c¢elijama masnog tkiva se priprema od 60 ul ¢elijske suspenzije

ovog tkiva, 30 mg sterilnog Bio-Oss® ili nano-kompozitnog materijala u zavisnosti od grupe
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eksperimentalnih Zivotinja i 60 pl krvi. Oznacen je kao ADSC (mezenhimske éelije masnog

tkiva).

Graft sa komadi¢ima masnog tkiva se priprema od 60 mg iseckanog masnog tkiva, 30
mg sterilnog Bio-Oss®-a ili nano-kompozitnog materijala i 60 pl krvi. Oznacen je kao CAT

(eng. Cut Adipose Tissue - seckano masno tkivo).

Graft koji je sluzio kao kontrola nosaca za prethodna dva grafta je pripreman od 90
mg sterilnog Bio-Oss®-a ili nano-kompozitnog materijala i 60 pl krvi. Oznacen je kao BC

(eng. Blood Cells — krvne ¢elije -puna krv).

Za pripremu implanta koriS¢eno je, u zavisnosti od grupe eksperimentalnih zivotinja,
90 mg sterilnog Bio-Oss® ili nano-kompozitnog materijala na koje se u sterilnoj Petrijevoj
posudici nakape 60 ul sterilnog fizioloSkog rastvora tako da se dobije konzistencija paste.

Oznaceni su kao BO (Bio-Oss® ) i NM (nano-kompozitni materijal).

3.3. EKSPERIMENTALNI DIZAJN

U eksperimentu je koriS¢eno ukupno dvadeset eksperimentalnih Zivotinja podeljenih u
cCetiri grupe - po pet zZivotinja u svakoj. U prvoj i tre¢oj grupi kao nosac izolovanih ¢elija
koriséen je Bio-Oss, a u drugoj i Cetvrtoj grupi za nosac je upotrebljen nano-kompozitni

materijal.

Na kalvariji svakog kuni¢a pravljena su pet defekata sa rasporedom prema prilozenoj
$emi (Sema 3.1), obeleZenih kao D1 - D5. Po dva defekta smestena su na parijetalnoj kosti
obostrano od medijalne linije, a peti na frontalnoj kosti u nivou medijalne linije. Defekti su
pravljeni celiénim borerom obrnuto-koni¢nog profila dijametra 4 mm uz upotrebu
fiziodispenzera (SURGIC XT — NSK) pri brzini od 800 obr/min. Svaki od kostanih defekata
bio je okruglog oblika, 8 mm u pre¢niku i dubine 2 mm. U¢injeni defekti ispirani su sterilnim
fizioloskim rastvorom pre njihovog popunjavanja. Nakon popunjavanja defekata vrSena je

repozicija periosta, rezanj vracao na svoje mesto i usivao pojedina¢nim Savovima.
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Sema 3.1. Raspored kreiranja defekata na kalvariji kunica

Kod prve i trece grupe eksperimentalnih zivotinja popunjavanje defekata vrSeno je na

slede¢i nacin:
D1 je ispunjen graftom od BO-ADSC (Bio-Oss + mezemhimske ¢elije masnog tkiva).
D2 je ispunjen graftom BO-CAT (Bio-Oss + seckano masno tkivo).
D3 je ispunjen implantatom BO (Bio-Oss).
D4 je ispunjen graftom BO-BC (Bio-Oss + puna krv).

D5 je ostao nepopunjen, obelezen je sa SR (spontana regeneracija) i sluzio je kao

negativna kontrola.

Kod druge i Cetvrte grupe eksperimentalnih zivotinja popunjavanje defekata vrseno je

na slede¢i nacin:

D1 je ispunjen graftom od NM-ADSC (nanomaterijal + mezemhimske ¢elije masnog

tkiva).
D2 je ispunjen graftom NM-CAT (nanomaterijal + seckano masno tkivo).
D3 je ispunjen implantatom NM (nanomaterijal).
D4 je ispunjen graftom NM-BC (nanomaterijal + puna krv).

D5 je ostao nepopunjen, obelezen je sa SR (spontana regeneracija) i sluzio je kao

negativna kontrola.

Polovina od ukupnog broja zivotinja (I i II grupa) Ztrvovana je nakon Cetiri nedelje, a

ostatak (IIT 1 IV grupa) nakon osam nedelja od popunjavanja defekata (Tabela 3.1). Kunici su
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zrtvovani aplikacijom LD doze ZOLETIL R 50 (2 ml/kg telesne mase, tj. 100 mg/kg telesne

mase).

Tabela 3.1. Prikaz eksperimentalnih grupa prema tipu nosaca ¢elija sa terminima Zrtvovanja

zivotinja.
Grupe Implantirani materijal | IV nedelja VIII nedelja
I grupa Mikropartikule Zrtvovanje
s hidroksiapatita(BioOss)
II grupa Nano-kompozitni Zrtvovanje
materijal
6-10
(NPs CP/PLGA)
III grupa Mikropartikule zrtvovanje
hidroksiapatita(BioOss)
11-15
IV grupa Nano-kompozitni zrtvovanje
materijal
16 - 20
(NPs CP/PLGA)

Nakon zrtvovanja, kod svake eksperimentalne Zivotinje izdvojen je deo kalvarijalne
kosti koji je u sebi sadrzao svih pet defekata (Slika3.2-a). Defekti su zatim medusobno

razdvajani dijamantskom Sajbnom (Slika3.2-b,c).

Slika 3.2. a) kalvarijalna kost sa defektima; b) medusobno razdvojeni defekti

dijamantskom Sajbnom; c¢) uzimanje uzoraka iz defekta za histolosku i SEM analizu.
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Iz svakog defekta uzimana su po tri pravougaona uzorka grafta odnosno implantata od
kojih je srednji (B) koriS¢en za histoloSku, a druga dva (A 1 C) za SEM (eng.Scanning

electron microscopic analysis) analizu (Sema 3.2).

Sema 3.2. Kreiranje tri pravougaona uzorka implantiranog materijala za histolosku (B) i SEM

(A1 C) analizu.

Efekat stvaranja koStanog tkiva u nac¢injenim defektima i njegova gustina praceni su
radiografski uz pomo¢ Multislajsne kompjuterizovane tomografije (MSCT — 64 skenera)

(Slika 3.3) i to L, IIT i VI nedelje od popunjavanja defekata.

|

S1.3.3. CT scanner 64-slice

3.4. ANESTEZIOLOSKA I OPERATIVNA
PROCEDURA

Svi kuniéi podvrgnuti su istim hirur§kim procedurama. Na svakoj zivotinji uradene su
dve hirurske intervencije. Prva je uradena sa ciljem da se uzme parce masnog tkiva za dalji
tok eksperimenta, a u drugoj su kreirani defekti na kalvariji kuni¢a i vrSena implantacija

materijala.
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3.4.1. UZIMANJE MASNOG TKIVA

U toku prve intervencije, pripremi se interskapularna regija za uzimanje potkoznog
mrkog adipoznog tkiva uklanjanjem dlaka brijaem i premazivanjem koZe Povidon-jod
alkoholnim rastvorom. Subkutano, u pomenutoj regiji, aplikuje se lokalni anestetik (2 ml
Lidocain 2% cum Noradrenalin), a zatim napravi incizija koZe u kranio-kaudalnom pravcu u
duzini od 3cm (Slika 3.4). Tupom i oftrom preparacijom pristupi se uzimanju oko 0,5 cm’

masnog tkiva.

Slika 3.4. Uzimanje masnog tkiva iz interskapularne regije eksperimentalne zivotinje

Masno tkivo se stavi u sterilnu epruvetu u kojoj se nalazi 5 ml hranjivog medijuma.
Nacinjena rana se posle korektne hemostaze zatvori pojedinacnim Savovima. Iz uzetog

masnog tkiva se tokom narednih dva sata pripreme graftovi za popunjavanje koStanih
defekata.

3.4.2. FORMIRANJE I POPUNJAVANJE KALVARIJALNOG
DEFEKTA

U pripremi za drugu hirurSku intervenciju kuni¢i se uvode u opsStu anesteziju
intramuskularnom aplikacijom Tiletamin hidrohlorid + Zolazepam (ZOLETIL® 50) u dozi od
0,5 ml/kg t.m. (25 mg/kg t.m.) ¢ime se obezbedi dejstvo anestezije u trajanju od 60 min.
minimalno. U slucaju potrebe duzeg rada, anestezija se odrzava aplikacijom 1/3 inicijalne

doze.

Nakon uvodenja u anesteziju uklone se dlake sa parijetalne i1 frontalne regije glave 1

koza ocisti dezinfekcionim rastvorima. Zatim se incizijom koZe zajedno sa periostom polu-
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lunim rezom obostrano od medijalne linije formira rezanj sa vrhom usmerenim napred i

bazom pozadi (Slika3.5), isti odigne 1 oslobodi kalvarijalna kost .

Slika 3.5. Odizanje mukoperiostalnog reznja na kalvariji kunica i popunjavanje defekata

pripremljenim graftovima i implantima.

Na eksplorisanu spoljasnju povrsinu kalvarije obeleze se mesta buduéih defekata i isti
kreiraju cCelicnim borerom obrnuto-koni¢nog profila dijametra 4 mm wuz upotrebu
fiziodispenzera (SURGIC XT — NSK ) pri brzini od 800 obr/min. Svaki od koStanih defekata
bio je okruglog oblika, 8 mm u pre¢niku i dubine 2 mm. Uc¢injeni defekti ispirani su sterilnim
fizioloskim rastvorom pre njihovog popunjavanja. Nakon korektne hemostaze vrSeno je

popunjavanje defekata, rezanj vrac¢ao na svoje mesto i1 usivao pojedina¢nim Savovima.

U postoperativnom toku nisu ordinirani antibiotici. Zivotinje su ¢uvane po ustaljenoj
proceduri u ambijentu temperature 22° C i 12/12 h ciklusu svetla i mraka. Sve rane zarasle su
per primam bez komplikacija, tako da nijedna Zivotinja nije izgubljena. Konci su uklanjani

desetog postoperativnog dana.
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3.5. HISTOLOSKA ANALIZA

Za histoloske 1 histohemijske analize iseCeni su uzorci graftova i implantata sa delom
okolne zdrave kosti i fiksirani u 10 % formalinu sa fosfatnim puferom. Fiksacija je klju¢na za
prezervaciju tkivne strukture i sprecavanje celijske autolize od strane enzima, celijske
razgradnje, degradacije tkiva 1 degeneracije proteina. Formaldehid obrazuje unakrsne veze
izmedu susednih proteinskih lanaca i celije ¢ini pogodnim za bojenje. Graft odnosno
implantat je dekalcifikovan u 10% EDTA kako bi se uklonile neorganske komponente iz

tkiva i olakSalo njihovo secenje za histolosku i histohemijsku analizu.

Fiksirana i dekalcifikovana tkiva su dalje dehidrirana postepeno do apsolutnog etanola
1 isprana ksilenom, a onda ukalupljena u parafin i na mikrotomu (LEICA RM2255,
GERMANY) seCena na debljinu oko 3-5 um.

3.6. HISTOHEMIJSKA BOJENJA

3.6.1. HEMATOKSILIN — EOZIN BOJENJE (HE)

Hematoksilin — eozin (HE) je standardna histoloska metoda bojenja. Hematoksilin je
bazna boja koja boji jedra ¢elija plavo. Eozin je kisela boja koja boji bazofilne strukture

razli¢itim nijansama roze, crvene ili narandzaste boje.

Postupak:

Deparafinizovani uzorci drzani su u ksilolu 15 — 30 minuta a zatim isprani opadaju¢im
koncentracijama etanola, prvo 100% a zatim 95%. Uzorci su zatim ispirani u destilovanoj
vodi u trajanju od 5 minuta. Uzorci su osuseni i bojeni prvo Hariss-ovim hematoksilinom u
trajanju od 10 minuta a nakon ispiranja bojeni su rastvorom eozina u trajanju od 10 minuta.
Nakon ispiranja destilovanom vodom i rastu¢im koncentracijama etanola, 95% pa 100%,
uzorci su osuSeni a zatim ostavljeni da stoje u ksilolu 5 — 10 minuta. Za pravljenje trajnih

preparata koriS¢en je kanada-balzam.
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3.6.2. BOJENJE TOLUIDIN PLAVIM

Toluidin plavo (TB - eng. Toluidin blue) je plava katjonska boja koja se Cesto koristi u

histologiji za bojenje proteoglikana i glikozaminoglikana u tkivima.

Postupak:

Deparafinizovani uzorci drzani su u ksilolu 15 - 30 minuta, isprani opadaju¢im
koncentracijama etanola, prvo 100% a zatim 95%, a zatim ispirani u destilovanoj vodi u
trajanju od 5 minuta. Uzorci se zagreju u termostatu a zatim boje rastvorom toluidin plavog i
natrijum-tetraborata u trajanju od 1 - 2 minuta. Nakon ispiranja destilovanom vodom i
rastu¢im koncentracijama etanola, 95% pa 100%, uzorci su osuSeni a zatim ostavljeni da stoje

u ksilolu 5 - 10 minuta. Za pravljenje trajnih preparata koriS¢en je kanada-balzam.

3.7. SEM ANALIZA

Za SEM (eng.Scanning electron microscopic analysis) analizu uzorci tkiva su
pripremljeni fiksiranjem u 0.4% gluteraldehidu 24 sata, posle ¢ega su ispirani 0.2M PBS-u
(pH 7.2 - 7.4). Postfiksacija je vrSena sa 1% osmium tetroksidom u veronalnom puferu (pH
7.2 - 7.4) tokom 2 sata. Fiksirani uzorci su dehidrirani u rastu¢im koncentracijama alkohola, a
zatim u rastu¢im koncentracijama acetona. Dehidrirani uzorci su suSeni u te¢nom CO,.
OsuSeni uzorci su zlatom spaterovani u jonskom naparivaéu JFC 1100E JEOL.
Mikrostruktura povrSine uzoraka ispitivanih biomaterijala, pre i1 posle implantiranja,

analizirana je skening elektronskom mikroskopijom na uredaju JSM 5300 JEOL.

3.8. STATISTICKE METODE

Kvantitativna statisticka analiza je sprovedena na racunaru. Za upisivanje, rangiranje,
grupisanje, tabelarno i graficko prikazivanje podataka koris¢en je Excel program iz Microsoft
Office 2007 programskog paketa. Proracuni su vrSeni koriS¢enjem SPSS programa u verziji

18.0.
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Za poredenja srednjih vrednosti procenta koStane gustine u odnosu na zdravu kost kod
istih vrsta rupa 1 kod istog vremena zarastanja, a izmedu dve razli¢ite vrste nosaca koriscen je
Studentov t - test za nezavisne uzorke. Za poredenja srednjih vrednosti procenta koStane
gustine u odnosu na zdravu kost kod istih vrsta rupa i kod iste vrste nosaca, a izmedu tri
razli¢ita vremena zarastanja koriS¢ena je jednostrana analiza varijanse (One-way ANOVA) sa

naknadnim Tukijevim testom (7Tukey post hoc test).

U analizi je kao granica statistiCke znacajnosti podrazumevana greska procene manja

od 5% (p<0.05).
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4. REZULTATI

4.1 KLINICKA OPSERVACIJA

4.1.1. OPIS STANJA ZIVOTINJA PRED ZRTVOVANJE

Obe grupe eksprerimentalnih zivotinja, bez obzira na tip nosaca u graftovima (Bio-
Oss ili nanomaterijal), dobro su podnele postoperativni tok kao i vremenski period do termina
odredenih za Zrtvovanje. U periodu od cetiri, odnosno osam nedelja od ugradnje planiranih
graftova 1 implantata, nijedna od Zivotinja nije izgubila na tezini niti je uocena promena u
ponasanju u odnosu na preoperativni period. U postoperativnom toku nisu ordinirani
antibiotici. Pojava dehiscencije operativnih rana, znakova infekcije ili odbacivanja graftova i

implantata nije uoc¢ena. Kod svih Zivotinja rane su zarasle per primam intentionem.

4.1.2. MAKROSKOPSKI IZGLED KALVARIJE ISPOD
PERIOSTA

4.1.2.1. Izgled popunjenih defekata posle ¢etiri nedelje — nosa¢ Bio-Oss

Odizanjem reznja na poglavini, cetiri nedelje posle popunjavanja defekata
pripremljenim graftovima i1 implantatima, uoCava se da je vezivno tkivo uraslo, kako u
implantirani biomaterijal sva Cetiri defekta, tako i u peti koji je ostao nepopunjen. Rezanj se
na tim mestima veoma tesko odvajao pa je Cesto puta bila potrebna upotreba ostre disekcije
nozem. Takode je uocCena razlika u medusobnom izgledu defekata. PovrSina defekata
ispunjenog graftom BO-ADSC bila je neznatno iznad nivoa okolne zdrave kosti, povrSina

defekata ispunjenog graftom BO-BC u nivou okolne zdrave kosti, povrSine defekata
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ispunjenih graftom BO-CAT 1 implantatom BO pokazale su blago udubljenje u odnosu na

zdravu kost, dok je kontrolni defekt (SR) imao znacajno levkasto udubljenje.

Slika 4.1. a) odizanje mukoperiostalnog reznja; b) izdvajanje kalvarijalne kosti zajedno sa

popunjenim defektima; c) uklonjena kalvarija — izgled nakon propustanja svetlosnog zraka iz

vestackog izvora.

Defekt ispunjen BO-ADSC na povrsini pokazuje zrnastu strukturu ruzicasto - crvene
boje sa belim tackama koje najverovatnije poticu od partikula Bio-Oss-a. Ovakva zrnasta
struktura povrsine dobro je izrazena i u defektu BO, znacajno se smanjuje u defektima BO-
CAT 1 BO-BC, dok u defektu SR pokazuje potpuno odsustvo. Defekt ispunjen BO-CAT
jasno se razlikuje od ostalih defekata zbog prisutne Zzute prebojenosti na povrSini, §to
verovatno potice od masnog tkiva u tom graftu. Svi popunjeni defekti pokazivali su
kompaktnu konzistenciju i otpor na pritisak bez tendencije ugibanja povrSine.

Posle uklanjanja kompletne kalvarije i propustanja vestacke svetlosti kroz preparat
(Slika 4.1-c) najmanju prozirnost pokazuje defekt ispunjen BO-ADSC, koja je priblizna onoj
kod zdrave kosti. Defekt ispunjen BO-CAT pokazuje povecanu propustljivost za svetlost
samo u srediSnjem delu, kotrolni SR blago smanjenu propustljivost na celoj povrsini defekta,
dok defekti ispunjeni BO i BO-BC pokazuju izrazitu propustljivost za svetlost u najve¢em

delu povrsine defekta.

4.1.2.2. Izgled popunjenih defekata posle Cetiri nedelje — nosa¢ nanomaterijal

Posle cetiri nedelje od popunjavanja defekata pripremljenim graftovima i
implantatima, defekti u kojima je kao nosa¢ koriS¢en nanomaterijal, pokazuju razlike u
izgledu u odnosu na defekte sa Bio-Oss-om kao nosaCem. PovrSina ovih defekata je bledo-
ruzicasta, dok se defekt ispunjen NM-CAT razlikovao od ostalih po tome Sto je zadrzao

zuckastu prebojenost (Slika 4.2). Kod svih defekata manje je izrazena zrnasta struktura na
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povrsini, ali se zato jasno uocava pojava nagomilavanja nanomaterjala u vidu “grudvica” i to

narocito u defektu ispunjenom NM.

Slika 4.2. Izgled kalvarije i popunjenih defekata posle 4 nedelje - nosa¢ nanomaterijal.

Povrsina defekta ispunjenog graftom NM-ADSC bila je uglavnom u nivou okolne
zdrave kosti, povrSine defekata ispunjenih graftovima NM-CAT i NM-BC su bile blago
udubljene u odnosu na okolnu zdravu kost kalvarije, dok su povrsSine defekta ispunjenog
implantatom NM 1 defekta u kome se odvijala spontana regeneracija (SR) vidljive u obliku

znacajnog levkastog udubljenja (Slika 4.2).

4.1.2.3. Izgled popunjenih defekata posle osam nedelja — nosa¢ Bio-Oss

Posle osam nedelja od popunjavanja defekata pripremljenim graftovima i
implantatima sa Bio-Oss nosacem primetna je razlika u boji 1 strukturi njihovih povrSina

(Slika.4.3-a).

a)
Slika 4.3. Izgled kalvarije 1 popunjenih defekata posle 8 nedelja sa Bio-Oss nosacem: a)
nakon odizanja periosta; b) zrnasta struktura povrsine defekata ispunjenih BO-ADSC i BO-
CAT
Defekti popunjeni graftovima BO-ADSC, BO-CAT, BO-BC i implantatom BO

pokazuju ruziCasto-crvenu prebojenost, dok je jedino povrSina defekta SR bledo ruzicasta
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(Slika 4.3-a). Jasna granica prema okolnoj zdravoj kosti vidi se samo kod defekta ispunjenog
implantatom BO. PovrSine defekata ispunjenih graftovima BO-ADSC 1 BO-CAT zadrzale su
zrnastu strukturu (Slika 4.3-b), ali je ona znatno manje uocljiva u odnosu na period nakon
cetiri nedelje. Defekti BO, BO-BC kao i defekt SR pokazuju manji nivo ispunjenosti u

odnosu na nivo okolne zdrave kosti sa blagim levkastim centralnim udubljenjem.

4.1.2.4. Izgled popunjenih defekata posle osam nedelja — nosa¢ nanomaterijal

Osam nedelja posle popunjavanja defekata graftovima 1 implantatima sa
nanomaterijalom kao nosac¢em, vidljiva je zuta prebojenost povrSine defekta ispunjenog
graftom NM-CAT, zrnasta struktura povrsine svih defekata se gubi, a samo povrsine defekata
NM, NM-BC i SR pokazuju neznatno smanjenu ispunjenost u odnosu na okolnu zdravu kost

(Slika 4.4).

Slika 4.4. Izgled kalvarije sa popunjenim defektima posle 8 nedelja - nosa¢ nanomaterijal.

Po izgledu i teksturi defekt ispunjen NM-ADSC je sli¢an okolnoj zdravoj kosti tako

da je granica izmedu njih veoma tesko uocljiva.
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4.1.3. POPRECNI PRESEK POPUNJENIH DEFEKATA
KALVARIJE KUNICA

Prilikom pravljenja preparata za dalje analize defekti sa kalvarije su uklanjani u

celosti zajedno sa okolnom zdravom kosti (Slika.4.5).

Slika 4.5. a) uklanjanje kalvarijalne kosti uz o¢uvanje mozdanih ovojnica; b) kalvarijalna kost
sa graftiranim defektima c) uzimanje uzoraka za histolosku i SEM analizu dijamantskom

Sajbnom.

4.1.3.1. Izgled poprecnih preseka defekata posle 4 nedelje — nosa¢ Bio-Oss

Posle cetiri nedelje od popunjavanja defekta BO-ADSC graftom, prilikom pravljenja
preparata, konstantovano je da graft, u toku secenja dijamantskom Sajbnom, daje znacajan

otpor nalik otporu okolne zdrave kosti (Slika 4.6).

Slika 4.6. Poprec¢ni presek defekta popunjenog BO-ADSC posle 4 nedelje.
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Gornja povrsSina grafta prati polulucni oblik kalvarije i neznatno prominira u odnosu
na povrsinu okolne zdrave kosti. Boja je u vecem delu ruziCasto - crvena, dok se u
centralnom delu grafta vidi beli¢asto polje. Na povrsini grafta vide se pojedinacne partikule
Bio-Oss-a. Graft je vrlo ¢vrsto spojen za dno i bo¢ne povrSine defekta okolne zdrave kosti

tako da ga je nemoguce mehanicki odvojiti od njih.

Posle cetvrte nedelje od popunjavanja defekta BO-CAT graftom, u toku secenja
preparata dijamantskom Sajbnom, konstantuje se znatno slabiji otpor u odnosu na defekt

ispunjen BO-ADSC kao 1 na okolnu zdravu kost (Slika 4.7).

Slika 4.7. Popre¢ni presek defekta ispunjenog graftom BO-CAT posle 4 nedelje.

Granica izmedu okolne zdrave kosti 1 grafta je jasno uocljiva. Graft je u gornjoj tre¢ini
bledo ruzicaste boje 1 prati krivinu kalvarije dok donje dve tre¢ine pokazuju Zutu prebojenost.

U celini je kompaktan i intimno prianja za okolnu zdravu kost.
Posle cetiri nedelje od popunjavanja defekta, implantat BO daje relativno dobar otpor

na secenje dijamantskom Sajbnom. U gornjoj tre¢ini graft je bledo ruzicaste boje a njegova

povrsina je blago ispod nivoa okolne zdrave kosti (Slika.4.8).
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Slika 4.8. Poprec¢ni presek defekta popunjenog implantatom BO posle 4 nedelje.

Donje dve tre¢ine grafta su na preseku bledo ruziCaste do bele boje i primetna su
nagomilavanja granula Bio-Oss-a u vidu grudvica. Granica izmedu okolne zdrave kosti i

implantata je jasno uocljiva ali sam implantat nije moguce odvojiti od defekta u kosti.

Posle Cetiri nedelje od popunjavanja defekta graftom BO-BC, graft daje dobar otpor
na secenje dijamantskom Sajbnom. Ceo je homogen, ¢vrsto spojen za okolnu zdravu kost 1 od

nje se razlikuje samo po boji (Slika 4.9).

Slika 4.9. Poprecni presek defekta popunjenog graftom BO-BC posle 4 nedelje.
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Gornje dve trecine grafta su bledo-crvene boje sa vidljivim okruglim poljima bele
boje u promeru od 1 mm dok je njegova donja trecina izrazito bele boje. PovrSina grafta je
ispod nivoa okolne zdrave kosti i pokazuje blago levkasto udubljenje u odnosu na zdravu
kost.

Defekt SR, koji je ostao prazan i u kome se odvijala spontana regeneracija, sluzio je
kao kontrola ostalim graftovima i implantatima. Posle Cetiri nedelje, po boji 1 teksturi,
odgovara okolnoj kosti sa izrazitim levkastim udubljenjem u sredis$njem delu. Veoma je tanak

i lak za secenje.

4.1.3. 2. Izgled poprecnih preseka defekata posle 4 nedelje —nosac
nanomaterijal

Posle cetiri nedelje od popunjavanja defekta NM-ADSC graftom, konstantovano je da
sam graft, u toku seCenja dijamantskom Sajbnom, daje slabiji otpor od okolne zdrave kosti.
Graft je na popre¢nom preseku ruzicasto crvene boje, nalik na dobro prokrvljenu spongioznu
kost, a povrsina ispod nivoa oklone zdrave kosti. Granica prema defektu nije lako uocljiva.

Defekti ispunjeni NM-CAT i NM-BC graftovima kao i NM implantatom i SR su
izrazito tanki 1 laki za secenje, bledo ruzicaste do bele boje, izuzev NM-CAT grafta koji

pokazuje zuckastu prebojenost. PovrSine svih ispuna su ispod nivoa zdrave kosti

4.1.3.3. Izgled poprecnih preseka defekata posle 8 nedelja —nosa¢ Bio-Oss

Defekti popunjeni graftovima BO-ADSC, BO-CAT i BO-BC u potpunosti su
ispunjeni novostvorenom kosti i veoma tesko se razlikuju od okolne zdrave kosti. Defekt
ispunjen BO implantatom pokazuje neravnu povrSinu i udubljenje u centru implantata, dok

defekt sa SR po svom izgledu odgovara okolnoj kosti sa prisutnim levkastim udubljenjem

(Slika 4.10)
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Slika 4.10. Izgled kalvarije kuni¢a 8 nedelja nakon popunjavanja pet arteficijalno nacinjenih

defekata u kojima je kao nosac koris¢en Bio-Oss.

Posle osam nedelja od popunjavanja defekta graftom BO-ADSC konstantovano je da
graft daje manji otpor prilikom seCenja od okolne zdrave kosti. PovrSina grafta pokazuje

blage neravnine, ali uglavnom prati polulucni oblik kalvarije (Slika4.11-a).

Slika 4.11. Defekt ispunjen graftom BO-ADSC posle 8 nedelja: a) povrsina defekta; b)

poprecni presek defekta.

Sam graft je ruzi¢asto — crvene boje i po izgledu i strukturi odgovara zdravoj kosti. Na
popre¢nom preseku grafta (Slika 4.11-b) vide se partikule Bio-Oss-a nagomilane na dnu
defekta. Graft je vrlo ¢vrsto spojen za dno 1 bocne povrsine defekta okolne zdrave kosti tako
da ga je nemoguce mehanicki odvojiti od njih.

Defekt popunjen BO-CAT graftom posle osam nedelja pokazuje izrazeniju crvenu

prebojenost na povrsini od okolne zdrave kosti 1 prati krivinu kalvarije (Slika 4.12-a).
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Slika 4.12. Defekt ispunjen graftom BO-CAT posle 8 nedelja: a) povrSina defekta; b)

poprecni presek defekta.

U toku secenja preparata dijamantskom $ajbnom konstantuje se jaci otpor u odnosu na
defekt ispunjen graftom BO-ADSC i tesko ga je razlikovati od onog koji daje zdrava kost.
Graft je na preseku u gornjoj trecini bo boji i konzistenciji veoma slican okolnoj zdravoj kosti
dok sredisnji deo i donja tre¢ina pokazuju zutu prebojenost (Slika 4.12-b). U celini je

kompaktan i intimno prijanja za povrsinu defekta.

Defekt popunjen BO implantatom posle osam nedelja pokazuje bledo - ruzic¢astu boju
na povrSini sa prisutnim nepravilno razbacanim beliastim tackicama - granulama

najverovatnije od ostataka samog materijala (Slika 4.13-a)

Slika 4.13. Defekt ispunjen implantatom BO posle 8 nedelja: a) povrSina defekta; b) poprecni
presek defekta.

PovrSina implantata ne prati krivinu kalvarije ve¢ pokazuje lagano udubljenje i to

najvise u centralnom delu implantata. Implantat daje relativno slab otpor prilikom secenja
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dijamantskom Sajbnom, ve¢im delom je bele boje na preseku sa jasnom granicom ka okolnoj
kosti (Slika 4.13-b), kompaktan je i dobro spojen za zidove defekta.

Posle osam nedelja od popunjavanja defekta graftom BO-BC uocljiva je izrazito
ruzicasta boja i na povrsini i na popre¢nom preseku grafta. PovrSina grafta je neznatno ispod
nivoa okolne zdrave kosti (Slika 4.14-a) 1 pokazuje blago levkasto udubljenje u centralnom

delu u odnosu na zdravu kost.

a) b)
Slika 4.14. Defekt ispunjen BO-BC posle 8 nedelja: a) povrsina defekta; b) poprecni presek
defekta.

Graft je tanji u odnosu na ostale graftove (Slika 4.14-b), ali daje dobar otpor na
seCenje dijamantskom Sajbnom. Na popre¢nom preseku ima homogen izgled, ¢vrsto je spojen
za defekt u kosti i od njega se veoma tesko razlikuje.

Defekt u kome se odvijala spontana regeneracija posle osam nedelja po svom izgledu
na povrsini odgovara okolnoj kosti sa prisutnim levkastim udubljenjem (Slika 4.15-a). Na

poprec¢nom preseku po boji i1 teksturi odgovara okolnoj kosti (Slika 4.15-b).

b :u _..-. -
Slika 4.15. Defekt sa SR posle 8 nedelja: a) povrSina defekta; b) poprecni presek defekta.

a
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4.1.3.4. Izgled popre¢nih preseka defekata posle osam nedelja —nosac
nanomaterijal

Defekt popunjen NM-ADSC graftom i1 defekt SR skoro su u potpunosti ispunjeni
novostvorenom kosti 1 po svom izgledu odgovaraju okolnoj zdravoj kosti sa prisutnim
neznatnim levkastim udubljenjem u centralnom delu (Slika 4.16). Defekt ispunjen NM-CAT
graftom je na povrsini Zuto prebojen i relativno jasnih granica prema okolnom tkivu. Defekt
ispunjen NM implantatom i NM-BC graftom pokazuju neravnu povrsinu i izrazito udubljenje

u centru implantata odnosno grafta.

Slika 4.16. Povrsina kalvarije kuni¢a 8 nedelja nakon popunjavanja pet arteficijalno
nacinjenih defkata u kojima je kao nosa¢ koris¢en nanomaterijal.
Posle osam nedelja od popunjavanja defekta graftom NM-ADSC uocava se da gornja
povrsina grafta uglavnom prati polulucni oblik kalvarije (Slika. 4.17). Sam graft je ruzicasto

— crvene boje 1 po izgledu 1 strukturi odgovara zdravoj kosti.

Slika 4.17. Poprecni presek defekta ispunjenog NM-ADSC posle 8 nedelja.
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Graft je vrlo ¢vrsto spojen za dno 1 bo¢ne povrSine defekta okolne zdrave kosti tako
da ga je nemoguc¢e mehanicki odvojiti od njih. Ne postoji razlika u otporu prilikom secenja
grafta i okolne zdrave kosti.

Defekt popunjen NM-CAT graftom posle osam nedelja pokazuje Zzuckastu
prebojenost na povrsini u svom distalnom delu. PovrSina grafta ne prati u potpunosti krivinu

kalvarije (Slika. 4.18).

Slika 4.18. Poprecni presek defekta ispunjenog graftom NM-CAT posle 8 nedelja.

U toku secenja preparata dijamantskom Sajbnom konstantuje se znatno slabiji otpor u
odnosu na defekt ispunjen graftom NM-ADSC. Graft je na preseku u srediSnjem delu
ruzicaste boje 1 podseca na spongiozu zdrave kosti. U celini je kompaktan i intimno prianja za
povrsine defekta.

Defekt popunjen NM implantatom posle osam nedelja pokazuje bledo — ruzicastu
boju na povrsini sa prisutnim nepravilno razbacanim belicastim tackicama — granulama na

poprec¢nom preseku najverovatnije od ostataka samog materijala (Slika 4.19).

Slika 4.19. Poprecni presek defekta ispunjenog implantatom NM posle 8 nedelja.
Povrsina implantata ne prati krivinu kalvarije ve¢ pokazuje lagano udubljenje i to
najvise u centralnom delu. Implantat daje slab otpor prilikom secenja dijamantskom $ajbnom.

Kompaktan je i dobro spojen za povrSine defekta.
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Defekt popunjen NM-BC graftom posle osam nedelja ima homogen izgled, ¢vrsto

spojen za defekt u kosti 1 od njega se razlikuje samo po boji (Slika 4.20).

Slika 4.20. Poprecni presek defekta ispunjenog graftom NM-BC posle 8 nedelja

Gornja treina grafta je bledo — crvene boje dok je srediSnji deo na poprecnom
preseku ruzi¢asto — crven 1 veoma sliCan spongiozi zdrave kosti. PovrSina grafta je delom
ispod, a delom u nivou okolne zdrave kosti. Graft daje slab otpor na secenje dijamantskom
Sajbnom.

Arteficijalno napravljeni defekt SR, koji je u ovom eksperimentu sluzio kao kontrola,
posle osam nedelja po svom obliku, boji 1 strukturi u potpunosti odgovara izgledu okolne

zdrave kosti (Slika 4.21).

-,

Slika 4.21. Poprecni presek defekta SR posle 8 nedelja

Otpor prilikom seCenja identiCan je otporu zdrave kosti. Primetna je razlika na
povrsini u vidu blagog levkastog udubljenja u centru defekta ¢ime se gubi konveksna

povrsina kalvarije.
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4.2. MSCT NALAZ KALVARIJE KUNICA

4.2.1. MSCT nalaz nedelju dana posle popunjavanja defekata

4.2.1.1. MSCT nalaz nedelju dana posle popunjavanja defekata-nosa¢ Bio-Oss

Na VR 3D (eng. Volume Rendering 3 Dimension) rekonstrukciji koStanih struktura
kalvarije kunica, nedelju dana posle popunjavanja defekata, zapazaju se mesta Cetiri od pet
arteficijalno nacinjena defekta (Slika 4.22). Defekt koji je bio popunjen graftom BO-ADSC je
skoro potpuno regenerisan, pa se na snimku veoma teSko moze videti. On je u potpunosti
ispunjen novostvorenom kosti. Na pojedinim mestima zapaza se prominencija novostvorene

kosti iznad nivoa okolne zdrave kosti.

Slika 4.22. VR 3D rekonstrukcija koStanih struktura kalvarije kuni¢a nedelju dana nakon

popunjavanja defekata. BO-ADSC - zelena strelica; BO - CAT-Zuta strelica; BO - plava

strelica; BO-BC - ljubicasta strelica; SR - crvena strelica.

Slede¢i defekt po koli¢ini novostvorene kosti je bio punjen BO implantatom, a zatim
defekt popunjen graftom BO-BC. Najslabiju popunu defekta napravio je graft BO-CAT, dok
je defekt SR ostao potpuno prazan.

Graft BO-ADSC, implantat BO i spontana regeneracija
Na MPR (multiplanarna) rekonstrukciji koStanih struktura kalvarije kuni¢a u
sagitalnom preseku vide se tri arteficijalno na¢injena defekta desno od mediosagitalne linije

(Slika 4.23).
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Slika 4.23. MPR rekonstrukcija kosStanih struktura kalvarije kunica - sagitalni presek

BO-ADSC - zelena strelica; BO — plava strelica; SR — crvena strelica.

Defekt punjen BO-ADSC graftom pokazuje prisustvo novostvorene koStane strukture,
¢ija je ventralna kontura neznatno iznad povrsine okolne zdrave kosti (tabulla externa). Plava
strelica oznacava defekt punjen BO implantatom sa povr§inom u ravni okolne kosti, dok

crvena strelica oznacava defekt SR.

Graft BO-CAT i graft BO-BC
Na MPR rekonstrukeiji kostanih struktura kalvarije kunic¢a u sagitalnom preseku vide se dva

arteficijalno nacinjena defekta levo od mediosagitalne linije (Slika 4.24).
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Slika 4.24. MPR rekonstrukcija kostanih struktura kalvarije kunica - sagitalni presek

BO-CAT - zuta strelica; BO-BC — ljubicasta strelica.

Defekt punjen BO-CAT graftom pokazuje prisustvo novostvorene koStane strukture
¢ija ventralna kontura je delom u ravni tabullae externae a delom prominira van nje.
Ljubicastom strelicom oznacen je defekt punjen BO-BC graftom sa prisustvom novostvorene
kostane strukture manjih denziteta u odnosu na prethodno opisan defekt i sa ventralnom

konturom koja se nalazi ispod nivoa zdrave kosti.
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Graft BO-CAT i graft BO-ADSC

Na MPR rekonstrukciji kostanih struktura kalvarije kuni¢a u koronalnom preseku vide
se dva arteficijalno nacinjena defekta (Slika 4.25) od kojih je zutom strelicom oznacen defekt
punjen BO-CAT graftom sa prisustvom novostvorene kostane strukture ¢ija ventralna kontura

je delom u ravni tabullae externae a delom prominira van nje.

Slika 4.25. MPR rekonstrukcija kostanih struktura kalvarije kunica - koronalni presek

BO-CAT - zuta strelica; BO-ADSC — zelena strelica.

Ventralna povrSina i denzitet defekt punjenog BO-ADSC graftom odgovaraju okolnoj
zdravoj kosti.

4.2.1.2. MSCT nalaz nedelju dana posle popunjavanja defekata - nosa¢

nanomaterijal
Na VR 3D rekonstrukciji koStanih struktura kalvarije kunica (Slika 4.26) zapaza se

pet arteficijalno nacinjenih defekata popunjavanih razli¢itim graftovima i implantatima nakon

nedelju dana.
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Slika 4.26. VR 3D rekonstrukcija kostanih struktura kalvarije kuni¢a nakon jedne nedelje.

NM-ADSC - zelena strelica; NM-CAT - Zuta strelica; NM - plava strelica; NM-BC -

ljubicasta strelica; SR - crvena strelica.
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NajviSe novostvorene koStane strukture zapaza se u defektu punjenom NM-ADSC

graftom. Drugi defekt po koli¢ini novostvorene kosti je defekt punjen NM-CAT graftom.

Graft NM-ADSC

Na MPR rekonstrukciji koStanih struktura kalvarije kuni¢a u sagitalnom preseku
(Slika 4.27-a), u nivou tri arteficijalno nacinjena defekta, desno od mediosagitalne linije, vidi
se zelenom strelicom oznacen defekt punjen NM-ADSC graftom sa prisustvom novostvorene

kostane strukture, ¢ija je ventralna kontura u ravni povrsine okolne zdrave kosti.

Slika 4.27. MPR rekonstrukcija: a) sagitalni presek; b) koronalni presek.
NM-ADSC - zelena strelica; NM-CAT - Zuta strelica; NM - plava strelica; SR - crvena

strelica.

Na MPR rekonstrukciji kostanih struktura kalvarije kuni¢a u koronalnom preseku
(Slika 4.27-b), u nivou dva arteficijalno nacinjena defekta, NM-ADSC graft pokazuje
prisustvo novostvorene strukture Cija ventralna kontura je delom u ravni tabullae externae a

delom prominira van nje.

Graft NM-CAT

Na MPR rekonstrukciji koStanih struktura kalvarije kuni¢a u sagitalnom preseku
(Slika 4.28-a), u nivou dva arteficijalno nacinjena defekta levo od mediosagitalne linije, vidi
se zutom strelicom oznacen defekt punjen NM-CAT graftom u kome se zapazaju diskretne

strukture denziteta kalcijuma.
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Slika 4.28. MPR rekonstrukcija: a) sagitalni presek; b) koronalni presek.
NM-CAT - Zuta strelica; NM-BC - ljubi¢asta strelica;NM-ADSC - zelena strelica.

Na MPR rekonstrukciji kosStanih struktura kalvarije kuni¢a u koronalnom preseku
(Slika 4.28-b), u nivou dva arteficijalno naCinjena defekta, vidi se defekt punjen NM-CAT

graftom sa prisustvom diskretnih struktura denziteta kalcijuma.

Implantat NM

Na MPR rekonstrukciji koStanih struktura kalvarije kuni¢a u sagitalnom preseku
(Slika 4.29-a), u nivou tri arteficijalno nacinjena defekta desno od mediosagitalne linije, vidi
se plavom strelicom oznacen defekt punjen NM implantatom sa jako diskretnom strukturom

denziteta kalcijuma uz dorzalnu ivicu defekta.

Vitraa®
WL 3500/400
Coronal

Slika 4.29. MPR rekonstrukcija: a) sagitalni presek; b) koronalni presek.
NM-ADSC-zelena strelica; NM-plava strelica; NM-BC-ljubicasta strelica; SR-crvena

strelica.
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Na MPR rekonstrukciji kostanih struktura kalvarije kuni¢a u koronalnom preseku
(Slika 4.29-b), u nivou dva arteficijalno nacinjena defekta, vidi se defekt punjen NM

implantatom sa jako diskretnom strukturom denziteta kalcijuma.

Graft NM-BC

Na MPR rekonstrukciji koStanih struktura kalvarije kuni¢a u sagitalnom preseku
(Slika 4.30-a), u nivou dva arteficijalno nacinjena defekta levo od mediosagitalne linije, vidi
se ljubiCastom strelicom oznacen defekt punjen NM-BC graftom sa diskretnom strukturom

denziteta kalcijuma po dnu defekta.

Slika 4.30. MPR rekonstrukcija: a) sagitalni presek; b) koronalni presek.
NM-BC - ljubicasta strelica; NM-CAT - Zuta strelica; NM - plava strelica.

Na MPR rekonstrukciji kosStanih struktura kalvarije kuni¢a u koronalnom preseku
(Slika 4.30-b), u nivou dva arteficijalno nacinjena defekta, ljubi¢astom strelicom je oznacen

defekt punjen NM-BC graftom sa diskretnom strukturom denziteta kalcijuma.

Spontana regeneracija

Na MPR rekonstrukciji koStanih struktura kalvarije kuni¢a u sagitalnom preseku
(Slika 4.31-a), u nivou tri arteficijalno nacinjena defekta desno od mediosagitalne linije, vidi
se crvenom strelicom oznacen defekt SR u kome se ne detektuje prisustvo struktura denziteta

kalcijuma.
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Slika 4.31. MPR rekonstrukcija: a) sagitalni presek; b) koronalni presek.

NM-ADSC - zelena strelica; NM - plava strelica; SR - crvena strelica.
Na MPR rekonstrukciji koStanih struktura kalvarije kuni¢a u koronalnom preseku
(Slika 4.31-b) uocava se defekt sa spontanom regeneracijom u kome se ne detektuje prisustvo

struktura denziteta kalcijuma .

4.2.2.MSCT nalaz tri nedelje posle popunjavanja

4.2.2.1.MSCT nalaz tri nedelje posle popunjavanja defekata - nosa¢ Bio-Oss

Na VR 3D rekonstrukciji kosStanih struktura kalvarije kuni¢a tri nedelje posle
popunjavanja defekata zapazaju se mesta tri od Cetiri arteficijalno nacinjena defekta (Slika
4.32). Defekt koji je bio popunjen graftom BO-ADSC je potpuno regenerisan, pa se na
snimku ne moZe videti. On je u potpunosti ispunjen novostvorenom kosti i ¢ak se zapaza

prominencija novostvorene kosti iznad nivoa okolne zdrave kosti.

Slika 4.32. VR 3D rekonstrukcija koStanih struktura kalvarije kunica posle tri nedelje
BO-ADSC - zelena strelica; BO-CAT - zuta strelica; BO - plava strelica; BO-BC - ljubicasta

strelica.
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Slede¢i defekt po koli¢ini novostvorene kosti je bio punjen BO implantatom, a

najslabiju popunu defekta napravo je graft BO-CAT.

Graft BO-ADSC i implantat BO

Na MPR rekonstrukciji koStanih struktura kalvarije kuni¢a u sagitalnom preseku
(Slika 4.33.), u nivou dva arteficijalno nacinjena defekta desno od mediosagitalne linije, vidi
se defekt tri nedelje posle popunjavanja BO-ADSC graftom (na slici je oznacen zelenom
strelicom). Prisustvo novostvorene koStane strukture u potpunosti ispunjava defekt tako da se
ventralna kontura nalazi u ravni tabulae eksternae i1 blago prominira iznad nje. Plavom
strelicom oznacen je defekt punjen BO implantatom sa prisustvom novostvorene koStane
strukture manjih denziteta odnosu na prethodno opisan defekt i sa ventralnom konturom koja

se nalazi ispod nivoa zdrave kosti.

Slika 4.33. MPR rekonstrukcija koStanih struktura kalvarije kuni¢a nakon tri nedelje -
sagitalni presek. BO-ADSC - zelena strelica; BO - plava strelica.

Graft BO-ADSC i graft BO-CAT

Na MPR rekonstrukciji kostanih struktura kalvarije kuni¢a u koronalnom preseku
(Slika 4.34), u nivou dva arteficijalno nacinjena defekta, zutom strelicom je oznacen defekt
tri nedelje posle popunjavanja BO-CAT graftom sa prisustvom novostvorene koStane

strukture izrazito manjih denziteta u odnosu na defekt punjen BO-ADSC graftom.
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Slika 4.34. MPR rekonstrukcija kostanih struktura kalvarije kuni¢a nakon tri nedelje -

koronalni presek. BO-ADSC - zelena strelica; BO-CAT - zuta strelica.

Defekt popunjen BO-ADSC graftom pokazuje prisustvo novostvorene koStane
strukture koja u potpunosti ispunjava defekt tako da se ventralna kontura nalazi iznad ravni
tabulae eksternae.

Graft BO-CAT i graft BO-BC

Na MPR rekonstrukciji koStanih struktura kalvarije kuni¢a u sagitalnom preseku
(Slika. 4.35), u nivou dva arteficijalno nacinjena defekta levo od mediosagitalne linije, vidi se
defekt tri nedelje posle popunjavanja BO-CAT graftom sa prisustvom novostvorene kosStane
strukture koja u potpunosti ne ispunjava defekt, ali se detektuje prisustvo dve strukture

denziteta kalcijuma.

Slika 4.35. MPR rekonstrukcija koStanih struktura kalvarije kuni¢a nakon tri nedelje -
sagitalni presek: BO-CAT - zuta strelica; BO-BC - ljubicasta strelica.

Defekt punjen BO-BC graftom pokazuje prisustvo jako oskudne, jedva vidljive,

novostvorene kostane strukture manjih denziteta u odnosu na prethodno opisan defekt.
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4.2.2.2.MSCT nalaz tri nedelje posle popunjavanja defekata - nosa¢

nanomaterijal
Na VR 3D rekonstrukciji kosStanih struktura kalvarije kuni¢a tri nedelje posle

popunjavanja defekata zapazaju se mesta pet arteficijalno nacinjena defekta (Slika 4.36).

Slika 4.36 VR 3D rekonstrukcija koStanih struktura kalvarije kunica posle tri nedelje
NM-ADSC - zelena strelica; NM-CAT - zuta strelica; NM - plava strelica; NM-BC -

ljubicasta strelica; SR - crvena strelica.

Defekt, koji je bio popunjen graftom NM-ADSC, skoro je potpuno regenerisan pa se
na snimku veoma tesko moze videti. U potpunosti je ispunjen novostvorenom kosti i na slici
je oznacen zelenom strelicom. Sledeci, po koli¢ini novostvorene kosti, bio je defekt punjen

NM-CAT graftom.

Graft NM-ADSC, implantat NM i SR

Na MPR rekonstrukciji koStanih struktura kalvarije kuni¢a u sagitalnom preseku
(Slika 4.37), u nivou tri arteficijalno nacinjena defekta desno od mediosagitalne linije, vidi se
defekt tri nedelje posle popunjavanja NM-ADSC graftom sa prisustvom novostvorene
kostane strukture koja u potpunosti ispunjava defekt tako da se ventralna kontura nalazi u

ravni tabulae eksternae.

Slika 4.37. MPR rekonstrukcija koStanih struktura kalvarije kuni¢a nakon tri nedelje -

sagitalni presek: NM-ADSC - zelena strelica; NM - plava strelica; SR - crvena strelica.
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Plavom strelicom oznacen je defekt punjen NM implantatom sa prisustvom
novostvorene kostane strukture manjih denziteta u odnosu na prethodno opisan defekt. U

defektu sa SR zapaza se izrazito oskudna i jedva vidljiva struktura denziteta kalcijuma.

Graft NM-CAT i graft NM-BC

Na MPR rekonstrukciji koStanih struktura kalvarije kuni¢a u sagitalnom preseku
(Slika 4.38), u nivou dva arteficijalno nacinjena defekta levo od mediosagitalne linije, vidi se
defekt tri nedelje posle popunjavanja NM-CAT graftom sa prisustvom novostvorene koStane

strukture koja gotovo u potpunosti ispunjava defekt.

Slika 4.38. MPR rekonstrukcija - sagitalni presek : NM-CAT - Zuta strelica; NM-BC -

ljubicasta strelica.

Defekt punjen NM-BC graftom pokazuje prisustvo vidljive novostvorene koStane

strukture manjih denziteta u odnosu na prethodno opisan defekt.

4.2.3. MSCT nalaz Sest nedelja posle popunjavanja defekata

4.2.3.1. MSCT nalaz Sest nedelja posle popunjavanja defekata - nosa¢
nanomaterijal

Na VR 3D rekonstrukciji kosStanih struktura kalvarije kuni¢a, Sest nedelja posle
popunjavanja defekata, zapazaju se mesta tri od pet arteficijalno nacinjena defekta (Slika
4.39). Defekt koji je bio popunjen graftom NM-ADSC je potpuno regenerisan, pa se na
snimku jedva moZe videti. On je u potpunosti ispunjen novostvorenom kosti i na slici je

oznacen zelenom strelicom.
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Slika 4.39 VR 3D rekonstrukcija koStanih struktura kalvarije kunica posle Sest nedelja.
NM-ADSC - zelena strelica; NM-CAT - zuta strelica; NM - plava strelica; NM-BC -

ljubicasta strelica; SR - crvena strelica.

Slede¢i defekt po koli€ini novostvorene kosti je SR, a najslabiju popunu defekta

napravili su graft NM-BC i implantat NM.
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4.3. STATISTICKA ANALIZA GUSTINE KOSTI U
DEFEKTIMA

U grupi eksperimentalnih Zivotinja, kod kojih je kao nosac koris¢en Bio-Oss (Tabela
4.1), gustina kosti defekta ispunjenog BO-ADSC graftom posle nedelju dana iznosila je u
proseku 1103,00 + 158,04, posle tri nedelje je porasla na 1415,00 + 83,81, da bi nakon Sest
nedelja opala na 515,50 + 121,82.

Tabela 4. 1. Gustina kosti na mestima defekata u odnosu na starost defekta kada je nosac u

graftovima bio Bio-Oss

Vrsta Nedelja
Grupa | rupe I 111 VI
BO-
ADSC | 1103,00+158,04 | 1415,00+83,81 | 515,50+121,82
BO-

CAT | 732,20+£270,25 | 400,25+£129,00 | 731,50+164,54

BO 993,20+195,23 | 565,254+229,69 | 158,50+54,85
BO-
BC | 1007,60+167,00 | 615,59+110,26 | 655,50+129,9

SR 103,80+33,56 72,75+19,00 612,50+10,97

BioOss | ZK | 1342,60+214,64 | 1283,75+229,88 | 878,00+47,34

Gustina kosti defekta ispunjenog BO-CAT graftom posle nedelju dana iznosila je u
proseku 732,20 + 270,25, posle tri nedelje je opala na 400,25 + 129,00, da bi nakon Sest
nedelja porasla na 731,50 = 164,54.

Gustina kosti defekta ispunjenog BO implantatom posle nedelju dana iznosila je u
proseku 993,20 + 195,23, posle tri nedelje je opala na 565,25 + 229,69, a nakon Sest nedelja
na 158,50 + 54,85.

Gustina kosti defekta ispunjenog BO-BC graftom posle nedelju dana iznosila je u
proseku 1007,60 £ 167,00, posle tri nedelje je opala na 615,59 + 110,26, da bi nakon Sest
nedelja porasla na 655,50 + 129,9.
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Kod defekta obelezenog SR, koji je ostao nepopunjen i u kome se odvijala spontana
regeneracija, gustina kosti je posle nedelju dana u proseku iznosila 103,80 + 33,56, posle tri
nedelje je opala na 72,75 + 19,00, da bi nakon Sest nedelja porasla na 612,50 + 10,97.

Normalna gustina kosti je posle nedelju dana u proseku iznosila 1342,60 + 214,64,
posle tri nedelje je opala na 1283,75 + 229,88, a nakon Sest nedelja na 878,00 = 47,34.

U grupi eksperimentalnih Zivotinja, kod kojih je kao nosac¢ koriS¢en nanomaterijal
(Tabela 4.2), gustina kosti defekta ispunjenog NM-ADSC graftom posle nedelju dana
iznosila je u proseku 420,60 + 160,25, posle tri nedelje je porasla na 755,73 + 364,74, da bi
nakon Sest nedelja opala na 582,35 + 285,27.

Gustina kosti defekta ispunjenog NM-CAT graftom posle nedelju dana iznosila je u
proseku 149,61 + 60,28, posle tri nedelje je porasla na 276,10 + 325,14, da bi nakon Sest
nedelja opala na 239,60 + 2,42.

Gustina kosti defekta ispunjenog NM implantatom posle nedelju dana iznosila je u
proseku 137,04 £ 109,79, posle tri nedelje je porasla na 155,65 + 66,42, a nakon Sest nedelja
na 224,00 £ 61,31.

Tabela 4. 2. Gustina kosti na mestima defekata u odnosu na starost defekta kada je nosac

u graftovima bio nanomaterijal

Nedelja
Vrsta
Grupa rupe I I VI
NM-
ADSC | 420,60+160,25 | 755,73+364,74 | 582,35+285,27
NM-
CAT 149,61+60,28 | 276,10+325,14 | 239,60+2,42
NM | 137,04+£109,79 | 155,65+66,42 | 224,00+61,31
NM-
BC 140,61+59,38 | 210,16+123,28 | 260,35+193,24
SR 69,31+£12,95 244,58+160,19 | 629,85+44,51
NANOMATERIJAL | ZK | 1058,53£162,72 | 1050,33+160,22 | 788,15+61,14
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Gustina kosti defekta ispunjenog NM-BC graftom posle nedelju dana iznosila je u
proseku 140,61 + 59,38, posle tri nedelje je porasla na 210,16 = 123,28, a nakon Sest nedelja
na 260,35 + 193,24.

Kod defekta obelezenog SR, koji je ostao nepopunjen i u kome se odvijala spontana
regeneracija, gustina kosti je posle nedelju dana u proseku iznosila 69,31 £+ 12,95, posle tri
nedelje je porasla na 244,58 + 160,19, a nakon Sest nedelja na 629,85 + 44,51.

Normalna gustina kosti je posle nedelju dana u proseku iznosila 1058,53 + 162,72,
posle tri nedelje je opala na 1050,33 + 160,22, a nakon Sest nedelja na 788,15 + 61,14.

U grupi eksperimentalnih zivotinja, kod kojih je kao nosac koris¢en Bio-Oss (Tabela
4.3), gustina kosti defekta ispunjenog BO-ADSC graftom posle nedelju dana iznosila je u
proseku 82,65 + 7,77% od gustine normalne kosti, posle tri nedelje je znacajno porasla na
113,10 £ 22,40% (ANOVA 1 Tukey post hoc test: p<0,05), da bi posle Sest nedelja znacajno
opala u odnosu na trecu nedelju i to na 59,40 = 17,08% (p<0,001).

Tabela 4. 3. Relativna gustina kosti na mestima defekata po nedeljama, kada je nosac

u graftovima bio Bio-Oss

Vrsta | Nedelja Poredenje
Grupa | rupe I 111 VI izmedu nedelja
I vs III: p=0,045
BO- Ivs VI: p=0,131

ADSC | 82,65+7,77 | 113,10£22,40 | 59,40+17,08 | III vs VI: p<0,001
I'vs 1I: p=0,163
BO- [ vs VI: p=0,999
CAT | 54,27+15,77 | 31,27+10,31 | 84,26+23,28 | III vs VI: p=0,004
I vs III: p=0,010

I vs VI: p<0,001
BO 75,88+12,80 | 43,86+16,51 | 18,35+7,24 | III vs VI: p=0,043
I vs II: p=0,498
BO- [ vs VI: p=0,997
BC 76,384+22,13 | 58,6149,75 75,42+18,86 | 11l vs VI: p=0,521
[vs I: p=0,477

I vs VI: p<0,001
I vs VI: p<0,001

SR 8,10+3,57 5,81+1,85 69,86+2,52
ZK 100 100 100

Bio-
Oss
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Gustina kosti defekta ispunjenog BO-CAT graftom, posle nedelju dana, iznosila je u
proseku 54,27 + 15,77% od gustine normalne kosti, posle tri nedelje je opala na 31,27 +
10,31%, da bi nakon Sest nedelja znacajno porasla u odnosu na trecu nedelju i to na 84,26 +
23,28% (p<0,01).

Gustina kosti defekta ispunjenog BO implantatom, posle nedelju dana, iznosila je u
proseku 75,88 + 12,80% od gustine normalne kosti, posle tri nedelje je znacajno opala na
43,86 = 16,51%, da bi nakon Sest nedelja opala na 18,35 £+ 7,24%, §to je znacajno niza
vrednost 1 u odnosu na prvu (p<0,001) i u odnosu na tre¢u nedelju (p<0,05).

Gustina kosti defekta ispunjenog BO-BC graftom, posle nedelju dana, iznosila je u
proseku 76,38 + 22,13% u odnosu na intaktnu kost, posle tri nedelje je opala na 58,61 +
9,75%, da bi nakon Sest nedelja porasla na 75,42 + 18,86%.

Kod defekta obelezenog SR, koji je ostao nepopunjen i u kome se odvijala spontana
regeneracija, gustina kosti je, posle nedelju dana, u proseku iznosila 8,10 + 3,57% od gustine
normalne kosti, posle tri nedelje je opala na 5,81 + 1,85%, da bi nakon Sest nedelja porasla na
69,86 £+ 2,52%, Sto je znacajno veca vrednost i u odnosu na prvu (p<0,001) i u odnosu na
trecu nedelju (p<0,001).

U grupi eksperimentalnih Zivotinja, kod kojih je kao nosac¢ koris¢en nanomaterijal
(Tabela 4.4), gustina kosti defekta ispunjenog NM-ADSC graftom, posle nedelju dana,
iznosila je u proseku 39,96 + 13,53% od gustine normalne kosti, posle tri nedelje je porasla
na 68,47 + 28,55%, a nakon Sest nedelja na 72,11 + 30,60%.

Gustina kosti defekta ispunjenog NM-CAT graftom, posle nedelju dana, iznosila je u
proseku 14,30 + 5,60% od gustine normalne kosti, posle tri nedelje je porasla na 26,47 +
31,77%, a nakon Sest nedelja na 30,52 + 2,06%.

Gustina kosti defekta ispunjenog NM implantatom, posle nedelju dana, iznosila je u
proseku 12,58 + 8,57% od gustine normalne kosti, posle tri nedelje je porasla na 14,55 +
5,97%, da bi nakon Sest nedelja porasla na 28,10 + 5,60%, §to je znacCajno veca vrednost i u
odnosu na prvu (p<0,05) i u odnosu na tre¢u nedelju (p<0,05).

Gustina kosti defekta ispunjenog NM-BC graftom, posle nedelju dana, iznosila je u
proseku 12,95 + 3,86% od gustine normalne kosti, posle tri nedelje je porasla na 19,29 +

9,52%, a nakon Sest nedelja porasla na 31,75 + 22,06%.
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Tabela 4. 4. Relativna gustina kosti na mestima defekata po nedeljama kada je nosac u

graftovima bio nanomaterijal

Vrsta | Nedelja Poredenje
Grupa rupe I I VI izmedu nedelja
I vs 1I: p=0,299
NM- [ vs VI: p=0,227

ADSC | 39,96+13,53 | 68,47+28,55 | 72,11£30,60 | III vs VI: p=0,673
[ vs II: p=0,641
NM- [ vs VI: p=0,467
CAT | 14,30+5,60 |26,47+31,77 | 30,52+£2,06 | III vs VI: p=0,950
[ vs III: p=0,914

I vs VI: p=0,026
NM 12,58+8,57 | 14,5545,97 | 28,10+5,60 | III vs VI: p=0,049
[ vs III: p=0,804
NM- [ vs VI: p=0,196
BC 12,95+£3,86 | 19,29+9,52 | 31,75+22,06 | III vs VI: p=0,453
[ vs II: p=0,146
Ivs VI: p<0,001
NANO- SR 6,69+1,65 24,67+17,24 | 80,61+11,90 | III vs VI: p<0,001
MATERIJAL | ZK 100 100 100

Kod defekta obelezenog SR, koji je ostao nepopunjen i u kome se odvijala spontana
regeneracija, gustina kosti je, posle nedelju dana, u proseku iznosila 6,69 + 1,65% od gustine
normalne kosti, posle tri nedelje je porasla na 24,67 + 17,24%, da bi nakon Sest nedelja
porasla na 80,61 + 11,90%, Sto je znacajno veca vrednost i u odnosu na prvu (p<0,001) i u
odnosu na tre¢u nedelju (p<0,001).

Posle prve nedelje, vrednost procenta gustine kosti graftova i implantata u defektima
u kojima je kao nosac koris¢en Bio-Oss u proseku je bila znacajno veca u odnosu na gustinu
kosti u defektima gde je za nosac koriS¢en nanomaterijal (Tabela 4.5) 1 to kod svih ispunjenih

defekata na nivou p<0,01.

67



Tabela 4.5. Statisticka znacajost razlika gustine kosti u popunjenim defektima u

zavisnosti od vrste nosaca

ADSC p=0,001 p=0,049 p=0,496

Poredenje CAT p=0,002 p=0,784 p=0,004
izmedu BO-NM p<0,001 p=0,016 p=0,077
grupa BC p=0,001 p=0,038 p=0,024
SR p=0,493 p=0,072 p=0,128

Posle trece nedelje vrednost procenta gustine kosti graftova i implantata u defektima u
kojima je kao nosa¢ koriS¢en Bio-Oss u proseku je bila znac¢ajno ve¢a u odnosu na gustinu
kosti u defektima gde je za nosa¢ koris¢en nanomaterijal i to kod defekta ispunjenog BO-
ADSC graftom (Studentov t test: p<0,05), BO implantatom (p<0,05) i BO-BC graftom
(p<0,05).

Posle Seste nedelje vrednost procenta gustine kosti graftova i implantata u defektima u
kojima je kao nosa¢ koriS¢en Bio-Oss u proseku je bila znac¢ajno ve¢a u odnosu na gustinu
kosti u defektima gde je za nosa¢ koriS¢en nanomaterijal i to kod defekta ispunjenog BO-
CAT graftom (p<0,01) i BO-BC graftom (p<0,05).

Uporedujuci vrednosti kostane gustine ispunjenih defekata izrazene kao procenat od
gustine normalne kosti u odnosu na vrstu materijala i vreme uocljivo je da u grupi, u kojoj je
kao nosa¢ koris¢en Bio-Oss ( Tabela 4.6), graft sastavljen od BO-ADSC ima zanacajnu
prednost u prvoj (p<0,001) i trec¢oj (p<0,05) nedelji u odnosu na SR dok se ta prednost u
Sestoj nedelji gubi. Takode je znacajan nalaz da je u prvoj i tre¢oj nedelji razlika u gustini
izmedu BO-ADSC grafta i okolne zdrave kosti statisticki zanemarljivo mala.

Defekt ispunjen BO-CAT graftom pokazuje statisticki znacajnu razliku u odnosu na
SR samo u prvoj nedelji (p<0,001), dok je ta razlika kada je u pitanju zdrava kost prisutna i u
prvoj i u tre¢oj nedelji u korist zdrave kosti.

Defekt ispunjen implantatom Bio-Oss-a ima statisticki znacajnu razliku u odnosu na
SR u prvoj (p<0,001) i trecoj (p<0,01) nedelji, ali se ta razlika u Sestoj nedelji menja u korist
SR (p<0,001). U odnosu na zdravu kost, prisutna je statisticki znacajna razlika u trecoj i

Sestoj nedelji u korist zdrave kosti (p<0,001).
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Tabela 4.6. Poredenje relativne gustine kosti na mestima defekata po nedeljama, kada je

nosac u graftovima bio Bio-Oss

Nedelja
Grupa Vrsta rupe I I VI

BO-ADSC 82,65+7,77 | 113,104+22,40 | 59,40+17,08
BO-CAT 54,27+15,77 | 31,27+10,31 | 84,26+23,28
BIOOSS BO 75,88+£12,80 | 43,86+16,51 | 18,35+7,24
BO-BC 76,38+22,13 | 58,61+9,75 | 75,42+18.,86
SR 8,10+£3,57 5,81+1,85 69,86+2,52

ZK 100,00 100,00 100,00

BO-ADSC vs BO-CAT 0,019 <0,001 0,196

BO-ADSC vs BO 0,957 <0,001 0,009

BO-ADSC vs BO-BC 0,969 <0,001 0,627

BO-ADSC vs SR <0,001 <0,001 0,903

BO-ADSC vs ZK 0,296 0,698 0,010

BO-CAT vs BO 0,117 0,730 <0,001

Poredenje | BO-CAT vs BO-BC 0,103 <0,001 0,950

izmedu BO-CAT vs SR <0,001 0,100 0,720

rupa BO-CAT vs ZK <0,001 <0,001 0,643

BO vs BO-BC 0,999 0,167 <0,001

BO vs SR <0,001 0,006 0,001

BO vs ZK 0,062 <0,001 <0,001

BO-BC vs SR <0,001 0,003 0,993

BO-BC vs ZK 0,071 0,010 0,204

SR vs ZK <0,001 <0,001 0,077

Defekt ispunjen BO-BC graftom pokazuje znacajno vecu gustinu u odnosu na SR u
prvoj (p<0,001) 1 trecoj (p<0,005) nedelji da bi se u Sestoj nedelji ta razlika izgubila. U
odnosu na zdravu kost, primetna je statisticki znaCajna razlika u trecoj nedelji (p<0,01) u
korist zdrave kosti.

U grupi u kojoj je kao nosac¢ koris¢en nanomaterijal ( Tabela 4.7), graft sastavljen od
NM-ADSC ima zanacajnu prednost u prvoj (p<0,001) i trecoj (p<0,05) nedelji u odnosu na
SR dok se ta prednost u Sestoj nedelji gubi. Kada je u pitanju zdrava kost znacajna razlika

postoji samo u prvoj nedelji i to u korist zdrave kosti.
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Tabela 4.7. Poredenje relativne gustine kosti na mestima defekata po nedeljama, kada je

nosac u graftovima bio nanomaterijal

Nedelja
Grupa Vrsta rupe I I VI
NM-ADSC 39,96+13,53 | 68,47+28,55 | 72,11+£30,60
NM-CAT 14,30+5,60 |26,47+31,77 | 30,52+2,06
NANO NM 12,58+8,57 | 14,55+5,97 | 28,10+5,60
NM-BC 12,95+3,86 | 19,29+9,52 | 31,75+£22,06
SR 6,69+1,65 |24,67+17,24|80,61+11,90
7K 100,00 100,00 100,00
NM-ADSC vs NM-CAT 0,001 0,062 0,021
NM-ADSC vs NM <0,001 0,010 0,014
NM-ADSC vs NM-BC 0,001 0,022 0,026
NM-ADSC vs SR <0,001 0,048 0,975
NM-ADSC vs ZK <0,001 0,243 0,203
NM-CAT vs NM 0,999 0,949 0,999
Poredenje | NM-CAT vs NM-BC 0,999 0,994 0,999
izmedu NM-CAT vs SR 0,663 0,999 0,005
rupa NM-CAT vs ZK <0,001 0,001 <0,001
NM vs NM-BC 0,999 0,999 0,999
NM vs SR 0,846 0,974 0,003
NM vs ZK <0,001 <0,001 <0,001
NM-BC vs SR 0,812 0,999 0,006
NM-BC vs ZK <0,001 <0,001 <0,001
SR vs ZK <0,001 <0,001 0,561

Gustina defekta ispunjenog NM-CAT graftom pokazuje statisti¢ki znacajnu razliku u
odnosu na SR samo u tre¢oj nedelji (p<<0,005) ali u korist SR. Gustina okolne zdrave kosti u
odnosu na ovaj graft je znacajno veca kroz sva tri posmatrana perioda.

Isti obrazac odnosa gustine kosti u odnosu na spontanu regeneraciju i okolnu zdravu

kost viden je i kada su defekti ispunjeni NM implantatom i graftom NM-BC.
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4.4. VREDNOSTI GUSTINE KOSTI POPUNJENIH
DEFEKATA

Poredeci gustinu novostvorene kosti u procesu regeneracije i reparacije kalvarijalne
kosti na mestu nacinjenih defekata, koji su popunjavani razli¢itim po sastavu implantatima i

graftovima, uocljivo je da postoji razlicit obrazac tih procesa.

4.4.1. Vrednost gustine kosti popunjenih defekata - nosa¢ Bio-Oss

U defektu popunjenom meSavinom mati¢nih ¢elija iz masnog tkiva sa Bio — Oss
nosacem (BO-ADSC) zapaza se da gustina kosti, nedelju dana posle unoSenja grafta, iznosi
preko 1100 numerickih jedinica (Grafikon 4.1), odnosno 80% gustine intaktne kosti
(Grafikon 4.2) i u poredenju sa BO-CAT graftom ima znacajnu prednost. Narocito su ove
vrednosti znac¢ajne u odnosu na vrednosti gustine kosti u defektu u kome se odvijala spontana
regeneracija. Nakon tri nedelje ta gustina iznosi 10% viSe od intaktne kosti (Grafikon 4.4).
Posle Sest nedelja zabeleZen je drastican pad vrednosti na ispod 60% gustine intaktne kosti

(Grafikon 4.6).

U defektu sa graftom safinjenim od meSavine iseckanog masnog tkiva 1 Bio — Oss
nosaca (BO-CAT), posle nedelju dana od popune defekta, gustina kosti je bila na nivou 50%
od intaktne kosti (Grafikon 4.2). Posle tre¢e nedelje vrednost pada ispod 30% da bi u periodu

izmedu trece 1 Seste nedelje porasla na oko 80% gustine intaktne kosti.

Kontrola u defektu popunjenom samo Bio—Oss-om pokazuje obrazac u dinamici
promena koStane gustine u kojim se belezi drastiCan i konstatan pad gustine kosti kroz

posmatrani period. (Grafikon 4.1;Grafikon 4.3;Grafikon 4.5.)

Kontrolna meSavina sacinjena od Bio—Oss-a 1 pune krvi (BO-BC) nije, u posmatranim
periodima, drasti¢no menjala gustinu koStanog tkiva, a ovaj parametar je iznosio oko 60-75%

od intaktne kosti.
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Grafikon 4.1. Vrednosti gustine kosti merene na mestu defekata nedelju dana posle njihovog

popunjavanja ispitivanim graftovima i implantatima — nosa¢ Bio—Oss
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Grafikon 4.2. Vrednosti gustine kosti u procentima merene na mestu defekata posle nedelju

dana u odnosu na intaktnu kost— nosa¢ Bio—Oss
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Grafikon 4.3. Vrednosti gustine kosti merene na mestu defekata tri nedelje posle njihovog

popunjavanja ispitivanim graftovima i implantatima— nosa¢ Bio—Oss
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Grafikon 4.4. Vrednosti gustine kosti u procentima merene na mestu defekata posle tri

nedelje u odnosu na intaktnu kost— nosa¢ Bio—Oss

Kona¢no, kao opsta kontrola, sluzio je nepopunjen defekt u kome se odvijala spontana
regeneracija (SR). U prva dva posmatrana perioda gustina kosti se nije znaajno menjala 1

iznosila je oko 6-8% od gustine zdrave kosti. Sest nedelja nakon formiranja defekta gustina
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kosti je dostigla oko 70% gustine intaktne kosti. O¢igledno je dakle da, u periodu od tre¢e do

Seste nedelje, spontana regeneracija dozivljava drasti¢nu akceleraciju.
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Grafikon 4.5. Vrednosti gustine kosti merene na mestu defekata Sest nedelja posle njihovog

popunjavanja ispitivanim graftovima i implantatima — nosa¢ Bio—Oss
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Grafikon 4.6. Vrednosti gustine kosti u procentima merene na mestu defekata posle Sest

nedelja u odnosu na intaktnu kost — nosa¢ Bio—Oss
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4.4.2. Vrednost gustine kosti popunjenih defekata - nosa¢
Nanomaterijal

Kada je nano-kompozitni materijal koris¢en kao nosa¢ u graftu onda je posebno
izrazeno svojstvo ADSCs u povecanju koStane gustine i u prva dva perioda je ta kombinacija
superiorna u odnosu na ostale kao i na SR. Posebno je uocljivo da od prve do trece nedelje
gustina tkiva poraste sa oko 40% na skoro 70% od gustine zdrave kosti (Grafikon 4.8;
Grafikon 4.10) U poslednjem periodu od tre¢e do Seste nedelje vrednosti ovog parametra su
se neznatno povecale (Grafikon 4.11; Grafikon 4.12) Sto je period kada regeneracija
nepopunjenog defekta dozivljava akceleraciju 1 ubedljivo prevazilazi ostale defekte

popunjene nanomaterijalom kao nosacem.

U defektu, popunjenom kombinacijom nano-kompozitnog materijala i seckanog
masnog tkiva (NM-CAT), tokom celog ispitivanog perioda beleZi se slabi ali kontinuirani rast

gustine tkiva koji posle Sest nedelja dostigne oko 30% gustine zdrave kosti.

Ovakav obrazac vidi se 1 u slucaju popune defekta kosti samim nano-kompozitnim
materijalom, s tom razlikom $to se tokom prve tri nedelje ne belezi uocljiv porast tkivne

gustine.

Takode slican obrazac regeneracije 1 reparacije uocljiv je i kada je defekt popunjen

graftom nacinjenim meSavinom nano-kompozitnog materijala i pune krvi (NM—-BC).

1200

1000

800

600 @1 Nedelja

400

200

NM-ADSC NM-CAT NM NM-BC SR ZK

Grafikon 4.7. Vrednosti gustine kosti merene na mestu defekata nedelju dana posle njihovog

popunjavanja ispitivanim graftovima i implantatima — nosa¢ nanomaterijal
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Grafikon 4.8. Vrednosti gustine kosti u procentima merene na mestu defekata posle nedelju

dana u odnosu na intaktnu kost — nosa¢ nanomaterijal

1200
1000
800
600

400

200

NM-  NM-CAT  NM NM-BC SR ZK
ADSC

Grafikon 4.9. Vrednosti gustine kosti merene na mestu defekata tri nedelje posle njihovog

popunjavanja ispitivanim graftovima i implantatima — nosa¢ nanomaterijal
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Grafikon 4.10. Vrednosti gustine kosti u procentima merene na mestu defekata posle tri

nedelje u odnosu na intaktnu kost — nosa¢ nanomaterijal
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Grafikon 4.11. Vrednosti gustine kosti merene na mestu defekata Sest nedelja posle njihovog

popunjavanja ispitivanim graftovima i implantatima — nosa¢ nanomaterijal
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Grafikon 4.12. Vrednosti gustine kosti u procentima merene na mestu defekata posle Sest

nedelja u odnosu na intaktnu kost — nosa¢ nanomaterijal

Kada se kompariraju dva ispitana materijala kao nosaci vidi se dosta razlika u
njihovim svojstvima koStanog supstituenta. Za nano-kompozitni materijal je ocigledno da u
toku celog ispitivanog perioda gustina tkiva-kosti raste sporijim ili brzim tempom, koji je

takode razli¢it od perioda do perioda (Grafikon 4.14).
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Grafikon 4.13 Vrednosti gustine kosti u procentima merene na mestima defekata po

nedeljama u odnosu na intaktnu kost.
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Sa druge strane, Bio — Oss kao koStani zamenik u funkciji nosaca za graft ili imlantat,
pokazuje vrlo razli¢ite obrasce u tempu i dinamici regeneracije kosti i1 reparacije defekata u
zavisnosti od toga sa ¢ime je kombinovan.

Ipak, ako se napravi poredenje popuna sa ¢istim BO i Cistim NM onda je ocigledno da
u ispitivanom Sestonedeljnom periodu smer promena tkivne gustine u slucaju ova dva koStana
supstituenta je obrnut. Kostani defekt popunjen BO tokom ispitivanog perioda gubi na

kostanoj gustini (Grafikon 4.13), a sa NM se ona povecava (Grafikon 4.14).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

L - ONedeljal
- - ENedeljalll
L = ONedelja VI

NM-ADSC NM-CAT NM NM-BC SR ZK

Grafikon 4.14 Vrednosti gustine kosti u procentima merene na mestima defekata po

nedeljama u odnosu na intaktnu kost.

Uporedivanjem pojedina¢nih vrednosti za ispitivane periode tokom prve i trece
nedelje, kosStana gustina u defektu popunjenom BO visestruko je veca od iste u defektu
popunjenom NM. Nakon Sest nedelja koStana gustina u defektu popunjenom sa NM je

uocljivo veca od iste u defektu popunjenom BO.
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4.5. HISTOLOSKI NALAZ POPUNJENIH DEFEKATA 1
KALVARIJE

4.5.1. HISTOLOSKI NALAZ POSLE CETIRI NEDELJE

4.5.1.1. Histoloski nalaz posle 4 nedelje — nosa¢ Bio-Oss

Graft BO-ADSC

Histoloski nalaz defekta na kalvariji kuni¢a popunjenog graftom BO-ADSC posle
cetiri nedelje pokazuje formiranje nove kosti okruzene granulama Bio-Oss-a 1 masnim tkivom
(Slika 4.40). Novoformirana kost vrlo intimno prianja na staru kost, a u pojedinim njenim

delovima vidi se formiranje novih krvnih sudova (Slika 4.41). Na povrSini preparata prisutno

je obilje vezivnog tkiva.

Slika 4.40. Histoloska slika grafta BO-ADSC starog 4 nedelje na granici prema staroj kosti.
SK-stara kost, NK-novoformirana kost, BO- Bio-Oss, MT-masno tkivo. (HE, x10)
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Slika 4.41. Krvni sudovi u novostvorenoj kosti u graftu BO-ADSC starom 4 nedelje

(obelezeno strelicom). NK-novoformirana kost , VT-vezivno tkivo. (HE, x10)

Graft BO-CAT

U defektu na kalvariji kuni¢a popunjenom graftom BO-CAT posle Cetiri nedelje
histoloski nalaz ukazuje na formiranje nove kosti i velikim brojem praznih prostora u njenoj
strukturi najverovatnije nastalih nakon resorbcije granula Bio-Oss-a (Slika 4.42). Ove

praznine vide se i1 na granici sa starom kosti (Slika 4.43).

Slika 4.42. HistoloSka slika novostvorene kosti u graftu BO-CAT starom 4 nedelje. NK-

novoformirana kost. (HE, x20)
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Slika 4.43. Histoloska slika novostvorene kosti u graftu BO-CAT starom 4 nedelje. SK-stara
kost, NK-novoformirana kost. (HE, x10)

Implantat BO

Na histoloskim presecima defekta ispunjenog BO implantatom, posle Cetiri nedelje od
implantiranja (Slika 4.44) uocava se, levo na preparatu, stara kost. Desno od nje vide se
granule Bio-Oss-a, a izmedu njih prisutna polja novostorene kosti i u njima novi krvni

sudovi.

Slika 4.44. Novi krvni sudovi (obeleZeno strelicom) i novi kolagen u implantatu BO starom 4

nedelje. BO-Bio-Oss, KS-krvni sud. (HE, x10)

Ceo preparat pokazuje intenzivnu crvenu prebojenost zbog prisustva kolagena (Slika

4.45; Slika 4.46) sto upucuje na pocetak regeneracije.
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Slika 4.45. Struktura nove kosti u implantatu BO starom 4 nedelje. NK- novoformirana kost,

BO-Bio-Oss, MT-masno tkivo, VT-vezivno tkivo. (HE, x20)

Slika 4.46. Novoformirana kost u implantatu BO starom 4 nedelje. (HE, x10)

83



4.5.1.2. Histoloski nalaz posle 4 nedelje — nosa¢ nanomaterijal

Graft NM-ADSC

Na histoloSkom preseku grafta NM-ADSC, posle cetiri nedelje od popunjavanja
defekta (Slika 4.47), vidi se novoformirana kost 1 krvni sudovi, ¢ije je prisustvo tipi¢no za
regenerativni proces. Nova kost se uglavnom nalazi u granicnim delovima grafta sa
recipijentnom kosti u blizini razvijenih krvih sudova. Mogu se videti fragmenti spongiozne
kosti u ¢ijim Supljinama se uocava masno tkivo i hematopoeza. Ovaj tip grafta je dobro
naseljen ¢elijama. Uocljiva su mesta formiranja kostne srzi i vidi se masno tkivo na veéem
delu povrSine preseka grafta, kao 1 vezivno tkivo koje prozima graft. Mestimi¢no se vidi
osteoblastni raspored celija na povrSini partikula graftiranog materijala.Graftirani materijal

pokazuje mestimic¢no veliku poroznost. Gusti kolagen je vidljiv oko ostrvaca materijala.

Slika 4.47. Nova kost 1 kolagen u graftu NM-ADSC starom 4 nedelje. NK-novoformirana
kost, KV-kolagena vlakna.(HE, x10)
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Preparat bojen Toluidin plavim (Slika 4.48) je acelularan, u ,,koStanim fragmentima“
postoje delovi koji odgovaraju lakunama osteocita, ali su prazni. Kroz ceo preparat uocavaju
se masne kapi i vakuole. Vidi se fragment spongiozne kosti u ¢ijim Supljinama se uocava
masno tkivo 1 hematopoeza. Prisutan je kolagen. Delovi masnog tkiva li¢e 1 na kostnu srz
(¢elijje su izmedju adipocita). Po periferiji 1 gore i dole i oko Supljina se vidi osteoid, dok je

zrela kost u unutrasnjosti preparata. Nema osteoblasta po periferiji.

Slika 4.48. Nova kost u graftu NM-ADSC starom 4 nedelje. SK-stara kost, NK-

novoformirana kost. (TB, x10)

Graft NM-CAT

Histoloski presek grafta NM-CAT (Slika 4.49) pokazuje prisusutna kolagena vlakna
unutar masnog tkiva, porozan materijal, masne kapi i vakuole. Vide se delovi mlade kosti,
kao i zrela kost. Periferno su na preparatu prisutne masne celije sa ¢elijama kostne srzi u
intersticijumu. Takodje se nalazi i acelularna bezstrukturna smesa razlicite gustine. Mogu se
naci mesta kalcifikacije 1 osifikacije. Na preparatima dominira masno tkivo, sa puno drugih
¢elija izmedu celija masnog tkiva, fragmenti kosti sa osteocitima, a nailazi se i na lamele.

Uocljivo je prisustvo palisadno poredanih ¢elija koje bi mogle biti osteoblasti.
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Slika 4.49. Novoformirana kost u graftu NM-CAT starom 4 nedelje. (HE, x10)

Na preparatu bojenom Toluidin plavim (Slika 4.50) uocava se formiranje nove kosti u
graftu. U ostacima masnog tkiva je vidljiv nanomaterijal. Neka polja u graftu se vide kao

mreza praznih prostora i kanala. Mestimi¢no je vidljiv intenzivan razvoj novih krvnih sudova.

Slika 4.50. Novoformirana kost u graftu NM-CAT starom 4 nedelje. SK-stara kost, NK-

novoformirana kost, MT-masno tkivo, NM-nanomaterijal. (TB, x10)

Implantat nanomaterijal

Histoloski presek implantata NM posle Cetiri nedelje od ispuna pokazuje da se oko
implantata (Slika 4.51) nalazi tipi¢na struktura kosti — koStane gredice, osteociti zarobljeni u
lakunama, Supljine ispunjene krvnim celijama, ali nema adipocita, sa osteoblastima na

povrsini. Ova kost je celularnija od nalaza na prethodnom preparatu.
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Slika 4.51. Struktura novostvorene kosti u Slika 4.52. Visoka poroznost u
implantatu NM. (TB, x20) novostvorenoj kosti u implantatu NM.
(TB, x20)

.....

resorpcije.

Graft NM-BC

Histoloski presek grafta NM-BC (Slika 4.53) pokazuje bogato celularno kostano tkivo
oko grafta, sa formiranom strukturom kosti. Granica izmedu novoformirane i stare kosti

(Slika 4.54) veoma tesko se uocava.

Slika 4.53. Histoloska slika grafta NM- Slika 4.54. Histoloska slika grani¢nog dela
BC. (TB, x10) grafta NM-BC i stare kosti. (TB, x20)
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Spontana regeneracija
Histoloski presek preparata u kome se odvijala spontana regeneracija (Slika 4.55)
pokazuje samo kostano tkivo, ECM, osteocite u lakunama, koStane gredice spongiozne kosti i

kolagena vlakna.

uh Qo

Slika 4.55. HistoloSka slika kosti u spontanoj regeneraciji. (TB, x10)

4.5.2. HISTOLOSKI NALAZ POSLE OSAM NEDELJA

4.5.2.1. HistoloSki nalaz posle 8 nedelja — nosa¢ Bio-Oss

Graft BO-ADSC

Histoloski nalaz defekta na kalvariji kuni¢a popunjenog graftom BO-ADSC posle
osam nedelja (Slika 4.56) pokazuje graft infiltrovan ¢elijama sa osteogenom aktivno$c¢u. Na
povrsini grafta prisutna fibroza. Delovi grafta uhvaceni u fibrozno tkivo. U prostoru izmedu

materijala vidi se formiranje osteona i po¢etna mineralizacija.
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Slika 4.56. Novoformirana kost u prostoru izmedu granula BO u graftu BO-ADSC
starom 8 nedelje. NK-novoformirana kost, BO-Bio-Oss, MT-masno tkivo, VT-

vezivno tkivo. (HE, x20)

Unutar grafta vide se ostrvca hematopoeze (Slika 4.57), a oko delova grafta
mezenhimsko tkivo sa krvnim sudovima. Takode, u graftu se se vidi primarna kost, kao znak
osteogeneze (Slika 4.58.). Iz periosta sa povrSine primecuje se proliferacija veziva §to moze
da sprecava naseljavanje mati¢nih Celija. Na viSe preparata ovog grafta se vidi eritropoeza,

kao 1 stvaranje nove kosti.

Slika 4.57. Eritropoeza u dzepu BO unutar grafta BO-ADSC starog 8 nedelja. BO-Bio-Oss
Ep-eritropoeza. (HE, x40)
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Slika 4.58. Detalj remodelacionog procesa na granici stare kosti 1 grafta BO-ADSC starog 8
nedelja. (HE, x20)

Graft BO-CAT

Slika 4.59. Novostvorena kost sa neresorbovanim BO u graftu BO-CAT starom 8 nedelja.

NK-novoformirana kost, BO-Bio-Oss, KS-krvni sudovi. (HE, x5)

Na isecku kosti, uzete iz defekta popunjenog graftom BO-CAT starog osam nedelja,
jasno se vidi novostvorena kost sa joS neresorbovanim Bio-Oss-om (Slika 4.59). Takode,
uocljivo je stvaranje primarne kosti, kao i novih krvnih sudova, dok je Bio-Oss vidljivo

integrisan u tkivo grafta (Slika 4.60).
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Slika 4.60. Vaskularizacija i razvijeno vezivno tkivo u graftu BO-CAT starom 8 nedelja.

BO-Bio-Oss, KS-krvni sudovi, VT-vezivno tkivo. (HE, x20)

Implantat BO

Na preparatima defekata kosti kalvarije popunjenih samo Bio-Oss-om posle osam
nedelja od implantacije dobro se vidi prisustvo novostvorene kosti i vezivno tkivo (Slika
4.61; Slika 4.62). Granule Bio-Oss-a se uglavnom vide sa znacima procesa resorpcije koja je

izvrSena u prethodnom periodu (Slika 4.63).

Slika 4.61. Histoloska slika implantata BO starog 8 nedelja. SK-stara kost, NK-

novoformirana kost, BO- Bio-Oss, VT-vezivno tkivo. (HE, x10)
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Slika 4.62. Novostvorena kost i vezivno tkivo u implantatu BO starom 8 nedelja. NK-

novoformirana kost, BO- Bio-Oss, VT-vezivno tkivo. (HE, x20)

Slika 4.63. Novostvorena kost 1 granule BO u resorpciji u implantatu BO starom 8 nedelja.

SK-stara kost, NK-novoformirana kost, BO- Bio-Oss. (HE, x10)

Graft BO-BC

Na histoloskim slikama defekata kosti kalvarije popunjenih graftom BO-BC starim
osam nedelja, vidi se novostvorena kost oko partikula BO, sto ukazuje na osteogeni proces u

ovom tipu grafta (Slika 4.64; Slika 4.65).
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Slika 4.64. Novostvorena kost oko partikula BO u graftu BO-BC starom 8 nedelja.
NK-novoformirana kost, BO- Bio-Oss. (HE, x20)

Slika 4.65. Novostvorena kost u graftu BO-BC starom 8 nedelja. (HE, x20)

4.5.2.2. HistoloSki nalaz posle osam nedelja — nosa¢ nanomaterijal

Graft NM-ADSC

U defektu kalvarije sa graftom NM-ADSC starim osam nedelja vidi se mlada kost,
osteoid (nemineralizovana kost), kao tanak sloj uz periferiju grafta i nepravilno unutar kosti
(Slika 4.66; Slika 4.67). U spongioznoj kosti su vidjivi osteociti, osteoblasti i aktivna kost. U
odnosu na cetvrtu nedelju je manje osteoida, vise zrele kosti, medutim, Supljine unutar kojih
se u ¢etvrtoj nedelji vidi kosna srz, ovde je destruisano tkivo. U okviru osteoida uocavaju se

ljubicasta polja hrskavice. Mlada kost dominira na slikama (vidi se u crvenkastoj boji).
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Osteociti u lakunama pokazuju minimalnu sintezu oko sebe. Unutar gredica sunderaste kosti
uocava se struktura sa osteocitima slicna Haversovom sistemu. Bogatija je kosna srz u

odnosu na cetvrtu nedelju. Kost oko masnog tkiva je mlada.
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Slika 4.66. HistoloSka slika kosti kalvarije sa graftom NM-ADSC starim 8 nedelja.

SK-stara kost, NK-novoformirana kost (HE, x10)

Uopste, graft NM-ADSC star osam nedelja je jako celularan, dobro integrisan u staroj
kosti sa ociglednim osteogenetskim procesima, vidljivim i1 kao formiranje Haversovog
sistema 1 cementnih linija. Formirane lakune u graftu su takode znak nove kosti. Polja sa

uocljivom koncentracijom nanopartikula pokazuju poroznost koja podseca na poroznost

prirodne kosti.

Slika 4.67. Histoloska slika grafta NM-ADSC starog 8 nedelja. SK-stara kost, NK-

novoformirana kost, MT-masno tkivo. (HE, x10)
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Graft NM-CAT

Na mestu defekta u kalvariji posle osam nedelja od popunjavanja graftom NM-CAT,
vide se fragmenti kosti i masnog tkiva (Slika 4.68; Slika 4.69; Slika 4.70). Na preparatima se
vide polja bogata kolagenom, ¢ija je crvenija boja na HE preparatima posebno istaknuta

unutar nove kosti. Mestimi¢no unutar kostnog tkiva je vidljiva kosna srz, kao 1 masno tkivo.

Slika 4.69. Novostvorena kost u graftu NM-CAT starom 8 nedelja. SK-stara kost, NK-

novoformirana kost, MT-masno tkivo. (HE, x20)
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Slika 4.70 prikazuje grani¢ni deo kosti kalvarije 1 grafta NM-CAT starog osam
nedelja, sa ostacima masnog tkiva u graftu. Nova kost u graftu, koja je stvorena naspram stare

kosti, jasno se raspoznaje po uocljivim cementnim linijama.
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Slika 4.70. Grani¢ni deo kosti kalvarije i grafta NM-CAT starog 8 nedelja, sa ostacima
masnog tkiva u graftu. SK-stara kost, NK-novoformirana kost, MT-masno tkivo. (HE, x40)

Implantat nanomaterijal

U defektima popunjenim NM implantatima vidi se da je nanomaterijal lepo srastao sa
okolnom kosti (Slika 4.71; Slika 4.72). U nekim delovima preparata prisutno je tkivo koje se
teSko definiSe; postoje acelularna polja koja su unutar implantiranog materijala, ali se u
implantatu mestimi¢no uocavaju polja sa kolagenom. Stara kost se raspoznaje po osteocitima

smestenim u lakunama.

Slika 4.71. Histoloska slika kalvarije sa Slika 4.72. Acelularni deo implantata NM

implantatom NM starim 8 nedelja na starog 8 nedelja. NM — nanomaterijal. (TB,
mestu defekta. SK-stara kost,NM — x10)

nanomaterijal. (TB, x10)
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Graft NM-BC
Histoloska slika grafta NM-BC delimicno podseca izgledom na NM tip implantata
(Slika 4.73). Na preparatima se vide fragmenti stare kosti spongioznog tipa sa Supljinama

ispunjenim kostnom srzi (Slika 4.74).

Slika 4.73. Histoloska slika kalvarije sa Slika 4.74. Histoloska slika kalvarije sa
graftom NM-BC starim 8 nedelja na mestu graftom NM-BC starim 8 nedelja na mestu
defekta. (TB, x10) defekta. SK-stara kost, NK-novoformirana

kost (TB, x20)

Spontana regeneracija
Kost u defektu u spontanoj regeneraciji nakon osam nedelja u odnosu na cetvrtu
nedelju je celularnija, a prostori oko lakuna su jace obojeni, $to znaci da ima viSe

novostvorene kosti (Slika 4.75).

Slika 4.75. Spontana regeneracija defekta kalvarije posle 8 nedelja. (TB, x20)
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Intaktna kost
Histoloski izgled kosti koja se nalazi u okolini defekata ima tipi¢an spongiozni

karakter sa masnim tkivom i kostnom srzi u Supljinama (Slika 4.76.-a,b).

Slika 4.76. (a,b) Histoloska slika intaktne kosti. (TB, x10)
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4.6. SEM ANALIZA POPUNJENIH DEFEKATA
KALVARIJE KUNICA

4.6.1. SEM ANALIZA DEFEKATA KALVARIJE POPUNJENIH
NANOMATERIJALOM STARIH CETIRI NEDELJE

Graft NM-ADSC

Na SEM mikrografijama kalvarije kunica sa defektom popunjenim graftom NM-
ADSC starim cetiri nedelje mogu da se vide strukture koje podsecaju na strukturu prirodne
kosti i to sunderastog tipa (Slika 4.77; Slika 4.78). Pri SEM pregledu ovakvih uzoraka ne vidi

se jasna granica izmedju kosti i grafta.

W SBEarm 1186862
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Slika 4.77. SEM mikrografija kalvarije kunica sa defektom popunjenim graftom NM-ADSC

starim 4 nedelje.

o
4
£

Slika 4.78. SEM mikrografija grafta NM-ADSC u kalvariji kunica starog 4 nedelje.
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Slika 4.79. SEM mikrografija grani¢nog sloja kosti kalvarije kunic¢a 1 grafta NM-ADSC

starog 4 nedelje.

Na slici 4.79 se vidi formiranje nove kosti na grani¢noj povrsini izmedu stare kosti 1
grafta, kao 1 kristali HAp. Na SEM pregledu ovakvih uzoraka kristali HAp se mogu videti i

na drugim grani¢nim podruc¢jima, kao npr. na granicama izmedu fragmenata grafta.

Ik H1.5688 18pkm 11686862

Slika 4.80. SEM mikrografija grafta NM-ADSC starog 4 nedelje sa vlaknima ECM.
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Slika 4.80 predstavlja SEM mikrografiju grafta NM-ADSC starog Cetiri nedelje na
kojem su uocljiva vlakna ECM 1 zgrudvanog nanomaterijala u graftu. Cela struktura

izgledom podsec¢a na sunderastu kost.

Graft NM-CAT

Slika 4.81. SEM mikrografija sunderaste strukture grafta NM-CAT starog 4 nedelje.

Slika 4.81 predstavlja SEM mikrografiju grafta NM-CAT starog Cetiri nedelje sa

strukturom sunderaste kosti 1 lamelarnom organizacijom kosti.

o~

Slika 4.82. SEM mikrografija osteocita u graftu NM-CAT starom 4 nedelje.

U graftu NM-CAT starom cetiri nedelje slika 4.82 prikazuje SEM mikrografiju

osteocita prekrivenih nanomaterijalom.
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Implantat nanomaterijal

A
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Slika 4.83. (a,b) SEM mikrografija implantata NM starog 4 nedelje.
Slika 4.83 (a,b) predstvalja SEM mikrografije implantata NM starog cCetiri nedelje na

kojima su uocljivi poroznost i1 opsti izgled strukture koji jako podseca na struktru prirodne

kosti.
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Slika 4.84. SEM mikrografija granicnog Slika 4.85. SEM mikrografija implantata
dela kosti 1 implantata NM starog 4 NM starog 4 nedelje.
nedelje.

SEM mikrografija granicnog dela kosti i implantata NM starog cCetiri nedelje pokazuje
da granica implantata i stare kosti nije jasna i da je implantat dobro integrisan sa starom kosti
(Slika 4.84). Na slici 4.85 koja predstavlja SEM mikrografiju implantata NM starog Cetiri

nedelje vide se vlakna ECM, koja su znak osteosintetskog procesa u implantatu.
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Graft NM-BC
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Slika 4.86. (a,b) SEM mikrografija grafta NM-BC starog 4 nedelje.

SEM analizom graftova NM-BC starih Cetiri nedelje utvrdeno je prisustvo struktura
koje jako li¢e na prirodnu kost, ali sa ve€om porozno$¢u u odnosu na nju (Slika 4.86 a,b;
Slika 4.87-a,b). Ove graftove odlikuje takode prisustvo vlaknastog matriksa i znacajanog

broja ¢elija (Slika 4.87-a,b).

38kV K2,68080 ZEkY K1.580

Slika 4.87. (a,b) SEM mikrografija grafta NM-BC starog 4 nedelje sa vlaknastim matriksom i

¢elijama u graftu.
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Spontana regeneracija

Slika 4.88. SEM mikrografija kosti kalvarije kuni¢a u nac¢injenom defektu posle 4 nedelje
regeneracije.

Na slici 4.88 je SEM mikrografija koja predstavlja uobicajen izgled kosti kalvarije

kunica posle Cetiri nedelje regeneracije nacinjenog defekta.

Intaktna kost

Slika 4.89. SEM mikrografija prirodne kosti kalvarije kunica.
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Slika 4.90. (a,b) SEM mikrografija osteociti na povrsini lamele prirodne kosti.

Slika 4.89 predstavlla SEM mikrografiju prirodne kosti kalvarije kuni¢a sa
karakteristicnom lamelarnom strukturom. Na slici 4.90 (a,b) SEM mikrografija prikazuje

osteocite u dva razli¢ita uvecanja koji se vide na povrsini lamele prirodne kosti.
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S. DISKUSIJA

Proucavanje bioloskih mehanizama zarastanja kosti i njithovo razumevanje na modelu
eksperimentalnih Zivotinja od sustinske je vaznosti, jer vodi ka asistiranoj reparaciji i

regeneraciji kosti 1 daljoj klinickoj primeni na ljudima.

Upotreba MSCs u TE kosti predstavlja novu i obecavajucu strategiju u nadoknadi
defekata kosti nastalih delovanjem razliitih etioloskih faktora ukljucujuéi 1 osteogenesis

60,61

imperfecta 1 osteoporozu. Jo§ uvek se, kao najpristupacniji i najbogatiji izvor MSCs

24,62,63

smatra koStana srz. Medutim, postupak uzimanja ¢elija iz kosStane srzi aspiracijom je

bolan 1 time neprikladan, a koli¢ina ¢elija koje mogu da se dobiju na ovakav nacin je

ogranitena.?*4¢:646>

Stem celije koje se koriste za tkivnu reparaciju ili regeneraciju poticu iz raznih izvora,

kao $to su kostna srz, periferna krv, masno tkivo i dr.%®

Adultne stem celije, poznate i kao
mezenhimske stem ¢elije (MSCs), su multipotentne ¢elije u tkivu ili organu, koje sluze za
odrzavanje njihovog integriteta i reparaciju.’” Mezenhimske stem celije se lako izoluju, a
zatim gaje, umnoZzavaju 1 diferenciraju u razna tkiva in vitro, §to ih Cini privlatnim izvorom
za klini¢ke aplikacije.®® Prednost korid¢enja MSCs ¢elija u tkivnom inZinjeringu je u njihovoj
plasticnosti koja se zasniva na sposobnosti da odgovore na fizicko-hemijski sastav

mikrookoline tako da se omoguéi de novo formiranje tkiva. MSCs se mogu diferentovati u

osteoblaste 1 tako mogu biti izvor ¢elija za regeneraciju i reparaciju kostanog tkiva.
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Dosadasnji pristup koris¢enja ADSCs 1 stem ¢elija uopste u TE 1 u regenerativne
svrhe je karaterisan in vitro ekspanzijom ovih ¢elija, njthovim sadenjem na matrice sa kojima
je onda vrSena implantacija. Ovakav pristup zahteva dugotrajno uzgajanje ¢elija, veliki broj
¢elija koje je potrebno obezbediti sa odgovaraju¢im karakteristikama i uz sve rizike koje
ovakav slozeni postupak nosi.” U ovoj studiji ideja je bila da se formira graft sa
biomaterijalom koji moze da posluzi kao tkivna matrica, sa induktivnim faktorima za
osteogenezu koji su fizioloSki derivisani i ¢elijama iz tkiva koje sadrzi nezrele celije
sposobne da se usmere u diferencijaciju ka kostanom tkivu. Koriste¢i izvorne sveze ¢elije iz
autolognog masnog tkiva i1 bez prethodnog tretmana 1 kultivacije, jedan od ciljeva je bio da
se proveri da li ovakav pristup moze biti prakti¢na precica u nadoknadi defekta kosti prilikom

rutinskog izvodenja operativnog zahvata.

Model kalvarijalnog defekta je vrlo koristan u ispitivanju regeneracije kosti, zato $to
je jednostavan za izvodenje, procenu ishoda procesa regeneracije i $to je mali rizik za
komplikacije. Primenjeni model je zadovoljavao kriterijume koje je preporu¢io Bosh ° i koje

su sledili mnogi drugi istraziva&i.”"

U primenjenom modelu defekta kalvarije se pokazalo da ne postoji inflamatorni
proces, pa u tom smislu mogu se iskljuciti svi efekti produkata takvog procesa na reparaciju

napravljenih defekata.””

Zlatna trijada faktora regeneracije i1 rasta kosti su: celije koje formiraju tkivo,
materijal koji sluzi kao matriks tkiva i regulatorni faktori koji omogucavaju proliferaciju i
diferencijaciju celija 1 kona¢no oblikovanje tkiva. U ovoj studiji, kao celije koje imaju
potencijal da izgrade novu kost koriS¢ene su mezenhimske celije iz masnog tkiva, za
materijal koji ima ulogu tkivnog nosafa uzeti su nano-kompozitni materijal i Bio-Oss®
(mineralni matriks govede kosti), a regulatorni molekuli su mogli biti dobijeni iz
implantiranih ¢elija masnog tkiva, ali 1 iz krvi koja je u obliku koaguluma koris¢ena pri

oblikovanju graftova.

Danasnji vecinski pristup u koriS¢enju mezenhimskih mati¢nih ¢elija u tkivnom
inzZinjeringu koStanog tkiva 1 potpomognutoj regeneraciji kosti se zasniva na prethodnoj
indukciji osteblastne diferencijacije u in vitro uslovima. Cesto klini¢ka praksa namedée
potrebu za brzom nadoknadom kostanih gubitaka, pa duge pripreme sa in vitro fazom postaju
neprikladne. U retkim sluCajevima kada su se koristile sveze neindukovane MSCs za

formiranje grafta pokazali su se varijabilni ishodi, sa manje ili viSe uspesnosti. U ovoj studiji
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uz upotrebu neindukovanih mezenhimskih matic¢nih ¢elija iz masnog tkiva namera je bila da
se proveri oCekivana dobra ostegenetska svojstva NM i1 BO, a takode i da se simulira
zarastanje tkiva posle povrede, koriS¢enjem krvnog ugruska kao tkivnog lepka i stimulatora
zarastanja. Studija je zato nametnula potrebu za viSe kontrola koje su postavljene na istoj
kalvariji uz eksperimentalni graft koji je objedinio delovanje svih faktora trijade. Zato su kao
kontrola za eksperimentalni graft, koji je sastavljen od izolovanih ¢elija adipoznog tkiva
pomeSanih sa nano-kompozitnim materijalom ili Bio-Oss-om sjedinjenih pomocu krvnog
ugruska, sluzili: graft sacinjen od iseckanog masnog tkiva sa NM ili BO u BC, implantat

samo od NM ili BO, NM ili BO u BC i nepopunjeni defekt sa SR, kao opsta kontrola.

Dinamika ostegeneze u defektu je pracena MSCT skenerom na zivim zivotinjama, §to
je bila velika prednost u odnosu na neke tehnike mikro-CT, u kojima je bilo neophodno za
snimke zrtvovati Zivotinje. Zato je primenjeni eksperiment mogao da se uradi lakSe i na
manjem broju zivotinja. Sa druge strane, prednost primenjenog metodolosSkog pristupa je da
se moze ista zivotinja snimati viSe puta i1 pratiti isti graft (implantat) kroz vreme, odnosno
tokom trajanja eksperimenta. Ova tehnika pruza slicne mogucnosti koje su opisane i pri
koris¢enju tehnika MCTA (eng. microfocus computerized tomography analysis).”” Uspesna
reparacija koStanih defekata ovom tehnikom demonstrirana je na imuno-kompromitovanim

(eng. immuno-deficiency) Zivotinjama, kao §to su atimi¢ni miSevi (eng. athymic mice) '*”,

kao i na imuno-kompetentnim Zivotinjama kao §to su psi i ovee.”®”’

Porede¢i gustinu novostvorene kosti u procesu regeneracije 1 reparacije kalvarijalne
kosti na mestu nacinjenih defekata, koji su popunjavani razli¢itim po sastavu implantatima 1

graftovima, uocljivo je da postoji razlicit obrazac tih procesa.

Kao opsta kontrola, sluzio je nepopunjen defekt u kome se odvijala spontana
regeneracija (SR). U prva dva posmatrana perioda (prva i tre¢a nedelja), gustina kosti u ovom
defektu se nije znacajno menjala i iznosila je oko 6-8% od gustine zdrave kosti (Grafikon
4.13). Sest nedelja nakon formiranja defekta gustina kosti je dostigla oko 70% gustine
intaktne kosti. Ocigledno je dakle da, u periodu od tre¢e do Seste nedelje, spontana

regeneracija dozivljava drasti¢nu akceleraciju.

U odnosu na opstu kontrolu, graft sac¢injen od BO-ADSC pokazuje da upravo u tom

prvom periodu, do trec¢e nedelje od popune defekta, gustina tkiva je u nivou bliskom intaktnoj
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kosti §to moze biti veliki benefit u reSavanju ovakvog tipa defekta (Grafikon 4.13). Sa druge
strane, ostaje otvoreno pitanje zasto u periodu od tre¢e do Seste nedelje, kada spontana
regeneracija buja, u slucaju graftiranja sa BO-ASDC dolazi do velikog kolapsa koStane
gustine. Jedno od objasnjenja bi moglo da uzme u obzir ponaSanje implantata safinjenog
samo od BO u kojem koStana gustina permanentno pada kroz praceni period. Pad gustine
tkiva u slucaju implantacije BO moze da se objasni njegovom resorpcijom §to pokazuju i

histoloske slike na Cetiri i osam nedelja (Slika 4.45; Slika 4.63).

Ocekivana regeneracija kosti posebno u periodu od trece do Seste nedelje verovatno
nije mogla da se ostvari i zbog formiranja fibroznog tkiva na grani¢nim povrSinama izmedu
implantata i povrSine defekta Sto se vidi na histoloskim preparatima (Slika 4.70). Poznato je
da, ako se izmedju implantata i koStanog tkiva ostavi vec¢i prostor (materijal nije dobro
sabijen), dolazi do stvaranja hematoma koji se kasnije organizuje formirajuci vezivno tkivnu
strukturu 1 na taj nacin predstavlja mehanicku barijeru za integraciju implantata sa koStanim

tkivom.”®

Na taj nacin, analiziraju¢i dinamiku procesa u defektnoj kosti sa implantatima i
graftovima, moze se zakljuciti da period od tre¢e do Seste nedelje sa prisustvom ADSC
odlikuje intenzivna resorpcija bez adekvatne kompenzacije u regeneraciji. Sa druge strane, u
istom periodu, u defektu koji je popunjavan BO-CAT odvijaju se mnogo izrazeniji procesi
regeneracije u odnosu na procese resorpcije. Svakako je znacajan nalaz da u slu€aju popune
defekta samo sa BO-BC (Grafikon 4.13), u celom toku posmatranog perioda, balans izmedu

procesa resorpcije 1 regeneracije se odrzava na konstantnom nivou.

Istrazivaju¢i ulogu pojedinih bioloSkih komponenti koje su stavljane u meSavinu sa
nekim od nosaa moze se jasno uociti da je ona razliita upravo u zavisnosti od koris¢enog
nosaca. ADSC u kombinaciji sa bilo kojim nosa¢em u pocetnom periodu reparacije defekta
proizvode veliku tkivnu gustinu, a narocito u kombinaciji sa BO. Iz sprovedenih istrazivanja
moze se zakljuciti da primenjene mezenhimske stem celije iz masnog tkiva znacajno
unapreduju procese reparacije defekta. Sa druge strane, taj proces se zaustavlja u periodu od
tree do Seste nedelje kada se ADSC kombinuju sa NM (Grafikon 4.14), ili tkivna gustina

znacajno pada u ovom periodu kada su ADSC kombinovane sa BO (Grafikon 4.5).

Primena CAT sa NM doprinosi u prvih nedelju dana znacajno vecoj kostanoj gustini
nego ako je defekt ostavljen da spontano regeneriSe. Do tri nedelje CAT primenjena sa BO

doprinosi slabljenju tkivne gustine, a povecanju kada se primenjuje sa NM.
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Materijali u funkciji supstituenata kosti koris¢eni su i u kombinaciji sa punom krvlju
Sto je bilo najpribliznije patofizioloSkim uslovima reparacije povrede kosti sa krvarenjem.
Krv je pripremana tako da se stvori koagulum i usled toga Zelatinozna konzistencija imlantata
odnosno grafta. U hirurgiji se inace koriste komponente plazme da se napravi takozvani
fibrinski lepak, a u ovom istrazivanju krv je posluzila u istu svrhu. Takode, trombociti sa
plazmom se u poslednje vreme koriste za indukovanje regenerativnih i1 reparatornih procesa u
rekonstruktivnoj hirurgiji $to je i u slucaju primenjene krvi u ovom istrazivanju takode
evidentno. Zato imlantati sa krvlju delom objedinjuju svojstva i bioloske aktivnosti fibrinskog
lepka i1 trombocita. Kako su graftovi sa ADSC i CAT sadrzali punu krv, u razmatranju
reparacionih 1 regeneracionih procesa posle graftiranja moraju da se uzmu u obzir i moguci
efekti komponenti krvi. Krv u kombinaciji sa BO, u odnosu na sam BO, pokazuje povoljan
stimulatorni efekat na reparaciju defekta i posle Sest nedelja on je jo$ uvek veéi u odnosu na

SR (Grafikon 4.6).

Tkivo koje moze da bude dobar izvor MSCs je masno tkivo. Ono poseduje dovoljan
broj ovih ¢elija za klinicku 1 laboratorijsku upotrebu, lako je dostupno, a potencijal
diferencijacije, morfologija, fenotip i ekspresija gena ADSC veoma je slicna MSCs iz koStane
Sryj, 46:63.79-82

Primarna celularna komponenta masnog tkiva su adipociti, pri¢vr§¢eni na vlaknima
kolagena, ali su prisutne i druge celularne komponente koje pripadaju stromalno-vaskularnoj
frakciji u kojoj su glatkomiSi¢ne, endotelijalne celije, fibroblasti, krvne celije 1
preadipociti.*** U masnom tkivu takode se nalaze éelije sa fenotipskim karakteristikama
sliénim onim koje imaju mezenhimske mati¢ne ¢elije iz koStane srzi. [ jedne i druge pokazuju
proliferacioni potencijal i sli¢an obrazac povrsinskih markera. Lee et al.”® su pokazali da
postoji slicnost izmedu celija ADSCs 1 MSCs na osnovu analize gena 1 da je medusobna
razlika u ekspresiji gena manja od 1%. Zato oba tipa MSCs imaju i vrlo sli€an

diferencijacioni potencijal.

Tako 1 ADSCs se diferentuju kroz proces adipogeneze, hondrogeneze, osteogeneze i
miogeneze.*™”> Covan et al.*> utvrdili su da ADAS ¢elije rastu sedam puta brze od éelija
kostane srzi u laboratoriji. Takode, formiranje nove kosti nije u korelaciji sa brojem ¢elijskih
pasaza dokle god humane mati¢ne éelije zadrzavaju svoj proliferiguéi potencijal,* kao i da
zamrzavanje Celija ne uti¢e na osteogeni potencijal, $to umnogome olakSava njihovo

skladistenje.®’

110



U poredenju sa MSCs dobijenim iz koStane srzi, ADAS celije su lakSe dostupne,
procedura uzimanja pod lokalnom anestezijom je manje bolna, davajuca regija ne trpi
znaGajna oteCenja, a broj éelija koji se dobija tom prilikom je veliki i iznosi 4x10"¢elija u
100 cm’ aspirata masnog tkiva u odnosu na 1x10° éelija u 30 cm® aspirata ko3tane srzi. Masno

tkivo se zbog toga smatra jednim od povoljnijih izvora MSCs u odnosu na kotanu srz.”>*

Da bi se podstakla osteogena indukcija MSCs in vitro koriste se suplementi kao $to su
vitamin C, 1.25-Dihidroksivitamin D3, B-glicerofosfat i deksametazon.*®*> Deksametazon
stimuli§e proliferaciju MSCs i podrzava diferencijaciju osteogene loze,*”™ dok -
glicerofosfat takode ima vaznu ulogu u mineralizaciji i modulaciji osteoblastne aktivnosti.”'
Suplementi poput vitamina C 1 1.25-Dihidroksivitamina D3, koji se obi¢no koriste za
osteogenu indukciju, dovode do povecane ekspresije alkalne fosfataze i1 promovisu
proizvodnju osteokalcina.”® Osim toga, vitamina C je esencijalni vitamin ukljuden u
konverziju ostataka prolina u hidroksiprolin. Tokom osteogeneze, slobodni fosfati mogu
indukovati mRNA i proteinsku ekspresiju osteogenih markera kao $to je osteopontin.”

Fosfati takode imaju uticaj na povecanu proizvodnju klju¢nog gena u regulaciji osteogeneze

Cbfa-1.*

Pored ovih suplemenata, neki rezultati pokazuju znacajan uticaj retinoi¢ne kiseline
(RA) i kostanih morfogenetskih proteina (BMPs) u regulaciji osteogeneze i adipogeneze. >
Pokazano je da RA promovise diferencijaciju primarnih osteoblasta in vitro §to dovodi do
povecane ekspresije osteogenih gena i stvaranje kostanih depozita.” Slino RA, BMP-2 je
takode potentan induktor osteogeneze.”” Utvrdeno je da sam BMP-2 moZe da menja oba
markera za osteogenu i adipogenu diferencijaciju kod bipotentnih 3T3 preadipocita.”>”® U
prisustvu insulina, BMP-2 blago inhibira adipogenezu 3T3-F442A celija S§to dovodi do
smanjene akumulacije lipida.”> Ovi rezultati ukazuju da i RA i BMP-2 pojedinano poseduju
sposobnost da promoviSu osteogenezu inhibiraju¢i adipogenezu u celijama. Studija po
Skillington et al.”® je zapravo pokazala zajedni¢ko delovanje ovih faktora naglaiavajuéi

potencijalnu konvergenciju u regulaciji mezenhimskih ¢elija u procesu osteogene

diferencijacije na racun adipogeneze.

Formiranje osteoida uoceno je kada su osteoindukovane humane stem-celije (ADSCs)
zasadene na hidroksiapatit/tricalcijum-fosfatne podloge (HA/TCP-eng. hydroxyapatite/
tricalcium-phosphate) i implantirane subkutano imuno-deficijentnim (nude) misevima.’

Osteoindukovane ADSCs na apatitom prekrivenom nosatu PLGA kiselinom mogle su da
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repariraju defekt kritiéne veli¢ine na kalvariji miga®. Drugi autori sopitavaju da ADSCs u
kombinaciji sa zelatinskim gelom mogu da repariraju defekt nekriti¢ne veli¢ine na modelu

. X .99
zeca za period od Sest nedelja.

ADSCs zasadene na HA/TCP podlozi su se usmeravale na osteogenezu in vivo u

SCID migevima®’ §to je pokazalo da se ne razlikuje u odnosu na MSCs iz kostne srzi.'”

Kada su kori$¢ene autologne ADSCs u kombinaciji sa nosacem prekrivenim PLGA
kiselinom u reparaciji defekta kriticne veli¢ine na lobanji kuni¢a, uoCeno je da
osteoindukovane ADSCs pojacavaju stvaranje kostanog tkiva ako su zasejane na fibronektin

tretiranom PLGA nosacu.'”!

Ovi rezultati pokazuju da masno tkivo i ADSCs mogu biti dobar izbor celija za

inzenjering kosti.

Za koriS¢enje adipoznog tkiva mora se imati u vidu da njegova metabolicka aktivnost
varira, kao i njegov kapacitet za proliferaciju i diferencijaciju, Sto zavisi od lokacije depoa tog
tkiva, starosti i pola pacijenta.'”™'® U ovoj studiji je kori¢éeno lako dostupno masno tkivo u

intraskapularnoj regiji kunica.

KoriS¢enje zrelog autolognog masnog tkiva u plasti¢noj i rekonstruktivnoj hirurgiji je
bilo praéeno njegovom resorpcijom'® i kalcifikacijom.'” Iako ovo mogu biti nedostaci u
navedenoj primeni, upravo u ovakvom razvoju dogadaja sa implantiranim masnim tkivom
pokazana je dobra moguénost da takve mane u drugim primerima budu prevedene u korisne
osobine za potrebe reparacije kostanog tkiva. Resorpcija je jedna od klju¢nih karakteristika
materijala koji se koriste kao koStani supstituenti da bi se stvorio prostor za rast mladog

kostanog tkiva, a kalcifikacija je neophodna za stvaranje mineralnog dela matriksa kosti.

U dosada$njim istrazivanjima ADSC u svojstvu regenerativnih ¢elija za inZinjering
masnog tkiva koriiéeni su kao nosa¢i materijali na bazi kolagena tipa I'°’, nosa¢i na bazi

hijaluroni¢ne kiseline (eng. haluronic-acid based scaffold),'”’

nosaci koji nisu prozeti
poliglikoli¢nom kiselinom (eng. non-woven polyglycolic acid )'® i injektibilni nosa¢i od

poli- laktid-ko-glikoli¢ne kiseline.'”

Klju¢ni faktori za uspeSan tkivni inZinjering pomocu ADSCs su hemijski sastav
nosaca, 3D arhitektura i njegova mehanicka stabilnost.”" U ovoj studiji hemijski sastav je

prirodan sastojak matriksa kosti —hidroksiapatit, arhitektura je sastavljena od nano partikula
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koje su prirodno zacetna forma deponovanja hidroksiapatita u ekstracelularnom matriksu
(ECM) kosti, a mehanicko opterecenje, u modelu kriticne veliCine kranijalnog defekta nije

uslov za regeneraciju obzirom na vrstu kosti.

Postoje razli¢iti pristupi u koriS¢enju biomaterjala za tkivni inZinjering MSCs.
Biomaterijali mogu da se koriste kao sredstva za vodenje procesa proliferacije (ekspanzije)
MSCs, njihove diferencijacije, kao nosa&i za Celijsko snabdevanje i kao tkivni nosa&i.®
Pristup u ovom istrazivanju je bio da se na najednostavniji nafin primene partikule nano-
kompozitnog materijala i ADSCs u tkivnom inzinjeringu kosti. Kori$¢eni graftovi i implantati
su spremani u obliku paste, i u tom smislu najviSe su odgovarali tipu injektibilnog grafta, s
tim da ADSCs frakcija nije bila inkapsulirana nego direktno umesana u biomaterijal.” Inage,

pristup reSavanju critical size defekta jeste upotreba injektibilnog grafta.

PLGA preko apsorbovanog kolagena tipa-I ima sposobnost da veze MSCs.'"" U
primenjenom graftu kolagen tipa I je mogao biti sintetisan od strane vezivnotkivnih ¢elija Sto

je vidljivo na histoloskim preparatima (Slika 4.47; Slika 4.60).

Nanopartikule su u graftu organizovale uglavnom vrlo finu mrezastu strukturu sa

veli¢inom okaca te mreze koja odgovara dimenzijama lakuna osteocita (Slika 4.66).

Topografija biomaterijala, koja podrazumeva specifiéne povrSinske obrasce je
posebno bitna za usmeravanje Celijskih prekusora ka osteoblastima. Hidroksiapatit poseduje
takav jedinstven obrazac povrSine koji je prepoznatljiv za celije koStanog tkiva. Zato su
verovatno i osteoblasti ¢elije koje su vrlo senzitivne u interakciji sa svojom sredinom. To je

bio vazan razlog da se kao matriksni materijal koristi hidroksiapatit.'"!

Ekspresija osteoblasnog fenotipa je posebno izraZzena na povrSinama sa kalcijum

fosfatom,” a nano materijal je bio kompozit iji je sastojak kalcijum fosfat. Takode, PLGA,

koji je bio deo nano kompozita, pojadava osteoblastnu uravnotezenost na povrsini.' 2

Preparati HA Cestica mogu se Ciniti sliénim po hemijskoj formuli, ali ipak, njihov
nacin sinteze 1 obrade moze dati preparate vrlo razli€itih fizicko-hemijskih osobina 1

biokompatibilnosti.

Poznato je da HA adsorbuje fibronektin i vitronektin koji su ligandi za adhezivne

receptore i od znalaja su za adheziju MSCs i osteoblasnih prekusora.'”> U eksperimentu
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fibronektin 1 vitronektin kao sastojci krvi su mogli da se vezu za HA partikule u ovoj
mesSavini.

Kada su HA partikule u kompozitnom materijalu, one favorizuju kontakt sa

114,115

osteoblastima. Takodje, adhezivna svojstva koja dovode do vezivanja za kost su

pojacana kada su CP partikule bile kombinovane sa polimerom.''®

Degradacijom HA nastaje alkalna sredina koja omogucuje mineralizaciju
ekstracelularnog matriksa od strane osteoblasta. Sa druge strane, bazna mikrosredina takode
podstice formiranje osteoblasnog fenotipa iz prisutnih prekusora, kao i regrutovanje okolnih

. qee . . .. 11
éelija za osteogeni proces tokom osifikacije.'”

Bez stimulacije regeneracije, spontana regeneracija se izvodi na granicama defekta i
odatle se nova kost Siri popunjavajuc¢i defekt (Slika 4.55; Slika 4.75). U ovoj studiji je

pokazano da rast kosti moze da se pojavi 1 unutar defekta, bez kontakta sa originalnom kosti.

Posto su mehanicki stimulusi uslov za osteogenu aktivnost, nanomaterijal, koji ima
vecu gustinu pakovanja od mikromaterijala, moze mehanicki da deluje snaznije na

progenitorne Celije, nego mikrohidroksiapatitne partikule.

Prisustvo HA u graftu moze da objasni dobro vezivanje implantiranog materijala za
kost''® (Slika 4.8; Slika 4.13—b; Slika 4.45).

Dobijeni rezultati da dolazi do stvaranja novih krvnih sudova u implantatu u prisustvu
masnog tkiva se mogu tumaciti regrutovanjem celija za vaskulogenezu i rast krvnih sudova,

kao §to su endotelijalne ¢elije''®

(Slika 4.41; Slika 4.59). InacCe, nadeno je da implantirane
maticne celije iz masnog tkiva ubrzavaju neovaskularizaciju i epitelizaciju u procesu
regeneracije traheje.'’” Verovatno, sli¢ni mehanizmi dovode do povoljnog efekta na
osteogenezu 1 kada se ADSCs primene u graftovima za regeneraciju kalvarijalne kosti. Nacin
kako ADSCs deluju stimulatorno na vaskularizaciju tkiva moze biti preko njihove produkcije
faktora rasta za krvne sudove. Naime, nadeno je da mati¢ne Celije iz masnog tkiva pripojene
za poliuretansku podlogu dramati¢no povecavaju produkciju VEGF u poredenju sa

fibroblastima in vitro, 1 da ove Ccelije takode produkuju 1 povecavaju gustinu

mikrovaskularizacije u okolnom tkivu kada su implantirane subkutano kod pacova.'*’

KoriS¢enje krvnog koaguluma u aktuelnom eksperimentu je obezbedilo i
delovanje fibrina, a takode i delovanje aktiviranih trombocita kao izvora faktora rasta. Inace

fibrinski gel moze da deluje tako da pojadava aktivnost endotelijalnih ¢elija'?', kao i da
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promovise proliferaciju i migraciju glatkomisiénih ¢elija'?, §to je uslov za
neovaskularizaciju. Adhezivna aktivnost ADSCs se vr$i dobrim delom preko vezivanja za
fibronektin, koji je sastojak ekstracelularnog matriksa vezivnih tkiva ukljucujuéi i samu krv.
Pri tome, jako je vazna koncentracija fibrina, jer velika koncentracija pojacava adhezivnost

ADSCs, a time spre¢ava njihovu mobilnost.'*?

Odavno postoje zapazanja da adipozno tkivo promovise zarastanje i da stimuliSe
neovaskularizaciju roZnjate oka.'** ZapaZeno je kada se implantat postavi subkutano, ako
nema masnog sloja, oko implantata se napravi debela fibrozna kapsula sa redukovanom
vaskularizacijom. Nasuprot tome, oko implantata u podkoznom masnom tkivu fibrozna
kapsula je tanka i dobro vaskularizovana, $to zna¢i da masno tkivo jako redukuje reakciju
organizma na strano telo.'?’ Razvijenija mikrovaskulatura u tkivu oko implantata obezbeduje
bolji transport supstanci a time i zdravije tkivo. Mehanizam koji moze da bude ukljucen u
ovu pojavu su citokini koji smanjuju reakciju organizma na strano telo i podsticu

neovaskularizaciju, i da oni mogu da budu produkti ADSCs.*>'*

Vazan citokin koji je produkt ADSCs je VEGF. Poznato je da VEGF deluje anti-
inflamatorno, provaskularno i da podsti¢e zarastanje. VEGF in vivo deluje u jako niskim
dozama (pikogram/mililitar) indukujuéi formiranje krvnih sudova i stabiliguéi ih.'** Takode
ADSC je znacajan izvor IL-6, pored drugih ¢elija (monociti, fibroblasti, endotelijalne celije),
a za njega je poznato da deluje proinflamatorno, ali u sinergizmu sa drugim citokinima
stimuli$e proliferaciju multipotentnih hematopoetskih progenitora.'*’ Kako je vazna funkcija
kostanog tkiva 1 njegova hematopoetska aktivnost ovaj potencijal ADSCs moze biti dragocen

za formiranje kosti kao organa u potpunosti.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu postavljenih ciljeva, primenjene metodologije i dobijenih rezultata moze se
zakljuciti sledece:

e Potpomognuta regeneracija zavisi od vrste biomaterijala u funkciji koStanog zamenika

kao 1 od bioloskih komponenti koje se sa njim kombinuju;

e Upotreba samog Bio-Oss-a u svojstvu implantata viemenom dovodi do kolapsa koStane

gustine;

e Ako se Bio-Oss koristi kao nosac u graftovima ¢ije su komponente masno tkivo ili puna

krv onda znacajno doprinosi povecanju i odrzavanju kosStane gustine;

e Nanopartikule PLGA su se pokazale kao dobar nosa¢ za mezenhimske ¢elije masnog

tkiva u regeneracji kalvarije;

e Upotreba nano-kompozitnog materijala povecava koStanu gustinu iskljuc¢ivo kada se

koristi kao nosa¢ za ADSCs;

e Kombinovanje svezih neindukovanih ADSCs sa nanopartikulama u krvnom ugrusku

poseduje osteogeni potencijal za brzu inicijaciju regeneracije kosti;

e Pristup u vodenoj regeneraciji kosti sa koriS¢enjem svezih neindukovanih ADSCs se
pokazao kao obecavaju¢i metod zbog povoljnog efekta na regeneraciju kosti i svoje

jednostavne primene;

e Za primenu ADSCs i masnog tkiva su potrebna dalja istrazivanja kako bi se ovi postupci

unapredili 1 optimizovali.
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SAZETAK

Reparacija koStanih defekata koji su nastali kao posledica traume, resekcije tumora ili
kongenitalnih anomalija jo§ uvek je veliki izazov za hirurge. U novije vreme, tkivni
inZenjering (TE) baziran na primeni mezenhimskih mati¢nih ¢elija (eng. MSCs) je pristup
koji dosta obecava u regeneraciji kostiju. Posebno bogat izvor MSCs je masno tkivo.
Dosadasnji pristup koris¢enja mezenhimskih mati¢nih ¢elija iz masnog tkiva (eng. ADSCs) i
mati¢nih ¢elija uopste u TE i u regenerativne svrhe se karakteriSe ekspanzijom ovih ¢elija in

vitro, a zatim sadenjem ¢elija na nosace i njthovom implantacijom.

Posto je pokazano da sredina bogata hidroksiapatitom, kao $to je i prirodna kost, moze
biti dobra mikrosredina za diferencijaciju ADSCs u osteoblaste, pretpostavljeno je da se ovim
¢elijama u takvoj sredini i u organizmu mogu obezbediti uslovi za diferencijaciju u osteogene

celije.

Cilj ovog rada je bio ispitati ulogu masnog tkiva u regeneraciji defekta kosti na
modelu defekta kalvarije kuni¢a na dva nacina, izolovanjem mezenhimske frakcije celija bez
prethodne kultivacije in vitro 1 primenom usitnjenog celog masnog tkiva. Takode, cilj je bio
ispitati ulogu komercijalnog zamenika kosti (Bio-Oss) 1 nanomaterijala CP-PLGA (kalcijum-

fosfat-poli-DL-laktid-ko-glikolid) u funkciji razli¢itih nosaca ¢elija i tkiva.

Istrazivanje je obuhvatilo dvadeset eksperimentalnih Zivotinja podeljenih u cetiri
grupe po pet zivotinja u svakoj. U prvoj i trecoj grupi kao nosac izolovanih ¢elija koris¢en je
Bio-Oss (mineralni matriks govede kosti), a u drugoj 1 Cetvrtoj grupi kao nosac je upotrebljen
nanomaterijal CP-PLGA. Na kalvariji svakog kuni¢a napravljena su 5 defekta od kojih su
cetiri punjena pripremljenim graftovima i implantatima a peti defekt je ostajao nepopunjen i
predstavljao je spontanu regeneraciju. Proces stvaranja koStanog tkiva u napravljenim
defektima i njegova gustina praceni su radiografski pomocu MSCT—64 skenera i to posle I,
IIT 1 VI nedelje od popunjavanja defekata. Polovina od ukupnog broja Zivotinja (I 1 II grupa)
zrtvovana je nakon cetiri nedelje, a ostatak (III i IV grupa) nakon osam nedelja od

popunjavanja defekata.

Nadeno je da stepen osteogenetskog procesa u ispitivanim graftovima zavisi od vrste

biomaterijala koriS¢enih u svojstvu nosaca ¢elija i tkiva, kao i od bioloskih komponenti koje
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se sa njim kombinuju. Upotreba Bio-Oss-a u svojstvu implantata vremenom dovodi do
kolapsa koStane gustine. Ako se Bio-Oss koristi kao nosa¢ u graftovima ¢ije su komponente
masno tkivo ili puna krv onda znacajno doprinosi povecavanju i odrzavanju koStane gustine.
Nanomaterijal CP/PLGA se pokazao kao dobar nosa¢ za mezenhimske mati¢ne ¢elije masnog
tkiva u regeneraciji kalvarije. Upotreba nanomaterijala povecava kostanu gustinu isklju¢ivo
kada se koristi kao nosa¢ za ADSC. Kombinovanje svezih neindukovanih ADSC sa

nanomaterijalom u krvnom ugrusku dovodi do brze inicijacije regeneracije kosti.

Pristup u potpomognutoj osteoregeneraciji koji se bazira na koriS¢enju svezih
neindukovanih ADSC se pokazao kao obecavaju¢i zbog povoljnog efekta na regeneraciju
kosti 1 svoje jednostavnosti. Za konacnu primenu ADSC i masnog tkiva u regenerativne svrhe

potrebna su dalja istrazivanja kako bi se ovi postupci unapredili i optimizovali.
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SUMMARY

Repair of bone defects that arise as a result of trauma, tumor resection, or congenital
anomalies is still a big challenge for surgeons. More recently, tissue engineering (TE) based
on the use of mesenchymal stem cells (MSCs) is an approach that seems promising in the
regeneration of bone. Particularly rich source of MSCs is adipose tissue. Current approach of
using mesenchymal stem cells from adipose tissue (ADSCs) and stem cells in general, in the
tissue engineering and regenerative purposes is characterized by the expansion of these cells

in vitro, and then planting of cells on carriers and their implantation.

Since it has been shown that an environment rich in hydroxyapatite, as well as a natural
bone, can be a good microenvironment for differentiation of ADSC into osteoblasts it was
assumed that those cells in such an environment in the body can provide conditions for the

differentiation into osteogenic cells.

The aim of this study was to investigate the role of adipose tissue in regeneration of bone
defects in the rabbit calvaria defect model in two ways, by isolating mesenchymal stem cell
fraction and application without precultivation in vitro, and the application of whole adipose
tissue cut into small pieces. Also the aim was to examine the role of commercial bone deputy
(Bio-Oss) and nanomaterial CP-PLGA (calcium phosphate-poly-DL-lactide-co-glycolide) in

the function of different cell carriers and tissues.

The research included twenty experimental animals separated into four groups of five
animals in each. In the first and the third group Bio-Oss (bovine bone mineral matrix) was
used as a carrier of isolated cells and in the second and the fourth group nanomaterial CP-
PLGA was used as a carrier. On calvaria of each rabbit five defects were made from which
four were filled with prepared grafts and implants and the fifth defect remained unfilled and
represented a spontaneous regeneration. The process of creating bone tissue and bone density
in defects were observed radiographically using MSCT-64 scanner after I, III and VI week of
filling defects. Half of the animals (group I and II) were sacrificed after four weeks, and the

rest (group III and IV) after eight weeks of filling defects.

It was found that the degree of osteogenic process in the tested grafts depends on the type
of biomaterial used as a carrier of cells and tissues, as well as biological components that are

combined with it. The use of Bio-Oss in the role of the implant eventually leads to the
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collapse of bone density. If Bio-Oss is used as a carrier in the grafts whose components are
fat or whole blood then contributes significantly to the increasing and maintaining bone
density. Nanomaterial CP / PLGA proved to be a good carrier for adipose-derived
mesenchymal stem cells in regeneration of calvaria. The use of nanomaterials increases bone
density only when used as a carrier for the ADSC. Combining fresh non-induced ADSC with

nanomaterials in blood clots leading to rapid initiation of bone regeneration.

Approach to assisted osteoregeneration which is based on the use of fresh non-induced
ADSC has proven to be promising due to the favorable effect on bone regeneration and their
simplicity. For the final application of ADSC and adipose tissue in regenerative purposes

requires further research in order to improve these processes and optimize them.
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