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BIOLOSKA AKTIVNOST KOMPOZITNIH CELIJSKIH NOSACA NA BAZI
VISOKOPOROZNIH HIDROKSIAPATITA | NJIHOV UTICAJ NA TKIVNO
INZENJERSTVO KOSTI

Tkivno inZenjerstvo koStanog tkiva se u ovom veku razvilo u jedno od
glavnih polja istrazivanja u regenerativnoj medicini. Ono predstavlja alternativni
pristup u odnosu na konvencionalne koStane transplantate. Osnovni cilj ove
vrste terapije je da popravi, regeneriSe i rekonstruiSe oSteceno ili boleScu
zahvaceno tkivo. Osnovu tkivnog inZenjerstva cine Ccelijski nosaci Kkoji
predstavljaju razne vrste biomaterijala sposobnih da ucestvuju u regeneraciji
kosStanog tkiva. Veliki broj materijala je istrazivan i analiziran sa ciljem da se
koristi kao éelijski nosa& na koji bi mogle da se zasejavaju éelije. Celijski nosa&
koji bi tim ¢elijama omogucio rast, proliferaciju i njihovo unoSenje u defekte kosti
nakon Cega bi novostvoreno tkivo preuzimalo strukturu i funkciju obolelog dela
tkiva. Hidroksiapatiti i drugi kalcijum fosfatni materijali imali su Siroku upotrebu
kao koStani zamenici viSe od dve decenije. Zbog loSih mehanickih osobina
poroznih hidroksiapatita dosSlo je do ograniCenja njihove primene. U slucaju
kada se kombinuju u kompozitne materijale sa odgovarajucim
polimer/biopolimer tankim filmovima, porozni hidroksiapatiti dobijaju optimalne
osobine potrebne celijskim nosacCima, koje mogu pruziti odlicne uslove za
infiltraciju, rast i aktivnost €elija neophodnih u tkivhom inZenjerstvu kosti.

Osnovni cilj doktorske disertacije bio je izvrSiti karakterizaciju, ispitati
biokompatibilnost i biofunkcionalnost poroznog hidroksiapatita dobijenog
modifikovanom hidrotermalnom metodom(pHAP), poroznog hidroksiapatita
dobijenog modifikovanom hidrotermalnom metodom u kombinaciji sa PLGA
(PHAP+PLGA) i poroznog hidroksiapatita dobijenog modifikovanom
hidrotermalnom metodom u kombinaciji sa metforminom (pHAP+metformin).

Istrazivanje je podrazumevalo karakterizaciju ispitivaninh materijala uz
pomocC Fourier transform infracrvene spektroskopije (FTIR), metodom rentgen
difrakcije (XRD), metodom atomski forsirane mikroskopije (AFM), analizom
skening elektronske mikroskopije (SEM) i BET metodom. Biokompatibilnost je
ispitivana pomoc¢u MTT testa (indirektni kontakt ispitivanih materijala sa
Celijskom kulturom L 929 fibroblasta), LDH testa (direktni kontakt ispitivanih
materijala sa cCelijskom kulturom L 929 fibroblasta) i testom kutane iritacije.
Biofunkcionalnost ispitivanih  materijala bila je istrazivana njihovom
implantacijom u defekte kriticnhe veliCine od 6 mm u predelu kalvarije kunica.
Nakon 12 nedelja Zivotinje su bile Zrtvovane, a uzorci tkiva su obradeni za
patohistolosku analizu. Optickom mikroskopijom kvantitativno i kvalitativho
obradivani su sledeci parametri: veliCina defekta, prisustvo dzinovskih celija,
prisustvo  neoangiogeneze, prisustvo bazofila, postojanje  znakova
nespecificnog zapaljenja u tkivu, pojava novostvorene Kkosti, prisustvo
fibroplazije u tkivu i procenat mineralizacije.



Rezulati istrazivanja pokazuju da su ispitivani Celijski nosaci bili savrSeno
dizajnirani i da su imali idealnu morfologiju povrSine koja je uticala na nacin
deponovanja hidroksiapatita kao i na aktivnost povrSine materijala neophodne
za Celijske nosace. Ispitivani materijali pokazali su postojanje citotoksi¢nosti u
indirektnom kontaktu sa kulturom celija, ali i da su njihove povrSine u direkthnom
kontaktu sa kulturom Ccelija pogodne za adheriranje celija i za njihovu
proliferaciju i da se odlikuju karakteristikama koje omogucavaju rast cCelija.
Rezultati testa kutane iritacije pokazali su da ni jedan od ispitivanih materijala
ne izaziva iritaciju i da se mogu smatrati neiritirajuim pa su iz tog razlog
pogodni za primenu u in vivo uslovima. Porozni hidroksiapatit i kompozitni
Celijski nosaC pHAP sa PLGA doveo je do stvaranja nove kosti uz znacajno
prisustvo mineralizacije u defektima kriti¢ne veli€ine kalvarije kuni¢a. pHAP sa
PLGA se pokazao, na osnhovu ovog istrazivanja jednak, a po nekim
parametrima i bolji od primenjenog zlathog standarda BioOss-a. pHAP sa
metforminom nije pokazao oCekivane rezultate.

Istrazivanje je pokazalo da pHAP sa PLGA u daljim eksperimentima
moze da posluzi kao osnova za dobijanje Ccelijskog nosaCa u tkivhom
inZenjerstvu kosti i da omogudi vezivanje osteoblasta ili nekog od prekursora
osteoblasta, njihov rast i diferencijaciju.

Kljucne reci: tkivno inZzenjerstvo kosti, Celijski nosaci, porozni hidroksiapatit,
polilaktidkoglikolid, metformin

NaucCna oblast: StomatoloSke nauke
UZa naucna oblast: Celijski nosaci

UDK broj: 615.46:616.71-003.93(043.3)



BIOLOGICAL ACTIVITY OF THE COMPOUND SCAFFOLDS BASED ON
HIGHLY POROUS HYDROXYAPATITE AND THEIR INFLUENCE ON BONE
TISSUE ENGINEERING

Since the beginning of this century the bone tissue engineering has
developed into one of the essential research fields in reconstructive medicine,
as an alternative approach compared with the conventional bone transplants.
The main objective of this kind of therapy is to repair, regenerate and
reconstruct the damaged or disease-stricken tissue. Tissue engineering is
based on scaffolds which are of various biomaterials capable of participating in
the process of bone tissue regeneration. A great number of materials has been
researched and analyzed so as to be used as a scaffold for cell seeding.
Therefore, the scaffold would enable those cells to grow, proliferate and
penetrate the bone defects, whereupon the new tissue would take over the
structure and function of the damaged tissue. Hydroxyapatites and other
calcium phosphate materials were widely used as bone replacements for more
than two decades. However, the poor mechanical features of porous
hydroxyapatites led to their limited use. In case when they are combined into
the compound materials together with polymer/biopolymer thin films, the porous
hydroxyapatites acquire optimal characteristics required by scaffolds, which can
offer excellent conditions for cell infiltration, growth and activity which is
necessary in bone tissue engineering.

The main objective of the doctoral dissertation was to carry out the
characterization, examine the biocompatibility and biofunctionality of porous
hydroxyapatite created by the modified hydrothermal method (pHAP), porous
hydroxyapatite created by the modified hydrothermal method in combination
with PLGA (Phap + PLGA) and porous hydroxyapatite created by the modified
hydrothermal method in combination with metformin (pHAP + metformin).

The research included the characterization of the tested materials by
means of Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray distraction
method (XRD), atomic forse microscopy method (AFM), scanning electorn
microscopy analysis(SEM) and BET method. Biocompatibility was examined by
MTT test (indirect contact of the tested materials with the cell culture L 929
fibroblasts), LDH test (direct contact of the tested materilas with the cell culture
L929 fribroblasts) and test of local effects on skin in rabbits. Biofunctionality of
the examined materials was researched by their implatation into defects of
critical size of 6mm in the region of parietal bone in rabbits. After 12 weeks the
animals were sacrifised, and tissue samples were prepared for pathohistological
analysis. By means of the optical microscopy the following parametres were
determined both quantitatively and qualitatively: the size of the defect, the
presence of giant cells, the presence of neoangiogenesis, the presence of
basophils, the presence of nonspecific inflammation in the tissue, the
appearance of the newly created bone, the presence of fibroplasia in the tissue
and the percentage of mineralization.



The results showed that the examined scaffolds were perfectly designed
and they had the ideal surface morphology which had an impact on how the
hydroxyapatite deposit as well as on the material surface activity necessary for
scaffolds. The examined materilas indicated the presence of cytotoxicity in
indirect contact with cell culture, but also showed that their surfaces, in direct
contact with cell culture, are suitable for cell adhering and their proliferation, and
furthermore, they have features which enable the cell growth. The results of
the test of local effects on skin in rabbits, showed that none of the examined
materilas causes irritation and can be considered as non-irritating, so due to
that fact they are suitable for in vivo application. The porouse hydroxyapatite
and compound scaffold pHAP with PLGA led to the creation of the new bone
together with considerable presence of mineralization in critical sized defects.
According to this reasearch, pHAP with PLGA has proved to be equal, and to
certain parameters, even better than the applied BioOss® golden standard.
pHAP with metformin did not show expected results.

The research has shown that, in further experiments, pHAP together with
PLGA can be the basis for generating the scaffold in bone tissue engineering
and provide settlement of osteoblasts or any of osteoblast precursors, their
growth and differentiation.

Key words: bone tissue engineering, scaffolds, porous hydroxyapatite, poly
(lactic-co-glycolic acid) (PLGA), metformin

Scientific field: Dentistry
Scientific field Specalized: Scaffolds

UDC: 615.46:616.71-003.93(043.3)
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1.UvOD

Problem gubitka koStanog tkiva je predmet izuCavanja razliCitih oblasti
medicinskih nauka, sa zajednickim ciljem da se omoguci njegova nadoknada. U oblasti
oralne i maksilofacijalne hirurgije, nadoknada kosStanih defekata nastalih nakon
operacija tumora, cista, kominutivnih fraktura kostiju licai vilica, kao i nakon infekcija
koStanog tkiva, predstavlja poseban izazov s obzirom da osim funkcionalnog ima i
estetski znaCaj za pacijenta. Cvrsti zamenici kosti koji se koriste u cilju nadoknade
defekata koStanog tkiva su implantacioni ili transplantacioni materijali, humanog,
zivotinjskog ili sintetskog porekla koji mehanicki popunjavaju defekte kosti a sa svojim
osteokonduktivnim, osteoinduktivnim i osteogenetskim karakterom omogucavaju bolje
zarastanje. Zamenici kosti se dele na autogene, alogene, ksenogene, aloplasti¢ne
zamenike, faktore rasta i kompozite, odnosno kombinacije viSe zamenika razliCitih
vrsta. Ni jedan od navedenih kosStanih zamenika u funkciji nadoknade i regeneracije
koStanog tkiva nije se pokazao kao idealan. U poslednjoj deceniji intenzivno se razvija
nova grana medicine, tkivno inZenjerstvo. Terapijski pristup trajne zamene obolelog
tkiva sintetickim materijalima, u mnogim poljima potisnut je celijskom ili genskom
terapijom ili razliCitim metodama tkivnog inzenjerstva.

Tkivno inZenjerstvo koStanog tkiva se u ovom veku razvilo u jedno od glavnih
polja istraZzivanja u regenerativnoj medicini. Procenjuje se da svake godine u svetu oko
milion pacijenata ima potrebu za razne tretmane kostanih defekata. Tkivno inzenjerstvo
kosti predstavlja alternativni pristup u odnosu na konvencionalne kostane transplantate.
Osnovni cilj tkivnog inZenjerstva je da popravi, regenerie i rekonstruiSe osteceno ili
boleS¢u zahvaceno tkivo. Osnovu tkivnog inzZenjerstva Cine Celijski nosaCi Koji
predstavljaju razne vrste biomaterijala sposobnih da ucestvuju u regeneraciji koStanog
tkiva

Predmet doktorske disretacije je ispitivanje bioloSke aktivnosti kompozitnih
Celijskih nosaCa na bazi visokoporoznog hidroksiapatita kao i njihov utica na tkivno
inZenjerstvo koStanog tkiva koriséenjem aktuelne i objektivne metodologije. U kratkoj
ali bogatoj istoriji tkivnog inzenjerstva kosti, veliki broj materijala je istrazivan i
analiziran sa ciljem da se koristi kao Celijski nosa¢ na koji bi mogle da se zasejavaju

éelije. Celijski nosa¢ koji bi tim ¢elijama omogucio rast, proliferaciju i njinovo uno3enje



u defekte kosti nakon Cega bi novostvoreno tkivo preuzimalo strukturu i funkciju
obolelog dela tkiva. Hidroksiapatiti i drugi kalcijum fosfatni materijali imali su Siroku
upotrebu kao kosStani zamenici viSe od dve decenije. Zbog loSih mehanickih osobina
poroznih hidroksiapatita doslo je do ograniCenja njihove primene. U slucaju kada se
kombinuju u kompozitne materijale sa odgovaraju¢im polimer/biopolimer tankim
filmovima, porozni hidroksiapatiti dobijgju optimane osobine potrebne celijskim
nosaCima, koje mogu pruziti odlicne uslove za infiltraciju, rast i aktivnost celija

neophodnih u tkivnom inZenjerstvu kosti.



2.PREGLED LITERATURE

2.1.KOSTANO TKIVO

Kost je dinami¢no visoko vaskularizovano tkivo sa jedinstvenom sposobno$éu
da zarasta i remodeluje se bez ostavljanja oZiljka(1,2). Kostano tkivo obezbeduje
mehaniCku stabilnost skeletu koja mu je potrebna zbog optereCenja, kretanja i zbog
zastite vitalnih organa. Kost sluzi i kao rezervoar mineralnih materija i ima vaznu ulogu
u homeostazi kalcijuma u organizmu. KoStana srz je mesto gde se stvaraju eritrociti,
pojedine vrste leukocita i trombociti. Zahvaljujuéi svojoj slozenoj gradi kost je u stanju
da odgovori na ovako razliCite funkcionalne zahteve koje ima u organizmu ki¢menjaka.

Dobro razumevanje strukture i ¢elijskih komponenti kostanog tkiva je preduslov

za razumevanje procesa tkivnog inzenjerstva kosti.

2.1.1.GRADA KOSTI

Na makroskopskom nivou kostano tkivo je organizovana kao:
trabekularna kost - sistem grade spongiozne kosti, visoko porozna, sa
visokom koncentracijom krvnih sudova i Celija, niske gustine sa slabim
mehanickim osobinama
kompaktna kost - sistem grade kortikalne kosti, vrlo malo porozna, sa
malo krvnih sudova i Celija, visoke gustine, odlicnih mehanickih osobina
U zavisnosti od medusobnog odnosa spongiozne i kompaktne kosti kao i po
njihovom spoljasnjem izgledu kosti koje saCinjavaju skelet dele se na:
cevasteili tubularne kosti
kratke kosti
pljosnate kosti
duge kosti

2.1.2STRUKTURA KOSTANOG TKIVA

Kost se strukturno deli na periost, korteks, endost i medularni kanal.



Periost je membranozni omotac spoljne povrsine kosti, slabo vezan za nju osim
na mestima pripoja tetiva, miSi¢a i zglobnih kapsula. Sastoji se od spoljadnjeg i
unutradnjeg sloja. Spoljasnji sloj je fibrozan, ¢vrs¢i i bogat krvnim sudovimai nervnim
zavrSecima. Unutrasnji sloj sadrzi veliki broj osteogenih Celija koji obezbeduju apofizni
rast kosti. Periost je vezan za korteks pomocu Sherpey-evih vlakana.

Korteks predstavlja kompaktnu kost i Cini ga osnovna jedinica osteon ili
Haversov sistem. Osteon je cindricnog oblika dijametra od 200 do 250 um paraelno
postavljen sa osovinom kosti i sastoji se od 5 do 20 koncentricno poredanjih koStanih
lamela debljine 3 do 7 ym u Cijem se centru nalazi neuro-vaskularni kanal Havers-ov
kanal(3). U osteonu se paralelno sa lamelama nalaze osteociti, takode kruzno
postavljeni oko Havers-ovog kanala, medusobno povezani citoplazmati¢nim
produzecima. Iz periosta u Haversov kana prodiru krvni sudovi kroz transverzalne
nutritivne Volkmanove kanale.

Endost je tanak sloj celijsko-vezivnog tkiva koji ucCestvuje u procesima
osteogeneze i hematopoeze.

Medularni kanal ograniCava spongioznu kost, a samo spongiozno tkivo
saCinjavaju medusobno povezane i ukrstene trabekule koje ograniCavaju sistem lakuna

ispunjenih koStanom srZi.

2.1.3.SASTAV KOSTANOG TKIVA

Kostano tkivo se sastoji od:
koStanih celija

meducelijske supstance kosti

Postoje tri tipa kostanih Celija:

Osteoblasti - mononuklearne , specijalizovane, ne terminalno diferentovane
Celije porekla mezenhimalnih maticnih Celija, sa naglaSenom anabolickom aktivnoscu,
veliine oko 30 ym i sa jedrom okruglog oblika koje je ekscentricno postavljeno(4).
Produkuju osnovne sastojke organskog matriksa koStanog tkiva: proteinske molekule,
od kojih se u ekstracelularnom prostoru stvargju kolageni fibrili, zatim
mukopolisaharide, akanu fosfatazu, osteokalcin i osteonektin. Imau uticgja na
regulaciju aktivnosti osteoklasta.



Osteociti - nabrojnije Celije u koStanom tkivu i predstavljgju terminalno
diferentovane osteoblaste. To su okrugle i tamne cCelije koje se nalaze okruZzene
koStanim lamelama koje medusobno i sa okolnom supstancom komunicirgu
citoplazmati¢nim produzecima. Njihova osnovna uloga je odrZavanje homeostatske
regulacije minerala iz kosti, pre svih kalcijuma i fosfora Smatra se da deluju kao
mehanosenzorne Celije koje upucéuju osteoklaste gde i kada da resobuju kost i aktiviraju
osteoblaste gde i kada da stvore kost(4).

Osteoklasti - mnogojedarne dzinovske celije, porekla hematopoeznih matic¢nih
¢elija, veliCine do 100 um, Ciji je osnovni zadatak resorpcija kosti. Osteoklasti poseduju
jedinstven i efikasan mehanizam razlaganja neorganskog dela matriksa kosti organskim
kiselinama i organskog dela matriksa kosti proteolitiCkim enzimima (5). Zaedno sa
ostalim Celijama ucCestvuje u odrZavanju homeostaze koStanog tkiva. Mesta aktivnosti
osteoklasta karakteriSe se prisustvom kostanih lakuna - Howship-ove lakune.

Meducelijska supstanca predstavlja kompleksan matriks koji se sastoji od:

Neor ganska mineralizovana komponenta - sastoji se od mineralnih soli koje
se u kostima javljaju u heksagonalnoj kristalnoj formi hidroksiapatita (Caqo[ PO4]6[ OH] )
dimenzija 50 nm x 25 nm x 2,5 nm(6). Po sastavu mineralnu kost €ini 85% kalcijum i
fosfor, 10% kalcijum karbonat, 5% kalcijum hlorid i magnezijum sulfat i u neznatnim
koliCinama soli natrijuma, kalijuma. Mineralna komponenta kosti odgovorna je za

tvrdoCu koju kostano tkivo poseduje.

Organska nemineralizovana komponenta - NajveCi deo, oko 95% organskog
sastava meducelijske supstance, Cine tip | kolagena vlakna. Makromolekule
aminokiselina koje se stvargju u osteoblastima izluCuju se u ekstracelularni prostor gde
se pod destvom enzima organizuju u kolagene fibrile(7). Na nanostrukturnom nivou
kolageni fibrili sastoje od po tri medusobno u heliks uvijena kolagena molekula duZzine
1000 aminokiselina. Organsku komponentu Cine i glikoproteini, proteoglikani i
sijaloproteini koji igraju vaznu ulogu u rastu i diferencijaciji osteoblasta, osteocita i
osteoklasta kao i u procesu remodelacije kosti(8). Organska komponenta kosti je

odgovorna za elasti¢na svojstva kostanog tkiva.



2.1.1.4.KOSTANO ZARASTANJE

Kostano tkivo poseduje regenerativni kapacitet zahvaljuju¢i kome se Stiti od
povreda koje mogu umanjiti funkciju skeleta. Takode ova regenerativni kapacitet
koStanog tkiva, kao sposobnost remodelovanja, aktivan je tokom razvoja skeletakao i u
odraslom dobu vrseéi njegovu stalnu adaptaciju neophodnu zbog konstantnih izmena
usova i novih zahteva koji se postavljgu ovom tkivu(9). Remodelovanje kosti
predstavlja dobro organizovanu seriju bioloskih dogadaja koji dovode do idukcije i
kondukcije kosti, ukljucujuci veliki broj Celija i intra i ekstracelijskin molekularnih
signda. Remodelovanje kosti je precizno prostorno i vremenski definisano a sve sa
ciljem da se na optimalan nacin kost regenerise i da se skeletu vrati Zeljena funkcija(10).
Za razliku od mekih tkiva koja zarastaju stvarajuci oziljno tkivo, kost zarasta bez oziljka
stvarajuci novu kost.

Zarastanje kostanog tkiva, ili premo3¢avanje oStecenog dela kostanog tkiva do
potpunog uspostavljanja anatomskog i funkcionalnog integriteta kosti odvija se na dva

nacina(1):

primarno kosStano zarastanje

sekundarno kosStano zarastanje

Nacin zarastanja oSteenog koStanog tkiva osim od vrste, teZine i primenjenih
terapeutskih metoda zavisi i od individualnih faktora kao S$to su: starosna dob,
poremecaji metabolizma, hroni¢na oboljenja, lokalna prokrvljenost, ranije primenjena

zraCna terapija, prisustvo osteoporozei drugo.

2.1.4.1.Primarno zarastanje kostanog tkiva

Zarastanje na ovaj nacin moguce je jedino u posebnim uslovima, odnosno uz
pomo¢ kompresivne osteosinteze, kada su koStani fragmenti egzaktno reponirani i
spojeni pod aksijalnim pritiskom u stanju potpunog mirovanja. U navedenim uslovima
mezenhimalne celije Haverzovih kanala eksprimuju dominantno osteoblastnu
diferencijaciju $to omogucava sintezu osteoidnog matriksa koji ispunjava frakturnu

pukotinu.



2.1.4.2.Sekundarno zarastanje kostanog tkiva

Ovaj naCin zarastanja se najceSce sreCe u klinickoj praksi. U toku sekundarnog
zarastanja, koStano tkivo prolazi put ponovljene normane fetalne osteogeneze,
uklju€ujuci intramembranoznu i enhondralnu osifikaciju. Isti molekularni i Celijski
mehanizmi koji reguliSu hondrogenezu i osteogenezu, ucCestvuju i u koStanoj
regeneraciji(12).

Sekundarno koStano zarastanje zapocinje neposredno nakon oStecenja koStanog
tkiva pojavom hematoma u frakturnoj pukotini, subperiostalno i u okolini preloma. U
kostanoj srzi i u okolnom vaskularnom vezivnom tkivu nastaje asepticno zapaljenje koje
dovodi do hiperemije i Celijske migracije. Kao posledica reaktivne acidoze dolazi do
demineralizacije u regiji frakturne linije, dok aktivni osteoklasti uklanjgju frakturne
nekrotiCne ivice Sto rezultira proSirenjem frakturne pukotine. U hematom i frakturnu
pukotinu prodiru mezenhimalne stem Celije poreklom iz kambijalnog sloja periostai iz
kosStane srzi(13), koje premoscuju pukotinu, umnoZavaju se i diferenciraju kao odgovor
na prisustvo faktora rasta i citokina iz trombocita, susednih Celija i tkiva, stvarajuci
hrskaviCavi skafold ili predkalus. Stvoreni hondrociti prelaze iz proliferativne u
hiperplasti¢nu fazu kao i u fetalnom razvoju. Najveéi broj hiperplasti¢nih hondrocita
neminovno podleze apoptozi Sto je praceno remodelovanjem ekstracelularnog matriksa
novostvorenim kolagenim vlaknima a nakon toga i stvaranjem nove kosti - osteoidni
kalus. Funkcionalnim optereCenjem frakturnog dela, novostvorena kost dobija formu

lamelarne kosti.

2.2.ZAMENICI KOSTANOG TKIVA

NajveCi broj povreda koStanog tkiva zaraste uz pomoé standardnih
konzervativnih ili hirurSkih metoda. Veliki defekti kosti koji nastgju nakon operacija
tumora, cista, kominutivnih preloma, infekcija ili used ne srastanja fragmenata
frakturirane kosti zahtevaju sloZene procedure nadoknade kostanog tkiva uz pomoc¢
koStanih zamenika. KosStani zamenici koji se koriste u cilju nadoknade defekata
koStanog tkiva su implantacioni ili transplantacioni materijali, humanog, Zivotinjskog ili

sintetskog porekla koji mehanicki popunjavaju defekte.



Oni na kost domacina mogu reagovati u vidu Cetiri razliita mehanizma(14):

Osteokondukcija - oznaCava rast koStanog tkiva apozicijom sa i na kost
domacina u prisustvu zamenika kosti

Osteoindukcija - oznaCava stimulaciju i aktivaciju mezenhimalnih
maticnih Celija iz okolnog tkiva koje migriraju prema koStanom
zameniku, proliferiSu u njegovom prisustvu i diferenciraju se u pravcu
hondroblasta i osteoblasta koji ¢e obezbediti formiranje kosti. Ovaj
proces se omogucéava uz pomoc¢ niza kaskadnih signala i aktiviranjem
veceg broja ekstrai intracelularnih receptora.

Osteogeneza - oznacava sposobnost da se kost stvori ¢ak i u odsustvu
lokalnih osteoprogenitornih Celija. Osteoprogenitorne celije se nalaze
unutar zamenika koStanog tkiva, sposobne su da prezive proceduru
implantacije, mogu da migrirgju i da se diferencirggu u pravcu
osteoblasta

Osteointegracija — oznaCava premoscavanje koStanim tkivom izmedju

povrsine kosti domacina i povrSine koStanog supstituenta.

Osteokondukcija, osteoindukcija i osteogeneza su tri elementa koStane
regeneracije koji rezultiraju osteointegracijom ili konacnim spajanjem izmedju koStanog
zamenika i kosti domacina.

Zamenici  kosStanog tkiva trebalo bi da budu(14): osteokonduktivni,
osteoinduktivni, biokompatibilni, bioresorptivni, strukturno slicni koStanom tkivu, laki
za koriscenje i jeftini. Najveci broj koStanih zamenika koji su komercijalno dostupni u
kliniCkoj praksi odlikuju se osteokonduktivnosCu, razlukuju se u mehanickim
svojstvimai imaju malu sposobnost osteoi ndukcije.

Prema aktivnostima koje poseduju zamenici kosti mogu se podeliti na(15):
Autogena kost — organska materija koja formira kost putem osteogeneze,
osteokondukcijei osteoindukcije
Alograft — npr.demineralizovana zamrznuta suSena kost(DFDB),
karakteriSe se osteokonduktivnos¢u i osteoindukcijom
Aloplasticni materijali — sintetskog ili prirodnog porekla koji izazivaju

osteokonduktivnu reakciju kosti domacina



Prema svom poreklu, materijali koji se koriste kao zamenici kosti mogu se
svrstati u dve kategorije(16):
Humanog ili zivotinjskog porekla:
0 Ziva(autograftovi)
o NeZiva (alograftovi, ksenograftovi)

Sintetske materije(keramicke materije, bioglas, polimeri itd)
Na osnovu koris¢ene literature zamenici kosti se po vrsti mogu podeliti na:

Autogene

Alogene (zamrznuta kost, zamrznuta suva kost, demineralizovana
zamrznuta suva kost, deproteinizovana kost)

Ksenogene(najceSée bovinog porekla)

Aloplasticne zamenike kosti(keramika, polimeri i kompoziti)

Faktori rasta(TGF, rekombinantne forme BMP, PDGF)

Smese - kombinacije vise zamenika razliCite vrste

2.2.1.AUTOGENI ZAMENICI KOSTI

Autogeni zamenici kosti sadrze u sebi neorganski matriks, kao i neke zive
postosteogenetske osteocite, osteoklaste, osteoblaste i srzne organske proteine
neophodne za indukciju mezenhimalnih maticnih Celija. Predstavljgju zlatni standard u
hirurgiji nadoknade koStanih defekata i poseduju optimalne osteokonduktivne,
osteoinduktivne i osteogenetske karakteristike neophodne za adekvatno zarastanje
kosti(17). Poseduju znaCajnu primarnu stabilnost, u zavisnosti od veliCine i oblika, kao i
od mesta sa koga se uzimagju. Mogu se koristiti u kombinaciji sa drugim zamenicima
kosti, Cime se smanjuje koli€ina koStanog tkiva koje je potrebno za rekonstrukciju. U
poslednjoj deceniji ustanovila se i nova tehnika rekonstrukcije kostanih tkiva
vaskularizovanim kosStanim autogenim graftovima koji se uzimaju sa razlicitih lokacija:
fibule, skapule, ilijanog grebena. Nakon podizanja ovakvog koStanog grafta kostani
defekti se rekonstruiSu koristeCi se mikrovaskularnim tehnikama Cime se postiZze dobra
vaskularizacija grafta nakon ucinjene transplantacije. | pored svega klinicka upotreba
autogenih kosStanih transplantata je ograni¢ena postojanjem traume u predelu davajucée

regije, koja se povecCava sa povecanjem dimenzija neophodnog kosStanog grafta(18).



Najcesc¢e komplikacije koje se deSavaju na donorskom mestu ovakvih kostanih graftova
su hematomi, gubitak krvi, povrede nerava, pojava hernija, infekcije, povrede velikih
arterija, prelomi, nestabilnost preostalin koStanih struktura, vidljivi defekti tkiva,
transplantacije tumora kao i hronic¢ni bolovi. Njihova primena je limitiranai kod starijih

osobai kod dece.

2.2.2.ALOGENI ZAMENICI KOSTI

Alogeni zamenici kosti su supstituenti nastali uzimanjem uzoraka sa iste vrste,
ali razliitog genotipa. Neophodna je dodatna obrada ovako dobijenog kosStanog
materijala u cilju redukcije imunog odgovora domacina, Cime se smanjuju bioloska
(osteoindukcija) i mehaniCka svojstva grafta. | pored procesa obrade mogucnost
prenoSenja virusnih infekcija (HIV, hepatitis B i C), bakterijskih infekcija, malignih

bolesti, autoimunih bolesti i toksing, je prisutna (14).

Prema nacinu obrade postoje Cetiri vrste alogenih zamenika za kost:

Zamrznuta kost
Zamrznuta suSena kost
Demineralizovana zamrznuta susena kost

Deproteinizovana kost

2.2.2.1. Zamr znuta kost

Uzima se sa kadavera i izlaze niskoj temperaturi na kojoj se Cuva do njegove
primene. Osteogenetski potencijal je manji nego kod autogene kosti. ZraCenjem
zamrznute kosti redukuju se imunoloSke rekacije domacina ali se time i smanjuje

induktivni karakter ove kosti.

2.2.2.2.Zamrznuta susSena kost

Uzima se sa kadavera i sa Zivih osoba po striktno odredenim uslovima koje
propisuje banka tkiva. Zamrzava se na -70C i susi se do 5% vode u tkivu uz prethodno
ispiranje antibiotskim ratsvorima. Postoji manja opasnost od prenosenja virusnih
infekcija nego kod zamrznute Kkosti, ali su osteoinduktivna i mehanicka svojstva mnogo

manja u odnosu na zamrznutu Kost.
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2.2.2.3.Demineralizovana zamrznuta susena kost

Ova vrsta zamenika za kost nastgje dekalcifikacijom kortikalne kosti, kada se
neorganski deo ukloni hemijskim putem, kiselinama, nakon Cega se zamrzava. Takav
naCin obrade takode redukuje mogucénost infekcije i potencijalne imunoloske reakcije
domacina a pri tome ne eliminiSe koStane faktore rasta, zbog Cega je ova vrsta koStanog

supstituenta vise osteoinduktivna u odnosu na mineralizovane a ogene materijae.

2.2.2.4.Deproteinizovana kost

U svojoj osnovnoj strukturi sadrzi neorgansku komponentu kosti, mineralne soli
u formi kristala hidroksiapatita. Postupak deproteinizacije podrazumeva termicku ili
kombinaciju termiCke i hemijske obrade. Ovi koStani supstituenti se karakteriSu
osteokonduktivnim naCinom zarastanja kosti. Procesi dekalcinacije i deproteinizacije

dovode do smrti éelija Cime je primarna osteogeneza smanjena.
2.2.3.KSENOGENI ZAMENICI KOSTI

To su zamenici nastali od druge vrste koji nakon obrade imaju osteokonduktivni
karakter. U praksi se najceS¢e koriste ksenogeni zamenici kosti bovinog porekla. Zbog
velikog antigenog potencijala neophodno je sprovesti postupak deproteinizacije
termiCkom obradom svezih materijala. U danaSnje vreme na ovim prostorima najcesce
se koristi deproteinizovana bovina kost pod imenom ’’Bio-0ss’’ Svajcarske firme
Geistlich Pharme. To je materija nastao deproteinizacijom bovine kosti poroznosti 75-
80%. U zavisnosti od indikacija, ovaj materijal se moze Koristiti u vidu spongioznih ili
kortikalnih granula dimenzija od 0,25 do 1 mm ili od 1 do 2 mm, kao spongiozni blok
promera 1x1x2cm i kolageni blok sastavljen od 100mg spongioznih granula i 10%

kolagena.

2.2.4ALOPLASTICNI ZAMENICI KOSTI

Aloplasticni zamenici kosti su sintetski materijali koji su pristupacni,
biokompatibilni i bezbedni, tako da se mogu primeniti kao koStani supstituenti. ldealno
sintetski koStani graftovi bi trebalo da budu kompatibilni, da pokazuju minimalnu

fibroznu reakciju, da podlezu remodelovanju i da podrZzavaju novostvorenu koStanu
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formaciju(14). Sa stanoviSta mehaniCkih osobina sintetski zamenici kosti bi trebalo da
imaju sli¢nu ¢vrstocu kao kortikalna ili spongiozna kost koju bi trebalo da zamene.
Nedostaci aloplasticnih materijala su: niska ili nepredvidiva resorpcija, teSkoce u

rukovanju, povremeno izazivanje inflamatornih reakcija tipa ’’stranog tela’’(19).

2.2.4.1.Biokeramike

BiokeramiCki materijali su sintetiCki zamenici za kost koji u svom sastavu imaju
kalcijum fosfat. Trikalcijum fosfatna keramika ima stehiometrijske karakteristike slicne
amorfnim kosStanim prekursorima dok je hidroksiapatit slican mineralnom delu kosti.
Pokazano je da izazivaju bioloski odgovor slicno kao koStano tkivo i da su visoko
biokompatibilni(20). Samostaino ne poseduju osteogene kao ni osteoinduktivne
osobine. Osteoblasti intimno naleZzu na povrSinu ovih keramickih materijala, formiraju
koStano tkivo koje mineralizuje i koje je podlozno kasnijoj remodelaciji. Obi¢no se
kombinuju sa drugim materijalima ili sa autogenom Kkosti, Cime se postize
funkcionalnost i brza resorpcija.

Tecni kalcijum fosfat sastoji se od alfa trikalcijum fosfata koji se kombinuje sa
kalcijum karbonatom i monokalcijum fosfatom. Priprema se u te¢noj formi i ubrizgava
se u kostani defekt gde dobija ¢vrstu formu bez oslobadanja toplote. Inicijalna ¢vrstoa
ovih materijala po ubrizgavanju jednaka je CvrstoCi Kkortikalne Kkosti. Podleze
remodelovanju i potpuno se zamenjuje novim kostani tkivom.

Ultraporozni beta trikalcijum fosfat, je visokoporozni biokeramicki materijal Cija
je poroznost preko 90% sa porama veliCine od 1 do 1000 ym. Ima karakteristike
trabekularne kosti koja omoguéava fagocitnu aktivnost, resorpciju i infiltraciju
osteoblastima i faktorima rasta. Visoka poroznost je neophodna za dobru
vaskularizaciju i stvaranje novog koStanog tkiva. Kao i ostali keramiCki materijali ne
poseduj e osteoinduktivne i osteogenetske karakteristike.

Korani hidroksiapatit je u osnovi hidroksiapatit dobijen iz prirodnih materijala,
iz morskih korala. Karakterie se visokom poroznoScu i sastoji se od hidroksiapatita koji
je slican humanoj kortikalnoj kosti(21). Mogu se koristiti i kao nosaci za faktore rasta ili

BMP(bone morphogenenetics protein).
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2.2.4.2 Aloplasticni materijali na bazi silicijuma

Bioaktivho staklo je tvrd, solidan(neporozan) materijal koji se sastoji od
kalcijuma, fosfora i silicijum dioksida. U zavisnosti da li dominira kalcijum oksid ili
silicijum dioksid proizvodi se u te€nom ili ¢vrstom stanju. Poseduje osteokonduktivne i
osteointegrativne karakteristike. Ima znacajno vecu ¢vstinu od keramickih materijala
kao Sto je hidroksiapatit ali je sklon pucanju i tesko ga je fiksirati za susednu kost. U
novije vreme pojavila se bioaktivna keramika koja ima poboljSana mehanicka svojstva u
odnosu na bioaktivno staklo.

Glas jonomerni cementi (prvi put koris¢eni u stomatologiji) sastoje se od
kalcijum/aluminijum/fluorosilikatnog staklenog praha pomeSanog sa polikarboksilnom
kiselinom Cime se stvara porozna cementna pasta. Pasta prelazi u ¢vrsto stanje nakon 5
minuta nakon Cega je nerastvorljiva u vodi. Nakon 24 sata ima karakteristike kortikalne
kosti. Biokompatibilni su i osteointegriSsu slicno kao bioaktivno staklo. Porozna
struktura obezbeduje osteokondukciju i urastanje koStanih éelija. Glas jonomer cementi
su neresorptivi i ne zamenjuju se koStanim tkivom. Mogu se kombinovati sa

antibioticimai visokomolekularnim proteinima koji se sporo oslobadaju u tkivima.

2.25.FAKTORI RASTA

Poseduju visoka osteoinduktivna svojstva i najéeSce se koriste u kombinaciji sa
nekim drugim zamenikom kosti u cilju rekonstrukcije kostanih defekata(22). Faktori
rasta koji su najviSe zastupljeni u rekonstrukciji koStanih defekata su: BMP (bone
morphogenenetics protein), TGF alfai TGF beta (transforming growth factor), PDGF
(platelet derived growth factor), PRP (platelet rich plasma).

2.2.6.SMESE

SmeSe predstavljaju kombinacije viSe zamenika razliCitih vrsta. Nastanak
ovakvih kombinacija je rezultat potreba za korigovanjem nedostataka pojedinacnih
zamenika sa ciljem da se iskoriste najbolje osobine svakog elementa u smeSi ponaosob.
NajceS¢e su stvarane smeSe materijala sa osteokonduktivnim i osteointegrativnim

svojstvima sa onima koji poseduju osteoinduktivna svojstva.
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2.3.TKIVNO INZENJERSTVO

2.3.1.DEFINICIJA

U poslednjoj deceniji intenzivho se razvija nova grana medicine, tkivno
inZenjerstvo. Terapijski pristup trajne zamene obolelog tkiva sintetickim materijalima, u
mnogim poljima potisnut je Celijskom ili genskom terapijom ili razliitim metodama
tkivnog inZenjerstva. Na taj naCin jedno od najvaznijih polja biomedicinskih
istraZzivanja postaje regenerativna terapija.

Jednu od prvih definicija inZenjerstva tkiva dali su Langer i Vacanti “ kao
interdisciplinarnog polja koje primenjuje principe inZenjerstva i nauke o zivotu na
razvoj bioloskih supstituenata koji restauriraju, odrZavaju i poboljSavaju funkcije tkiva i
organa” (23). Tkivno inZenjerstvo se zasniva na poznavanju procesa embriologije,
sastava, funkcije i regeneracije tkiva.

Kombinacija Zivih celija, biolodki aktivnih molekula i strukturiranih éelijskih
nosaca — skafolda koji formirgju konstrukciju za tkivno inZenjerstvo u cilju obnove i
regeneracije tkiva jeste najceSCi koncept kojim se danas objaSnjava tkivno
inZenjerstvo(24). Tkivno inzenjerstvo je neizostavni deo regenerativne medicine.

InZenjerstvo tkiva napredovalo je od koriSéenja biomaterijala koji mogu
popraviti ili zameniti obolelo ili osteceno tkivo ka koris¢enju 3D skafolda u kojima se
Celije zasejavaju pre implantacije. Sadasnji ciljevi inZenjerstva tkiva su da kreira ili
uvede formiranje specificnog tkiva na specificno mesto kroz selekciju i manipulaciju
Celijama, matricama i bioloSkim stimulansima. Ovi konstrukti Zivih Celija mogu biti

funkcionalno, strukturno i mehanicki uporedivi sa tkivima koje moraju da zamene.

2.3.2.0SNOVNI PRINCIPI

Tkivno inZenjerstvo je zasnovano na postojanju tri osnovne komponente koje se
inaCe nalaze u osnovi svakog tkiva:
Celije
ekstracelularni matriksi

signalni sistem.
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Funkcionalno tkivo moZe se razviti koris¢enjem jedne ili viSe komponenti iz ove
trijade. Kombinovanje postojeCih znanja o interakciji molekula ekstracelularnog
matriksa i postojecih Celija sa saznanjima koja postoje o genskoj ekspresiji potrebnoj za
indukovanje diferencijacije Celija i specificnog rasta odredjenih tkiva, pruza osnovu za
prevodenje baziCnih naucnih saznanja u racionalni razvoj komponenti trijade tkivnog
inZenjerstva.

Dva osnovna pristupa su danas utvrdena u cilju proizvodnje tkiva metodom
inZenjerstva. Prvo, Celijski nosaci, skafoldi, mogu biti koris¢eni kao potpora za Celijsku
kulturu, koja se zasgjava nanjimau *’in vitro’’uslovima. Celije se nakon toga stimulisu
da se razmnoZavaju i diferenciraju unutar matriksa Celijskog nosaca, formirajuci na taj
nacCin tkivo koje je spremno za transplantaciju. Drugi pristup podrazumeva koris¢enje
skafolda kao nosaCa faktora rasta ili lekova, tako da nakon implantacije u tkiva
stimuliSu ¢elije iz tela domacina da se umnoZavaju i naseljavaju matriks skafolda
formirajuéi novo tkivo na i unutar transplantiranog matriksa. Ova dva pristupa ne
iskljuCuju jedan drugog i mogu se medusobno kombinovati(26).

Nezavisno od tipa tkiva, Celije, ekstracelularni matriks, krvni sudovi, nervi,
meducelijska komunikacija i interakcija Celija i matriksa izmedu njih su samo neki od
Cinioca koji utiCu na rast i razvoj tkiva *’in vivo™’. Svaka od ovih komponenti ponaosob
mora biti kombinovana u dobro koordinisanom sistemu i vremenski i prostorno. Pored
toga, dobro razraden hirurski plan implementacije, preduslov je za uspesnu *’in vivo™’
aplikaciju koncepta tkivnog inZenjerstva. Neophodno je pazZljivo rukovanje
kompleksnim tkivom dobijenim tkivnim inZenjerstvom, zbog prevencije oSte¢enja
osetljivih Celija ili bioaktvinih supstanci tokom implantacije. U zavisnosti od tkiva koje
se regeneriSe, period *’in vitro’’ gajenja novostvorenog tkiva varira od jednog dana do
nekoliko meseci. Ovaj period se najceSCe koristi za umnoZavanje celija ili za
indukovanje diferencijacije mati¢nih Celija u specificna tkiva. U ekperimentalnim
uslovima konceptom tkivnog inzenjerstva uspesno su stvorena razlicita tkiva kao Sto su
kost, hrskavica, jetra, miSi¢, koZa i ostalo(25).

KoriS¢enje bioreaktora za dinamicko Celijsko kultivisanje tkivnih inZenjeriranih
konstrukata treba da omoguci razvoj strategije pogodnog i efikasnog zasejavanja Celija
da bi se postigla uniformna Celijska distribucija unutar velikog skafolda, koja mehanicki

podrZava Celije i automatski kontroliSe masu tkivne kulture.
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2.3.3.TKIVNO INZENJERSTVO KOSTI

Upotreba raznih kostanih zamenika u nadoknadi kosStanih defekata sa razlicitim
funkcionalno i estetski nedovoljno zadovoljavajué¢im rezultatima, nametnula je potrebu
razvoja tkivnog inzenjerstva kosti. U zavisnosti od toga koji deo koStano-skeletnog
sistema se nadoknaduje koStano tkivo stvoreno tkivnim inZenjerstvom moze biti
razlicitih karakteristika(18). Za nadoknadu defekata dugih cevastih kostiju primarno je
posti¢i visoku mehanic¢ku stabilnost dok inicijalno postignut oblik nije prioritet. Sa
druge strane prilikom nadoknade defekata u kraniofacijalnoj regiji, primarno je postici
oblik kostiju koje se nadoknaduju, dok mehanicka stabilnost, iako potrebna, nije tako
neophodna kao u sluCaju nadoknade cevastih kostiju. U zavisnosti od mesta
implantacije, inicijalna vaskularizacija moze biti kljuCna za prihvatanje novostvorenog
koStanog tkiva i prevenciju pojave infekcije.

Mehanicka stabilnost, osteokondukcija (sposobnost materijala da omoguci
uvodjenje tkiva koje stvara kost u defekt), osteoindukcija (sposobnost da se indukuje
stvaranje koStanog tkiva i da se stimuliSu osteoblasti domacina za stvaranje kosti),
osteogeneza (sposobnost da se stvara koStano tkivo de novo) i lako rukovanje morgu
biti u ravnotezi sa ciljem da se ispune sve potrebe za klinickom upotrebom tkivnog

inZenjerstva koStanog tkiva(18).

2.3.3.1. Komponente tkivnog inzenjerstva kosti

2.3.3.1.1.0steogene cCelije

Osteogene Celije su obavezan deo svake strategije tkivnog inZenjerstva kosti(18).
Ove delije ne predstavljaju homogenu celijsku populaciju(27). Danas je jo§ uvek
nepoznato koji tip osteogenih Celija bi bio najpogodniji za tkivno inZenjerstvo kosti.
Ove celije se ili transplantiraju sa odgovaraju¢im skafoldom u koStani defekt ili
pomocu osteoinduktivnih faktora bivaju privucene iz lokalnog tkiva domacina i
naseljavaju postavljeni skafold. Glavni uspeh na ovom polju postize se pomocu
primarnih Celija uzetih od pacijenta i zatim umnoZenih i diferenciranih u matriksu

Celijskog nosaca, skafolda, Cime se stvara tkivo spremno za reimplantaciju.
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Mezenhimalne stem ¢elije, stromalne Celije koStane srzi, periostalne celije i
osteoblasti podjednako su uspe$no koris¢ene u stvaranju koStanog tkiva(18,28,29).
Izolacija osteogenih Celija, njihovo efikasno umnoZavanje, posedovanje stabilnosti u
osteogenom fenotipu, mogucénost stvaranja koStanog tkiva u ’’in vivo’ uslovima i
sigurnost u duzem vremenskom periodu, osnovni su preduslovi koji se moraju ispuniti
da bi bilo koji tip osteogenih celija bile uspedne u klini¢koj primeni.

Klinicka primena tkivnog inZenjerstva kosti je ve¢ opisana. Quatro i saradnici
tretirali su tri pacijenta sa velikim defektima tibije, ulne i humerusa Kkoristeci
visokoporozni hidroksiapatitni skafold na koji su zasgjane i u ’’in vitro’’uslovima
umnozene stromalne Celije koStane srzi fiksirane kolagenim gelom. Svi pacijenti su se
uspesno oporavili bez veCih kompikacija. Vacandi i saradnici rekonstruisali su palac
pacijenta koristeCi periostalne Celije u skafoldu od hidroksiapatita na bazi korala(30).
Funkcija Sake kod ovog pacijenta se znaCajno popravila mada je histopatolosSkom
analizom otkriveno da je samo 5 % implantiranog tkiva bilo kost. Mezenhimalne stem
Celije zajedno sa trombocitima bogatom plazmom koji su postavljeni u skafoldu od beta
trikalcijum fosfata indukovali su stvaranje koStanog tkiva kod operacije podizanja
sinusa(31). Ishod ovih pocetnih klinickih studija nije se pokazao znatno boljim u odnosu

na standardne hirurske rekonstruktivne metode.

2.3.3.1.2.0stecinduktivne supstance - faktori rasta

Prisustvo osteoinduktivnih supstanci u tkivnom inZenjerstvu imau izuzetan
znaCaj sa stanovista boljeg i usmerenijeg transporta signala sa Celije na Celiju i Celijske
medjusobne komunikacije tokom procesa proliferacije “keramickog-kosStanog”
skafolda(39). Faktori rasta imaju dvojak znacCaj. S jedne strane, oni se mogu posmatrati
kao faktori, Cijim uvodenjem u strukturu skafolda, moguce je dodatno aktivirati i
usmeriti Celije na odredene vrste medusobne signalizacije i proliferacije, koja ukljucuje
u sebe i moguée mehanizme uspostavljanja aktivnih struktura, koje omogucuju brzu
angiogenezu i proliferaciju krvnih sudova i nutrijenata, te na taj naCin pospesuju brzi
proces Celijske proliferacijei rasta. S druge strane, oni daju informacije o stanjimatkiva
I veoma su znacCajni sa stanoviSta dijagnostike vezane za promene na tkivima u kontaktu

saimplantiranim materijalom.
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Osteoinduktivne supstance se klinicki ve¢ koriste samostalno za rekonstrukciju
koStanih defekata ili za ubrzavanje procesa zarastanja na mestu frakturnih pukotina. U
osteoinduktivne faktore koji se koriste u tkivnom inzenjerstvu kosti spada BMP (bone
morphogenenetics protein), TGF afai TGF beta (transforming grown factor), PDGF
(platelet derived growth factor), PRP (platelet rich plasma), DMB (demineralised bone
matrix) (16).

BMP pogotovo tipovi 2, 4 i 7 uveliko se koriste u vecini sluCajeva kao
osteoinduktivne supstance u tkivnom inZenjerstvu kosti(34). Pripada grupi faktora rasta
bitnih za stvaranje i regeneraciju kostanog tkiva i dostupan je u razliCitim formama za
Klinicku upotrebu. Jedan od ograniCavajucih faktora za primenu BMPa u tkivhom
inZenjerstvu jeste duZina njegovog prisustva na mestu regeneracije. U poslednje vreme
ovaj problem se reSava kombinovanjem BMPa sa odgovarajucim skafoldima koji
regulisu brzinu njegovog oslobadanja. Postoji nekoliko objavljenih predklinickih studija
0 koris¢enju BMPa i rekombinovanog humanog BMPa u regeneraciji kostanog tkiva,
koji su u koncentrovanom obliku aplikovani u kombinaciji sa skafoldima, kompozitnim
materijalima i gelovima. Studije su obuhvatale regeneraciju koStanih tkiva na
animanim modelima ulne, tibije, radijusa, femura i defekata kalvarije(35). Danas je
primena rhBMPa odobrena za kliniCke studije za augmentaciju poda sinusa. U tim
studijama otkriveno je da i pored podjednako uspesnih rezultata u odnosu na koris¢enje
autologne kosti za augmentaciju sinusa, u sluCajevima kada je koris¢ena rhBMP,
novoformirana kost bila je vece gustine(36). Pored toga nisu se javljale parestezije,
bolovi, nelagodnosti na mestu davajuce regije, koji nastaju u postupcima kada se koriste
autograftovi(37).

Trombocitima bogata plazma(PRP) sadrZi pored PDGFa(platelet derived growth
factor) u zavisnosti od naCina procesuiranja i aplikacije, razliCite faktore rasta(32).
Dokazano je indukovanje stvaranja koStanih formacija u prisustvu PRPa u
eksperimentalnim i klinickim studijama. Zajedno sa razli€itim skafoldima omogucava
migraciju osteogenih Celija domacina prema matriksu Celijskih nosaca.

OgraniCene KliniCke studije postoje i kada se koriste druge osteoinduktivne
supstance u tkivnom inzenjerstvu kosti. Uglavnom se zasnivaju na malim serijama

pacijenata bez jasne kontrole i to vedinom u kraniofacijalnim rekonstrukcijama.
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Aplikacija i indikacija za primenu pojedinih osteoinduktivnih supstanci joS nije
standardizovana.

2.3.3.1.2.1..Metformin

Metformin je ve¢ duze vreme u medicini poznat kao oralni antidijabetik koji se
ordinirainsulin rezistentnim pacijentima sa dijabetesom tip 2. Smatra se da je to insulin
senzitivan lek, koji smanujuje nivo glikemije bez povecanja sekrecije insulina(39).
Dokazano je da metformin ima jo$ nekoliko korisnih efekata na kardiovaskularni sistem
kao Sto su regulacija koncentracije lipida u krvi, smanjuje sklonost ka intravaskularnoj
trombozi smanjenjem koncentracije i aktivnosti inhibitora aktivnosti plazminogena 1,
smanjuje agregaciju i adheziju trombocita i povecCava aktivnost tkivnog aktivatora
plazminogena i pojacava endotelnu disfunkciju(40). Nekoliko studija, kako in vivo tako
i in vitro pokazuje da metformin deluje kroz aktivaciju tirozin kinaze(41) i aktivaciju
AMP protein kinaze(AMPK) (42,43). AMPK fosforiliSe multiple enzime koji su
ukljuceni u vise biosintetickih puteva, kao Sto su na primer acetil-CoA karboksilaza,
hidroksimetilglutaril-CoA reduktaza, glikogen sintetaza i endotelijalna azot monoksid
sintetaza (eNOS). Metformin poboljSava metabolizam glukoze aktiviraju¢i AMP protein
kinazu(AMPK), koji sa druge strane uCestvuje u povecanju koliCine endotelijalne azot
monoksid sintetaze (eNOS) kao i BMP-2 (bone morphogenetic protein 2) (44,45,46).
BMP-2 i eNOS ucCestvuju u diferencijaciji i mineralizaciji osteoblasta Cime se
objasnjava direktni osteogenetski potencijal metformina kod pacijenata sa
dijabetesom(46,47). U klinickom okruZenju dijabetesne osteopenije i osteoporoze, ovi
efekti prezervacije kosti kod pacijenata koji su uzimali metformin mogu biti vrlo
znaCajni. Tada se doSlo na ideju da bi metformin bio koristan ne samo kao lek kod
pacijenata sa dijabetesom tip 2, ve¢ i kod pacijenata sa osteoporozom zahvaljujuci
njegovoj osobini da stimuliSe stvaranje koStanog tkiva.

U prvim istrazivanjima, koja su sprovedena poslednjih godina, dokazano je da
metformin u okviru kompozitnih c¢elijskih nosata u “‘in vitro** uslovima stimulie
formiranje kosti (48,49). Kao osteoinduktivna susptanca koja se moze kombinovati sa
Celijskim nosaCima, metformin se pokazao kao perspektivan u tkivnom inZenjerstvu
kosti.
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2.3.3.1.3.Celijski nosagi

Svako vitalno tkivo sastoji se od matriksa i Celija. Matriks funkcionise kao
bioloSki  trodimenzionalni skafold za celije unutar tkiva i omogucava celijama
adekvatno okruzenje i arhitekturu specificnu za svako tkivo ponaosob(38). Fizioloski on
sluzi kao rezervoar za vodu, hranljive materije, citokine, faktore rasta i omogucava
Celijama da ih Koristi. Tri glavna svojstva karakteristicna za ovu kompleksnu mrezu
matriksa koji postoji u tkivima, mogu se iskoristiti u svrhe tkivnog inzenjerstva:
mehanicka podrska, adhezija Celija i uCestvovanje u komunikaciji izmedu Celija(18,24).

Osnova tkivnog inZenjerstva predstavlja zasejavanje i razvoj Celija na razlicitim
nosaCima od biomaterijala, nakon Cega se stvara novo tkivo. Biomaterijal koji se koristi
u tkivnom inZenjerstvu mora izazvati specificnu reakciju celija na molekularnom nivou.
Trebalo bi da bude u interakciji sa ¢elijama, odnosno da omoguci njihovo pripajanje na
svoju povrsinu, proliferaciju, diferencijaciju, produkciju ekstracelularnog matriksa i
njegovu organizaciju. 1z tog razloga je selekcija biomaterijala kao celijskog nosaca
kljuCna taCka u tkivnom inzenjerstvu. Obi¢no, mada nije neophodno, pozeljno je da
dode do razgradnje ili rastvaranja biomaterijala tokom formiranja novog tkiva
Ocigledno, biokompatibilnost materijala je najznacajnija kod ovih procesa. Kljuc
uspeha biokompatibilnosti, bilo kog materijala, je postizanje fiziCke i mehanicke
funkcije, a bez izazivanja bilo kakve nepoZeljne reakcije tkiva domacina. Od
biomaterijala koji se koristi kao Celijski nosa¢, u tkivnom inZenjerstvu, oCekuje se da
izazove Zeljenu reakciju domacina.

Od celijskih nosaca koji se koriste u tkivnom inZenjerstvu oCekuje se da odrede
oblik novostvorenog tkiva i olakSaju pozZeljno ponaSanje Celija, njihovu migraciju na
Zeljeno mesto, njihov rast i diferencijaciju. Celije zasejane na nosaé mogu i spontano
regenerisati tkivo, bez smernica koje potiCu od nosaca. Medutim, uglavnom nosac u
okviru svoje molekulske strukture poseduje ligande (funkcionalne grupe za vezivanje
¢elija) koji bivaju prepoznati od strane ¢elija, u odgovarajuéem vremenskom trajanju i
u odgovarajucoj koli€ini. Ako ¢elijske nosae uzmemo kao primer, skoro da vise nema
smisla Kkoristiti potpuno inertne materijale ili materijale koji nemaju strogo odredenu
aktivnost.

PovrSinske modifikacije igraju znaCajnu ulogu u biomedicinskim uredajima,

biosenzorima, biomaterijalima i implantima(50). U vecini biomedicinskih primena,
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povrsSina je primarni agens koji dolazi u kontakt sa biomolekulima, telesnim fluidima,
Celijama i tkivima. Ona deluje kao pasivni i aktivni modulator detekcije,
biokompatibilnosti i Celijske adhezije. Zato je jedan od najvaznijih uslova za njihovu
uspesnu primenu u biomedicini dobra kontrola i manipulacija izmedju biotskih i
abiotskih komponenata. To je kompleksno polje, koje je predmet studiranja dinamike
bioloskih procesa koji se odvijaju izmedju bioloskih komponenata i implantiranih
povrsina. Mnoge hemijske tehnike su razvijene za povrsinsku modifikaciju keramike,
metala, i sintetiCkih polimera. Ovim modifikacijama, najceS¢e se modifikuju samo
fizicko-hemijske osobine materijala, pri ¢emu povrsina ima pasivnu ulogu, delujuéi kao
neka vrsta fiziCke barijere izmedju tela i materijala. Sada se centar istrazivanja sve vise
pomera ka razvoju aktivnih biomaterijala koji su odgovorni za Celijska ponaSanja i
promene mikrookoline. Zato materijali koji se koriste kao Celijski nosaci, skafoldi, treba
da budu funkcionalizovani sa bioloskim ligandima, kao Sto su peptidi ili proteini pri
¢emu njihovo prisustvo treba dabudei prostorno i vremenski kontrolisano(51).

Za uspesno koriscenje biomolekula na modifikovanoj povrSini skafolda potrebna
je izuzetna paznja tokom procesa modifikacije, posebno kada se koriste biopolimeri na
bazi peptida, koji daju brojne prednosti u odnosu na konvencionalne tehnike
modifikacije, jer su takvi polimeri:

biokompatibilniji sa Celijama i tkivima od sintetickih materijala
lako u sebe ugraduju bioloski korisne ligande
obezbedjuju precizniju kontrolu strukture i funkcija biopolimera, i

biodegradibilniji su od sinteti¢kih polimera u vecini sluajeva (52,53).

Skafold kao osnovni element konstrukcije tkivnog inZenjerstva kosti, zahteva da
bude integrisan sa okolnim koStanim tkivima i da omogudi inicijalnu 3D mreZu na koju
mogu da adherirgju i proliferiSu Celije, produkujuci proteine ekstracelularnog matriksa-
ECM. Da bi to moglo biti realno realizovano, nuzno je kreirati takve konstrukcije
skafolda koje ¢e u Sto je moguce vecCoj meri podraZzavati strukturu i morfologiju
prirodne kosti. Struktura skafolda treba da je biokompatibilna i da je bliska dizgjnu
prirodnog ECM, tj. da poseduje veoma visoku poroznost sa medusobno povezanim
porama u svim pravcima, da bi mogla da omoguci rast Celija i njihovu reorganizaciju i
da ima hemiju povrsSine, koja pospeSuje vezivanje Celija i njihovu diferencijaciju i

proliferaciju. Uz to, takva struktura treba da poseduje dobre mehanicke osobine, da bi
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omogucila naseljavanje i razmnoZavanje Celija bez nepotrebnog pritiska unutar skafolda
u ’in vitro’” uslovima, kao i da bi izdrzala statiCka i dinamiCka naprezanja i fizioloska
opterecenja u uslovima *’in vivo’’. Generalno gledano, struktura skafolda mora biti
zadovoljavajuce Cvrstine, ne samo da se odupire promeni oblika zbog Cinjenice da Zive
Celije urastaju i naseljavaju njegove pore, vec i zbog sila trakcije koje se javljaju u toku
procesa zarastanja nakon aplikacije materijala sa ¢elijama unutar defekta koji se nastoji
rekonstruisati procesom tkivnog inZenjerstva kosti(24). Ipak u toku ’’in vivo’ faze,
zbog postojanja eksterne ili interne fiksacije koji smanjuju aktivnost pacijenta koja bi
mogla ugroziti proces zarastanja u toku ranog perioda oporavka, potreba za takvim
mehaniCkim osobinama skafolda moze biti redukovana. Skafold treba da poseduje i
kontrolisanu brzinu biodegradacije, koja je optimalno podeSena u odnosu na brzinu
stvaranja novog kostanog tkiva, koje zamenjuje skafold novom kosti. Veli€ina pora,
distribucija i struktura treba da budu takvi da mogu zadovoljiti specificne zahteve u
primeni, od kojih jako zavisi Celijska adhezija, proliferacija, depozicija matriksa kao i
formiranje krvnih sudova unutar skafolda da bi se potpomogao rast tkiva. Svi ovi faktori
zavise, U osnovi, u najvecoj meri od hemijskih i bioloskih svojstava materijala od koga
je izgraden skafold, kostanih Celija koje naseljavaju njegovu strukturu u ’’in vitro’ ili
’in vivo’” uslovima i efikasnosti transfera signala izmedju ¢elija(50).

Skafold podrzava celijsku kolonizaciju, migraciju, rast i diferencijaciju i Cesto
vodi razvoju trazenih tkiva ili deluje na slican nacin kao vezikule za isporuku lekova.
Skafold napravljen od polimera, keramike ili kompozita, mora posedovati specificne
karakteristike ukljucujuci visoku poroznost, visoku specificnu povrsinu, strukturnu
¢vrstocu, specificni 3D oblik i biodegradibilnost(54) Principi inZenjerstva kostanih tkiva
pocCivaju na konstrukciji dovoljno aktivnih poroznih keramickih struktura, dobro
definisane morfologije njihovih zidova koja je kombinovana sa tankim filmovima
odgovarajucih polimera ili/i biopolimera da bi se obezbedila dovoljno kvalitetna
podloga za iniciranje rada kostanih Celija i za njihova skladna medjusobna balansiranja
Kinetike procesa resorpcije materijala i formiranja nove kosti. U *’in vitro’” uslovima
manja poroznost stimuliSe osteogenezu smanjujuci  Celijsku  proliferaciju ali
omogucavajuci vecu ¢elijsku agregaciju. Nasuprot tome, u ’’in vivo’” uslovima visoka
poroznost i veliCina pora rezultiraju u boljem urastanju koStanog tkiva. Prema ranim

radovima, zakljuceno je da je potrebna veliCina pora od minimum 100 pm, neophodna
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za naseljavanje ¢elija, njihovu migraciju i transport. Zbog potrebe za vaskularizacijom,
dokazano je da je veliCina pora utiCe na proces osteogeneze. Pore male veliCine
favorizuju hipoksi¢ne uslove i indukuju formiranje osteohondralne formacije pre nego
Sto ostegeneza zapoCne. Suprotno tome, skafoldi koji obiluju porama velikog promera,
vrlo brzo se vaskularizuju i vode direktnoj osteogenezi(24). PreZivljavanje Celija unutar
vecih Celijskih nosaca uveliko zavisi od veliCina pora u njima(55). Eksperimentalnim
markiranjem Celija otkriven je znaCajan gubitak Ccelija u toku prve nedelje od
transplantacije poroznog bovinog koStanog matriksa pomeSanog sa autolognim
osteoblastima(56). 1z ovih razloga indukcija vaskularizacije predstavlja integralni
element svakog uspesnog koncepta tkivnog inzenjerstva kosti. U skorijim ’’in vitro’’ i
’in vivo’’ istrazivanjima , preporucuje se da veliCina pora skafolda bude jednaka ili
veca od 300 pm, sa objasnjenjem da su to optimalne veli€ine pora za zadovoljavajucu
revaskularizaciju grafta (57,58).

Kost ima sposobnost remodelacije u uslovima fizioloSkog optereéenja ’’in
vivo’’. Na osnovu ovog fizioloSkog procesa koji se odvija u koStanim tkivima, postoji
potreba za kontrolom degradacije i kinetike resorpcije skafolda na taj nacin Sto Ce
bioresorptivni ¢elijski nosa€ zadrzati svoja mehaniCka svojstva 3 do 6 meseci( 1 do 3
meseca u ’’in vitro’” sredini i 1 do 3 meseca na mestu regeneracije. 1z tog razloga
matriks skafolda moze poceti da gubi svoja mehaniCka svojstva i da se metaboliSe u
telu, bez postojanja reakcije organizma na prisustvo stranog tela posle 12 do 18
meseci(59). Mehanicka svojstva bioresorptivnog 3D skafolda u momentu implantacije
moragju odgovarati mehani¢kim svojstvima tkiva domacina Sto je vise mogucée. Ono bi
moralo posedovati dovoljnu Crvstinu i snagu koju mora zadrzati dovoljno dugo dok
koStano tkivo koje urasta potpuno ne zameni matriks skafolda koji polako nestaje.
Degradacija i kinetika resorpcije materijala skafolda mora biti podeSena tako da se
Celijama koje ga naseljavaju i umnoZavaju se, omoguci sekrecija i stvaranje
ekstracel ularnog matriksa u pocetnoj i aktivnoj fazi naseljavanja ¢elijama(1 do 4 nedelja
’in vivo’’), dok materijal postepeno nestaje ostavljajuci dovoljno prostora za rast novih
Celija i tkiva. MehaniCka potpora od strane 3D skafolda trebalo bi da postoji sve dok
tkivnim inZenjerstvom novostvorena kost ne stekne ista ta svojstva tako da omoguci
samostalnu potporu za svoj dalji rast i razvoj. Kako matriks skafolda polako nestgje, sile

kontrakcije koje nastaju na mestu implantacije tkiva i stres koji izazivaju, dovode do
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smanjenja zapremine implantiranog tkiva u odnosu na zapreminu originano
postavljenog skafolda(60). 1z svih tih razloga, neophodno je u *’in vitro’’ uslovima
stvoriti konstrukciju skafold-Celije koja Ce imati mehaniCka svojstva slicna koStanom
tkivu Ciju regeneraciju nameravamo da sprovedemo.

Da bismo mogli sa uspehom da realizujemo takve strukture potrebno je duboko
razumevanje, geometrije njihove strukturne hijerarhije i razumevanje hemijskih i
bioloskih uslova njihovog samoorganizovanja u strukturu prirodne kosti. Veoma bitnu
ulogu ima, ne samo poroznost, njena distribucija i ukupan zapreminski udeo unutar
keramiCkih nosaCa/skafolda, nego i njena nanotopologija, izgled strukturnih elemenata
koji formiraju njene zidove i njihov medusobni raspored, razvijenost povrsine, udeli
aktivnih grupa koje pripadgu tankim polimernim, biopolimernim ili koloidnim
filmovima nanetim na takve strukture da bi ih funkcionalizovali u Zeljenom pravcu i

tako inicirali aktivnost kostanih ¢elija(50).

2.3.3.2.MATERIJALI U TKIVNOM INZENJERSTVU KOSTI

Svi materijali koji se koriste u inZenjerstvu koStanih tkiva dele se u Cetiri
osnovne grupe: biokeramike, biopolimere, metale i kompozite(50). Svi oni koriste se u
konstrukcijama vesStaCkih nosaCa-skafolda, koji imgu ulogu da preuzmu na sebe,
privremeno ili stalno, funkcije oSte¢enih koStanih tkiva. Za svaki od navedenih
materijala, medu navaznijim bioloskim osobinama su osobine resorpcije materijala,
njihova povrsinska aktivnost i biokompatibilnost.

BiokeramiCki materijali, prirodni ili sinteticki, koris¢eni samostalno ili u
kombinaciji sa polimerima, ngpogodniji su od svih biomaterijala za tkivni inZenjering
tvrdih i mekih tkiva. BiokeramiCki materijali se smatraju biokompatibilnim, tvrdim, sa
relativno slabom otporno$¢éu na naprezanje, odlicnom kompresivnom snagom, visokom
otpornoScu na troSenje i sa pogodnim niskim frikcionim osobinama pri artikulaciji(24).
BiokeramiCki materijali imaju najveCi znaCaj, zbog svoje visoke efikasnosti u
proliferaciji Celija i resorpciji tokom vremena, koja je pratena formiranjem nove
prirodne kosti. U takve materijae spadaju: hidroksiapatit pomerene stehiometrije,
biostakla, apatit-volastonitni kompoziti i B-trikalcijum fosfat, koji su svojim sastavom i
funkcionalnim svojstvima najblizi sastavu prirodne kosti. Ovi materijali mogu da

obezbede okolinu u kojoj ¢e ECM proteini biti adsorbovani, rezultujuéi adhezijom
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osteoblasta 1 znatno brzom proliferacijom nego kod bilo kog drugog materijala,

uklju€ujudi i titan.
2.3.3.2.1.Podela biokeramickih materijala

BiokeramicCki materijali se dele na(62):

a) bioinertnu keramiku

b) poroznu keramiku

c) bioaktivnu keramiku — obuhvata biostaklo, bioaktivnu staklokeramiku i
hidroksiapatit

d) bioresorptivnu keramiku

Nakon ugradivanja biokeramickog implantata, u organizmu se mogu javiti Cetiri

vrste reakcija naimplantat:

1. ukoliko je materijal toksic¢an, dolazi do odumiranja okolnog tkiva;

2. ukoliko je materijal netoksiCan i inertan, oko njega se formiravezivno tkivo;

3. ukoliko je materijal netoksiCan i bioloski aktivan, obrazuje se veza izmedu
prirodnog tkiva i implantata, na dodirnoj povrsini

4. ukoliko je materijal netoksiCan i rastvorljiv, postepeno ¢e ga zameniti okolno

tkivo.

2.3.3.2.2.Porozni hidroksiapatiti (pHAP)

Kalcijum hidroksiapatit predstavlja najznaCajniju so kalcijuma i fosfora. Sva
jedinjenja kal cijum-fosfata mogu se javiti u tri glavna strukturnatipa: apatitni, glaserit i
kalcijum fosfatni — npr. dikalcijum fosfat dihidrat, anhidrovani dikalcijum fosfat i
monokal cijum fosfat.

Hidroksiapatit se javlja u tri modifikacije(63):

1.Sterhiometrijski  hidroksiapatit — moZze se predstaviti  formulom
Cayo(PO4)s(OH),. Do odstupanja od stehiometrijskog hidroksiapatita, dolazi usled
prisustva malih koli€ina karbonata, kada se fosfatna grupa zameni karbonatnom.

2.Kalcijum deficitarni HAP — isti je kao bioloski koji Cini mineralnu fazu u
kostima, nastgje zamenom dvovaentnih kiseonikovih jona jednovalentnim

hidroksilnim.
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3.0kshidroksiapatit — dolazi do zamene hidroksilnih jona dvovalentnim
kiseonikovim.

Struktura apatita je veoma pogodna za supstituciju drugim jonima. Zamenom
Ca, PO4 i OH jona drugim jonima, mozZe do¢i do promene u parametrima — reSetke,
morfologiji i rastvorljivosti.

Umesto kalcijuma, mogu se nai joni stroncijuma, magnezijuma, barijuma,
olova. Fosfatne jone mogu zameniti vanadati, borati i manganati. Kod supstitucije,
veliCina i koliCina supstituisanih jona, direktno utie na razliku u parametrima reSetke,
izmedu supstituisanog 1 nesupstituisanog HAPa.

Bioloski HAP, koji ulazi u sastav kostiju i zuba, razlikuje se od Cistog - po
stehiometriji, sastavu, fizickim i mehanickim osobinama. On je najCeSCe kalcijumom
deficitaran i uvek karbonatno supstituisan, $to u velikoj meri utiCe na mehanicke
osobine ovog minerala. Bioloski hidroksiapatit, u kombinaciji sa kolagenom, gradi
matricu koja daje veliku ¢vrstou kostima. MehaniCke osobine sintetskog
hidroksiapatita, uglavnom zavise od nacina njegove sinteze, koji ukljucuju temperaturu,
pritisak, pH, i uslova njegovog naknadnog termickog tretmana (sinterovanja).
Uglavnom HAP je krt i pokazuje malu otpornost na mehaniCke stresove, Sto je usko
povezano sa njegovom poroznoScu.

Po svojoj strukturi, on moze biti neporozni i porozni. Takode, moze biti u
granulama ili blokovima. Neporozni, preciznije reCeno mikroporozni - sa maksimanom
porozno$¢u do 5% zapremine i mikroporama od oko 1 pm, kristalima veli€ine preko
2000 A — ima Siroku primenu u medicini i stomatologiji.

Porozni HAP - ima pore od ngmanje 100 ym — Sto dozvoljava prozimanje
koStanim tkivom. Kalcijum HAP se moZe dobiti i u formi bifaznog kalcijum fosfata,
gde je HAP u vecini, u smesi sa trikalcijumfosfatom.

Hidroksigpatit i drugi kalcijum fosfatni materijali, smatrgu se
osteokonduktivnim i imali su Siroku upotrebu kao kostani zamenici, viSe od dve
decenije. Nazalost, oni ne kombinuju dobre mehanicke osobine sa visokom poroznoscu,
pa je doSlo do ograniCenja njihove primene. Takvo dizajniranje materijala nije na
odgovarajuci nacin reSeno, mada su koriscene razlicite tehnike i pristupi, kao Sto su: sol-
gel, termalno indukovana fazna separacija, kombinovane tehnike livenja i simultanog

luZenja i sinterovanje mikrosfera. Pored njih znaCajno mesto pripada tehnici templejta
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raznih vrsta polimernih pena, elektroforetske depozicije, superkritichog fluida,
membranske laminacije, zatim tehnologija baziranih na visokim pritiscima. Takodje,
prisutne su i tehnike sumblimacionog suSenja, brzog Stampanja, uz koris¢enje lasera i
biomimetske tehnike dobijanja skafolda. | pored svega toga, problemi dizgniranja
idealnog skafolda joS uvek su prisutni(64,64,66).

U osnovi, tkivno inzenjerstvo zasniva se na postojanju aktivne porozne
strukture, poznate kao skafold, koja ima dobro definisanu morfologiju unutrasnjih
zidova. Ove strukture se najceS¢e prave od poroznog kalcijum hidroksiapatita umereno
pomerene  stehiometrije.  Celijski nosadi na bazi poroznog kalcijum
hidroksiapatita(pHAP) ve¢ se nalaze u Sirokoj upotrebi u klini¢koj praksi u
stomatologiji i u ortopediji i karakteriSu se kao dobri biokompatibilni i ostekonduktivni
materijali(67,68). Zahvaljujuci svojoj strukturi, koja je slicna strukturi prave kosti,
pHAP se Siroko koristi u ortopedskoj i maksilofacijalnoj hirurgiji za reparaciju defekata
kosti, u rekonstrukcijama srednjeg uha, kao previaka na dentalnim i ortopedskim
implantima. U oralnoj hirurgiji, ima primenu za augmentaciju alveolarne kosti, uz
metalne implante. U parodontologiji, primenjuje se u vodenoj regeneraciji tkiva, terapiji
infrakostanih parodontalnih dzepova.

U slucaju kad se kombinuje sa odgovargjuéim polimer/biopolimer tankim
filmovima (zbog njihove biokompatibilnosti, mehanickin  karakteristika i
biodegradibilnosti), skafoldi na bazi pHAPa mogu pruZziti odlicne uslove za inicijaciju,
rast i aktivnosti koStanih Celija(69,70).

2.3.3.2.3.Kompozitni materijali

Kako bi se postigla Sto bolja kompatibilnost nosaca-skafolda i koStanih ¢elija
koje naseljavaju njihovu povrSinu, doslo je do kombinovanja tako formiranih poroznih
keramickih skafolda sa polimerima, i dobijene su razliCite nove formulacije
kompozitnih materijala. Osnovni zadatak biomaterijala koji se koriste u tkivnom
inZenjerstvu jeste da obezbede biokompatibilnu povrSinu i zadovoljavaju¢e mehanicke
karakteristike. Konvencionalni jednokomponentni polimeri ne mogu ispuniti ovg
zadatak. 1z tog razloga se istrazuju razliCiti visSekomponentni polimeri kombinovani sa
poroznim hidroksigpatitom u cilju stvaranja novog multifunkcionalnog biomaterijala

Polimeri koji su ugradeni u dizajn skafolda poboljSavaju aktivnost i naglasavaju
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nanotopologiju unutradnjih zidova skafolda, omogucavajuci tako efikasniju aktivaciju
¢elija uklju€enih u proces tkivnog inZenjerstva, kao i njihov rast i razvoj. Jedna takva
nova formulacija kompozitnih materijala primenjena je u okviru projekta osnovnih
istrazivanja 172026 Ciju realizaciju u aspektima bioloSke primene sledi program ove
disertacije. Kao tanki filmovi na zidovima keramickih skafolda, koriséeni su razliciti
prirodni rafinisani polimeri organizovani u dobro definisane polimerne strukture i
egzaktne hemijske forme, poput alginata, modificiranog skroba, celulozesal i
sintetickih polimera kao Sto je familija alifatiCnih poliestara koji se nazivau
poliglikolidi, polilaktidi i njihovi kopolimeri. Prednost obe koriS¢ene vrste polimera je u
mogucnosti  njihove Siroke reprodukcije i dobre kontrole njihovih osobina:
konformacije, brzine razgradnje i nanostrukture. Zbog svega toga, oni imaju potencijal
da budu Siroko primenjeni kao nosaci prilikom transplantacije Celija i kao Celijski nosaci
u tkivnom inzenjerstvu, obzirom da je poznato da kombinacija prirodnih ili veStackih
polimera sa hidroksiapatitom (kompozitni Celijski nosaci) predstavlja osnovu tkivnog
inZenjerstva kosti.

Pored skafolda kao keramiCkih nosaCa sa dobro prilagodenim osobinama
degradacije i bioaktivnosti, sa mehanickim osobinama koje mogu da sluze kao potpora
celom sistemu tokom procesa stvaranja novog koStanog tkiva u kombinaciji sa
polimernim sistemima kao tankim filmovima, veoma su popularne i procesne tehnike
konvencionalnih polimernih materijala (prilagodene su i proSirene na ugradnju
neorganskih bioaktivnih faza u poroznu 3D polimernu mrezu). Polimerni materijali, kao
Sto su hidrogelovi, posebno u injektibilnoj formi, bude izuzetno interesovanje zbog
svoje hidrofilnosti, pogodnosti za inkapsulaciju celija, slicno prirodnom ECM u
neinvazivnim primenama (50).

Jedna od najceSc¢e koris¢enih u poslednjoj deceniji je grupa sintetickih polimerai
kopolimera, koja pripada porodici poliestara. Medju njima najznacCajniji su: PLA-
polilaktidna kiselina, PGA-poliglikolidna kiselina, i kopolimeri tipa PLGA - poli(laktid-
ko-glikolidne) kiselina. Ovi materijali igraju veoma vaznu ulogu i u oblikovanju
razlicitih formi skafolda. Bitna osobina navedenih polimera je da njihova resorbilnost i
mehaniCke karakteristike mogu da zadovolje razne vrste primena u maksilofacijalnoj i
ortopedskoj hirurgiji, na zbrinjavanju defekata kriticne veliCine i kao fiksatori za

podrsku srastanju koStanih tkiva bez naknadne hirurSke intervencije njihovog
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uklanjanja, posle srastanja (kod loma kostiju). Sposobnost degradacije, takve materijale
¢ini veoma podobnim i za razne druge primene, koje obuhvataju i primene vezane za
inkapsulaciju lekova sa kontrolisanim brzinama otpustanja.

U idealnom slucaju, kad se koriste takvi materijali za funkcionalizovanje
keramickih struktura skafolda, brzina degradacije takvih polimera, kao i keramickih
nosata na kojima se nalaze naneti kao tanki filmovi, treba da odgovara brzini
formiranja novog kosStanog tkiva. Skafold koji je inicijalno formiran, tokom procesa
osteointegracije  tokom primene unutar organizma degradira, pri Cemu njegove
mehaniCke osobine, takode degradirgu skladno sa rastom mehanickih osobina
novoformiranih koStanih tkiva koja preuzimaju na sebe ulogu noseéih elemenata u
konstrukciji nove kosti. Pored PLA, PGA, PLGA polimera, veoma znacajnu ulogu u
formiranju kompozitne skafold strukture imau i poli(metal-metakrilati, poli(e-
kaprolaktonati), polihidroksibutarati, polietileni, polipropileni, poliuretani, poli(-etilen-
tereftalati), polietarketoni i polisulfonski polimeri.

Glavna prednost sintetskih polimera iz grupe poliglikolida jeste u tome $to se
razgraduju hidroliticki, Sto dovodi do razgradnje polimernih lanaca i oslobadanja
jedinjenja koja su prirodno prisutna u organizmu i zbog toga mogu biti metabolisana.
Ovi polimeri imaju dugacku istoriju upotrebe kao resorptivni hirurski konci i resorptivni
osteosintetski materijal. Estarske veze kod ovih polimera su hidroliticki labilne i oni se
razgraduju neenzimskom hidrolizom. Njihovi razgradni produkti su netoksicni prirodni
metaboliti i iz organizma se eliminiSu kao ugljendioksid i voda. Stepen degradacije ovih
polimera moze biti podeSavan da zadovolji zahteve, na period od nekoliko nedelja do
nekoliko godina menjanjem hemijskog sastava, molekularne tezine i njene distribucije,
kao i kristaliniCnosti. Biodegredabilni polimer-neorganski bioaktivni kompoziti
pokazuju bioaktivno ponasanje, podesivu kinetiku biodegradacije i mehaniCke osobine
pogodne za primenu u regeneraciji kosti (50).

Kompozitni nosaCi moraju biti tako dizajnirani da se keramicCke Cestice ne samo
ugrade u polimerni matriks, nego i da se nalaze na povrSini i tako ostvare
osteokonduktivnu funkciju. Takode, bazni produkti razgradnje hidroksiapatita i
trikalcijumfosfata neutraliSu kiselost polimernih jedinjenja.
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Takozvana prva generacija kompozitnih nosaca je stvorena na Nacionalnom
Univerzitetu Singapura. KoriS¢ena je metoda modelovanja fuzionom depozicijom
(FDM), a koriscena je kombinacija HA i PCL (59).

Druga generacija kompozitnih nosaca je proizvedena 2007 FDM metodom (71).
Polimer - CaP kompozit je imao dobre mehanicke i biohemijske osobine, ukljucujuci
snagu koja potiCe od keramike, Cvrstinu i plasticnost polimera, kao i dobru
degradacionu i resorpcionu kinetiku.

Rekonstrukcija segmentnih defekata na dugim kostima predstavlja klinicki
izazov. U cilju prevazilazenja problema upotrebe skafolda u podrucjima velikog
opterecenja, razvijen je kompozitni nosa€ baziran na poli L,D lakti¢noj kiselini. On se
moZe koristiti kao nosac proteina i faktora rasta, uz istovremeno izdrzavanje opterecenja
koje kost normano podnosi. Cilj je bio poboljSanje postojece FDM metode za
proizvodnju materijala visoke snage, uz istovremeno povecanje poroznosti na 75-80%.

Upotreba sintetiCkih ili prirodnih nosaCa sa slabim mehanickih osobinama
(visoka poroznost) i brza degradaciona kinetika su rezultirali u graftovima koji mogu
biti koriS¢eni u oblastima niskog optereCenja. Godine 2007. prvi put je objavljena
upotreba jedinstvenog kompozitnog nosaca za tkivno inzenjerstvo kosti, koji se sastojao
od kombinacije biodegradabilnog PLGA 1 bioresorptivnog CaP cemanta procesom
fuzije Cestica i fazne separacije(72). Nosac se karakteriSe visokom makroporoznoscu, sa
makroporama od 0,8 — 1,8mm, porozno$¢u od 81-91% i poboljSanim mehanickim
osobinama, zahvaljujuci polimeru.

Novi pristup fomiranju kompozitnih nosaca na bazi polimera i CaP keramike
predstavlijen je 2004. goding(73). Kombinovan je degradabilni PLGA u obliku
mikrosfera i dlabo kristalni CaP koji je fuzionisan u te mikrosfere. Dobijen je
trodimenzioni skafold za regeneraciju kosti koji je imao poroznu interkonekciju i
mehaniCke osobine u rangu trabekularne kosti.

Procesom sferoidizacije Cestice soli u plamenu i njihovim sinterovanjem, 2004.
godine postignuta je interkonekcija slane osnove, koja je hila napunjena sa
karbonizovanim fluoroapatitnim prahom i polilakticnim polimerom (74). Dobijen je
kompozitni nosa€ i pokazano je da se upotrebom sfericnih i vecih Cestica soli moze

dobiti veci prostor pora.
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Primeceno je da je indukcija hidroksiapatita poboljSala mehaniCke osobine i
adsorpciju proteina od strane kompozitnih nosaca sastavljenih od nanohidroksiapatita i
PLLA. Oni poseduju visoku poroznost od preko 90%i dobro kontrolisanu arhitekturu
pora. Dobijaju se TIPS(termicki indukovana fazna separacija) metodom (75).

Preparacija i morfologija 3D poroznih kompozita od PLGA | PLLA od strane
drugih autora su dali slicne rezultate, pri cemu su kompozitne pene pokazale znacajno
poboljSanje mehanickih osobina uprkos poroznosti od preko 95%  (76). Slicni,
visokoporozni kompozitni nosaci, napravljeni od PLLA i HA TIPS tehikom, prilikom
zasglavanja osteoblastnim Celijama i kultivisanjem in vitro, pokazali su duboko
prodiranje Celija u unutradnjost nosaca kao i njihovu ravhomernu distribuciju. Procenat
preZivljavanja Celija na ovakvom nosaCu je veci nego na nosacu napravljenom od
PLLA, kao i bolja proliferacijai veca ekspresija kost-specificnih markera. Na taj nacin
je demonstrirana dobra osteokonduktivnost (77).

Penasti nosaci, napravijeni od PLLA i PLLA i HA, pripremani su metodom
Cvrsto/teCne fazne separacije.Rezultati su pokazali da Cisto polimerni nosaci podrZavaju
Celijski rast samo na spoljasnjosti matriksa, dok je kod kompozitnih dolazilo do prodora
¢elija kroz unutradnju strukturu nosaca.

Istrazivanja 3D hidroksiapatit-kolagen kompozitnih nosaCa, napravljenih od
biomimeticki mineralizovanog kolagena, pokazala su interkonekcijsku strukturu pora i
elasticne mehaniCke osobine. In vivo subkutana implantacija je pokazala resorpciju
nakon dva meseca putem fagocitoze, kao i resorpciju i zamenu materijala novim
koStanim tkivom posle implantacije u defekte dugih kostiju, nakon tri meseca.

Penasti kompozitni nosaci otvorenih Celija, koji se sastoje od resorptivne PLA i
keramickih punioca, HA ili beta -trikalcijum fosfata, razvijeni su 2006. godine
metodom povrsSinske ugljen-dioksid penaste tehnike. Ovakvi nosaci su imali unutrasnju
3D strukturu koja je imala anizotropnu morfologiju(78).

Davis laboratorija je objavila razvoj njihove takozvane tree generacija
materijala za nosaca (72). Njihovi rezultati su pokazali da dodatak tankog Ca-P filmana
povrSinu makroporoznog PLGA-CaP kompozitnog nosaCa stvara osteokonduktivni
nosa¢ veée kompresivne snage Kkoji spreCava razvitak hroni¢nog inflamatornog

odgovora. Ova trofazna konstrukcija prevazilazi i bioloska i mehaniCka ograniCenja
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koje su prethodni materijali pokazivali. Dobijen je jedinstven, potpuno resorptivan
nosaC kao zamena za graftove tarabekularne kosti(79).

U poslednjoj deceniji, jedan od najceSCe koriScenih polimera za izradu
kompozitnih skafolda je PLGA( kopolimer PLA - polilaktidna kisdina i PGA -
poliglikolicna kiselina), zbog svoje utvrdene biokompatibilnosti i stepena degradacije
koji zavisi i moze se regulisati medusobnim odnosom dveju komponenata koje se nalaze
u njegovom sastavu(80,81,82). U nanovije vreme razvijgju se materijali na bazi
kompozita HA/HDPE hidroksiapatit-polietilen visoke gustine i PLGA/HA kompozita,
koji se odlikuju odlicnom biokompatibilno3¢u i mogu da oponaSaju prirodnu kost, jer
su njihove osobine sli¢ne osobinama kosti. Time takvi materijali, postaju obecavajuée
matrice skafolda nosivih kosti, koje bi mogle da omoguce optimalnu celijsku
diferencijaciju i mineralizaciju kostanih tkiva. Celije se na takvim materijalima dobro
adheriraju, posebno na hidroksiapatitnoj komponenti, Sto sve ima za rezultat dobru
Celijsku proliferaciju i integraciju-osteokonduktivnost kostanih implanta, izgradjenih od
HA/HDPE i PLGA/HA kompozita.

2.3.3.4. SAVREMENI KONCEPTI KONSTRUKCIJE SKAFOLDA

Osnovne funkcionalne strukture Celija i tkiva definisane su na nanometarskom
nivou pa zbog toga razumevanje nanobiologije i primena nanotehnologije predstavljgu
novi pravac u istraZzivanju tkivnog inZenjerstva(83). Nanotehnologija omogucéava
razvijanje novog sistema koji imitira sloZena, hijerarhijski organizovana prirodna
tkiva(84). Nanotehnologija ukljucuje materijale koji poseduju makar jednu dimenziju na
nanometarskom nivou i pomocu kojih se mogu praviti strukture, uredaji i sistemi novih
karakteristika. UopSteno reCeno polimerni nanokompoziti su rezultat kombinacije
polimera i biomaterijala na nanometarskom nivou(85,86). Interakcija izmedu
nanostruktura i polimernog matriksa je osnova za poboljSanje mehanickih i
funkcionalnih karakteristika nanokompozita u poredenju sa konvencionalnim
mikrokompozitima. U poslednje dve decenije bilo je znatnog napretka u istrazivanjima
u cilju poboljSanja karakteristika materijala koristeCi nanometarski stvorene strukture,
pri  ¢emu se koristila prednost u visokom odnosu povrSina/zapremina
nanomaterijala(87). Nanokompozitni materijali uvek pokazuju odlican balans izmedu

snage i Cvrstine i obiCno imaju unapredene karakteristike u odnosu na karakteristike
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individualnih  komponenti(88). Ako posmatramo prirodni koStani matriks kao
kompozitni materijal sastavljen od kolagena i apatita, nanokompozitni materijali su
savrSena zamena kao skafoldi za tkivno inZenjerstvo kosti(89). LoSe mehanicCke
karakteristike koje su bile svojstvene polimernim poroznim skafoldima danas se
ispravljaju mogucnoS¢u kombinovanja nanostukturnih Cestica sa biodegradibilnim
polimerima Cime se znaCajno poboljSavaju i modeluju mehanicka, elektricna i
degradibilna svojstva biomaterijala(90). Medusobna adhezija izmedu nanopartikula i
polimernog matriksa je glavni faktor koji utiCe na karakteristike nanokompozita. U cilju
boljeg vezivanja izmedu dve komponente nanokompozita razvijene su razliCite tehnike.

Primarna struktura skafolda, koju je moguce realizovati na brojne nacine, kao
Sto su sol-gel postupak, termicki indukovana fazna separacija, posebno je pogodna za
proizvodnju 3D nanokompozitnog keramika-polimernog skafolda sa kontrolisanom
mikrostrukturom i makrostrukturom za nesmetanu proliferaciju  kosStanog tkiva. Za
dobijanje takvih skafolda koriste se raznolike tehnike proizvodnje skafolda, kao Sto su
konvencionane tehnike livenja u polimernoj matrici u dobro definisanim formama
kalupa (uz naknadno uklanjanje polimera rastvaranjem u organskom rastvaracu), fazna
separacija, luZzenje porogena, sinterovanje mikrosfera (koriste¢i u prvom koraku tehniku
isparavanja, a potom sinterovanja u drugom koraku), kreiranje skafolda koris¢enjem
tehnike templeta od polimernih pena, tehnike proizvodnje skafolda primenom vlakana
ili tehnika umakanja, elektroforetske depozicije, biomimetskim samoasembliranjem,
koristeCi tehnike superkritiCnih pritisaka, kao kod pripreme skafolda iz kompozita
PLGA 1 hidroksigpatita, tehnike membranske laminacije, tehnike visokih pritisaka,
’freeze drying’’-a i tehnika brzog Stampanja razliCitih formi skafolda unapred kreiranih
uz pomo¢ odgovarajucih kompjuterskih programa(50).

Proces izrade skafolda mora obezbediti visok nivo kontrole njihovih makro- i
mikro-strukturnih osobina sto je kljucni zahtev za njihovu specificnu primenu. Zavisno
od materijala za skafold i strategije inzenjerstva tkiva, od strane razliCitih istrazivackih
timova, razradene su i razliCite metodologije i uslovi procesiranja skafolda radi
optimizacije performansi datog finalnog sistema za unapred odredenu namenu. U
saglasnosti sa tim, procesne procedure, u svakom od konkretnih sluCajeva, treba da
budu odabrane tako da ne menjau hemijske i biokompatibilne osobine materijala, koje

bi svojom promenom mogle ograniCiti efekte njegove klinicke primene. Pored
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navedenog opsSteg uslova, neophodno je da materijal bude proizveden u preciznoj
geometriji da bi se uklapao na mestu implantata, da ima medusobno povezane pore i
dovoljno visoku gustinu pora sa pravilnom morfologijom, veli¢inom i distribucijom i da

uz to njegov kvalitet bude visoko reproduktivan.



3.CILJEVI ISTRAZIVANJA

U okviru analize naucne problematike postavljena je radna hipoteza:

Porozni  hidroksiapatit dobijen modifikovanom  hidrotermanom
metodom, porozni  hidroksiapatit dobijen modifikovanom
hidrotermalnom metodom u kombinaciji sa PLGA i porozni
hidroksigpatit dobijen modifikovanom hidrotermalnom metodom u
kombinaciji sa metforminom poseduju dobru biokompatibilnost, ne
ispoljavaju toksiCna svojstva i Stetne efekte po zdravlje i u direktnom
kontaktu sa koStanim tkivom domacina omoguéavaju bolju
vaskularizaciju i dublju infiltraciju novoformirane kosti u odnosu na

standardne materijale.

Utvrdivanje istinitosti postavljene hipoteze obavice se eksperimentalno.

Za potrebe naucnog ispitivanja definisan je sledeci cilj istraZivanja doktorske

disertacije:

Izvrsiti karakterizaciju, ispitati biokompatibilnost i biofunkcionalnost
poroznog hidroksigpatita dobijenog modifikovanom hidrotermalnom
metodom, poroznog hidrosiapatita  dobijenog modifikovanom
hidrotermalnom metodom u kombinaciji sa PLGA | poroznog
hidroksiapatita dobijenog modifikovanom hidrotermalnom metodom u

kombinaciji sa metforminom

Za postizanje postavljenog cilja istraZzivanja doktorske disertacije, definisani su

sledeéi zadaci:

Izvrsiti karakterizaciju ispitivanih materijala (poroznog hidroksiapatita
dobijenog modifikovanom hidrotermanom metodom, poroznog
hidrosiapatita dobijenog modifikovanom hidrotermalnom metodom u
kombinaciji sa PLGA i poroznog hidroksiapatita dobijenog
modifikovanom  hidrotermalnom metodom u kombinaciji sa
metforminom)

Utvrditi biokompatibilnost  ispitivanih materijala u direktnom i
indirektnom kontaktu sa ¢elijama
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Utvrditi povrSinske karakteristike ispitivanih materijala u kontaktu sa
Celijama

Utvrditi iritativni efekat ispitivanih materijala

Utvrditi efikasnost ispitivanih materijala u popunjavanju koStanih
defekata
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AMATERIJAL | METODOLOGIJA
4.1.Testirani materijali

Za potrebe ovog istraZzivanja, korisen je novi sintetiCki biomaterijal, porozni
hidroksiapatit dobijen metodom templejta polimerne pene na bazi poliuretana. Sam
proces sinteze Cestica hidroksiapatita izveden je modifikovanom metodom
hidrotermalne sinteze asistirane delovanjem povrsinski aktivne supstance polietilen vinil
acetat/versatata. Nakon dobijanja keramiCkog konstrukta (nosaca) na nosa¢ poroznog
hidroksiapatita deponovan je tanki film metformina i polilaktidkoglikolida (PLGA).
Kao pozitivan standard upotrebljen je deproteinizovani govedi koStani materijal (Bio
Oss R, cancellous granule 0,25 — 1,0 mm veliCine, Geistlich AG, Wolhusen,
Switzerland).

Postupak dobijanja kompozitnih keramiCkih nosaCa poroznog hidroks apatit-
polimerni tanki film odvijao se u vise faza. Prvo su dobijene Cestice hidroksiapatita
primenom modifikovane metode hidrotermalne sinteze uz uceSCe polietilen vinil
acetat/versatatom u svojstvu povrsinski aktivne supstancije .

Postupak dobijanja poroznih granula podrazumevao je sintezu praha
hidroksiapatita, koja je obavljena hidrotermalnim postupkom na 150°C, pod pritiskom
od 15 bara, tokom 8h tretmana, uz prisustvo kopolimera polietilenvinilacetata/versatata,
PEVA/PEVV. Na taj naCin su dobijene Cestice veliine ispod 200 nm sa veoma
pravilnom geometrijom. Da bi se dobile Cestice Sto vecCe aktivnosti, vece specificne
povrsine i stepena amorfizacije povrSine praha, prah je potom tretiran mehanohemijski,
posle Cega su dobijene Cestice bile nanometarskog reda velicine (ispod 20 nm). Takav
red veliCine Cestica odgovarao je redu veliCine kristalnih domena (uredenih delova
Cestice), pre mehanohemijskog tretmana (XRD analiza daje vrednosti oko 16 nm, ako se
primeni Serrer-ova formula). Mehanohemijski postupak se odvijao uz prisustvo
kopolimera PEVA/PEVV. Radi dobijanja odgovarajuce suspenzije podeSen je odnos
teCne i Cvrste faze tako da suspenzija ima odgovarajuéu konzistenciju i reologiju
pogodnu za izlivanje. Kad je postignut optimum viskoznosti suspenzije, njome je
natopljena poliuretanska pena dobro definisane poroznosti. Nakon toga je celi sistem
podvrgnut procesu pirolize i sinterovanja na 800°C u prvom koraku, a potom na 1300°C
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u drugom koraku da bi se dobili visokoporozni kompakti kalcijum hidroksiapatita
(skafoldi).

Skafold je potom granulisan i deli¢i granula koji su manji od 300 um korisceni
su za taloZenje (depoziciju) tankog filma na staklenim ploCama, za eksperimente na
éelijskim linijama, dok su granulacije izmedu 300pm i 1 mm, korisCene za tretman
defekata kritiCne veliCine kalvarije zeca. Deponovanje granula na staklene ploCice za
eksperimente na Celijskim linijama izvedeno je uz pomoc polistirenskog lepka, prema
sledeCoj proceduri: fine granule reda veliCine 0-300 ym karbonatnog hidroksiapatita
deponovane su na staklene plocCice debljine oko 1 mm, tako Sto su staklene plocCice
premazane prethodno slojem polistirenskog lepka koji je omogucio lepljenje za
povrSinu monosloja granula kalcijum hidroksiapatita. Nakon lepljenja jednog sloja
granula na povrsini ploCice ostatak granula je uklonjen i potom je izvedena depozicija
tankih filmova polimera PLGA i metformina.

Kod deponovanja tankih polimernih filmova metformin je rastvoren u vodi i
PLGA u hloroformu (koncentrat od 1% w/w) pre deponovanja unutar pora granula CHA
sloja. Debljina deponovanih polimernih filmova bila je prosecne veli¢ine 10 pm.

Biomimetski postupak je izveden tako Sto su granule (granule za istrazivanja na
Celijskim kulturama i granule za kutanu i subkutanu implantaciju i za patohistoloSka
istraZivanja) potopljene u superzasi¢eni SBF pripremljen uz pomo¢ modifikovane
procedure (koncentrat (mol dm™®) svakog jona: Cl™- 0.054, Na' - 0.0542, Ca?*- 0.0025,
PO,> - 0.001, Mg® - 0.0003, COs* - 0.0006 i K* - 0.0014; pH su pode$ene na 7.4) i
ostavljene da stare 6 nedelja na temperaturi od 37 °C (u univerzalnim peéima,
MEMMERT UNB 400). Volumen SBF je kontrolisan i konstantan tako Sto se dodaje
dejonizovana voda &ija je pH vrednost pode$ena na 7.4. Koncentracija Ca®' je
periodicno verifikovana uz pomo¢ atomske apsorpcione spektroskopije. Posle
odlezavanja, uzorci se sklanjgu sa medijuma, ispirgu se dgonizovanom vodom |
odreduju se njihove karakteristike.

4.1.1. Karakterizacija

Faze koje su sakupljene na razlicitim polimer filmovima su ispitane uz pomoc

Fourier transform infracrvene spektroskopije (Nicollet 380 FTIR, Thermo Electron
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Corporation) u prigusenoj totalnoj refleksiji (ATR). FTIR spektar je zabelezen u
spektralnom opsegu 4000-400 cm ™.

Metod (Philips PW 1050) rentgen difrakcije (XRD) koris¢en je za strukturnu
analizu dobijenih faza. Podaci su analizirani u opsegu 28 od 9 do 67> sa korakom
skeniranja od 5, i vremenom ekspozicije od 2 sekunde po koraku. VeliCina kristalita je
izraGunavana pomocu Sererove jednacine, d = KMBcosB, gde d (u nm) predstavlja
proseCan precnik kristalita, K je faktor oblika, B Sirina difrakcije (121) na polovini svoje
maksimalne visine, A je duzina talasa koriscenih rentgenskih zraka, i 8 jeugao Brag-

ov ugao difrakcije.

HA, tanki polimerni filmovi i faze koje su biomimetskim procesom nastale na
razliCitim polimernim filmovima su ispitane uz pomo¢ Fourier-ove transform
infracrvene spektroskopije (Nicollet 380 FTIR, Thermo Electron Corporation) u
prigusenoj totalnoj refleksiji (ATR). FTIR spektar je sniman u spektralnom opsegu
4000-400 cm™*,

Skening elektronska mikroskopija je koris¢ena da bi se ispitala morfologija i
mikrostruktura svih uzorka, posebno hidrotermalno dobijenog HA, keramickih nosaca
nastalih iz njega i deponovanih faza biomimetskog HA na povrSini tankih filmova
polimera deponovanih na HA nosaCima. Uzorci su prevuceni zlatom spaterovanjem, a
potom je njihova morfologija i energetsko disperzivna analiza (EDS) pracena pomocu
SEM JOEL mikroskopa. Za snimanje povrSine HA nosaCa u 2D i 3D korisCena je

atomska mikroskopijasila (AFM), uredja Quesant.

SBET: Za odredivanje specificne povrsine HA praha i njegove mikro- i nano-
poroznosti koris¢ena je BET metoda, koja se zasniva na merenju adsorpcije azota na -
196 °C na odgovarajucoj aparaturi opremljenoj sa TCD detektorom (Gas chromatograph
Varian Aerograph, model 920). Specificna povrsina se izraCunava sa BET metodom u
jednoj tacki. Pri tome, prepostavlja se da su sintetizovane Cestice sferoidnog oblika Sto
omogucuje odredivanje njihovog srednjeg pre¢nika na osnovu formule: (dBET = 6/pSw)
gde je Sw .specifiéna povriina, ap teorijska gustina HA (3.156 g/cm®).
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4.2. ISPITIVANJE DIREKTNE I INDIREKTNE CITOTOKSICNOSTI
ANALIZIRANIH JEDINJENJA

Drugi deo istraZzivanja sproveden je na Institutu za medicinska istraZivanja,
Univerziteta u Beogradu.

Laboratorijska in vitro studija ukljucivala je istrazivanje bioloskog odgovora
Celijske kulture na testirane materijale na osnovu preporuke medunarodnog standarda
ISO/DIS 10993-5: Test for cytotoxicity: in vitro method; MEM Extraction Cytotoxicity
Test T-7-2(91).

U igpitivanjima direktne i indirektne citotoksicnosti koris¢ena je kultura misjih
fibroblasta L929 (ATCC) Za postizanje optimalnih uslova Ccelije su gajene u
odgovaraju¢im posudama, u hranljivom medijumu (DMEM) uz dodatak 10% fetalnog
seruma goveceta (FSG), L-glutamina (3mM), penicilina (100 1U/ml), streptomicina
(100ug/ml). Nakon suplementacije pH rastvor hranljive podloge je rastvorom
bikarbonatnog pufera doveden do vrednost 7,2 i profiltriran kroz filter veliCine pora od
0,22um. Uslovi gajenja su podrazumevali temperaturu od 37°C, u atmosferi vazduha, sa
5% ugljen dioksida.

Optimizacija uslova gajenja Celija podrazumevala je konstruisanje
eksponencijalnih kriva rasta Celija u zavisnosti od vremena gajenja, za razliCite
koncentracije zasadenih cCelija u nultom vremenu. Broj Ccelija, koji je srazmeran
apsorbanciji, pracen je nakon 2h, 24h, 48h, 72h i 96h. Ispitivane su krive rasta pri
sadenju 500, 1000, 2000, 4000 i 8000 celija. Na osnovu kriva rasta izracunato je vreme
duplikacije celija i na osnovu toga odreden optimalan broj delija korisen u
eksperimentima, koji je iznosio 6000 celija po bazenu plo¢e sa 96 bazena, kod
ispitivanja indirektne tokicnosti, odnosno 100000 po bazenu ploce sa 6 bazena kod

ispitivanja direktne toksicnosti.

4.2.1.1spitivanjeindirektne citotoksicnosti

Ispitivanje indirektne toksiCnosti podrazumeva ispitivanje toksicnosti ekstrakata
ispitivanih jedinjenja, odnosno njihovih degradacionih proizvoda. Ispitivani ekstrakti
dobijeni su suspendovanjem jedinjenja u podlozi za gajenje Celija (DMEM sa 10% FCS)

u koncentraciji od 0,2g/ml i inkubiranjem na 37°C u trganju od 1h, 24h ili 72h, uz
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konstantnu agitaciju. Nakon inkubacije, dobijene suspenzije su centrifugirane 10min na
2000 obrtgja u minuti, dekantovane, izmerena je pH vrednost dobijenih rastvora i
rastvor je filtriran kroz filter dijametra pora 22um. Ovako dobijeni ekstrakti su dalje
korisceni za ispitivanje indirektne citotoksi¢nosti

Za ispitivanje delovanja ispitivanih ekstrakata, Celije su nakon tripsinizacije
resuspendovane u hranljivoj podlozi i u odgovaraju¢em broju zasejavane u mirkoplocu

sa 96 bazena.

Protokol zasgjavanjaprikazan je nadlici 4.1.

OOOOOOOO0O00

a) b) ¢) d €)

Slika4.1. Faze u postavljanju eksperimenta na Celije u kulturi

Na jednoj mikroploCi sa 96 bazena moguce je ispitati delovanje 2 razlicita
jedinjenja (a). U redove A i H mikrotitar ploCe dodata je podloga, kako bi se zadrzala
dovoljna vlaznost u ploCi prilikom inkubacije (b). U redove B-F, u kolonama 4-9
zasejan je optimalan broj Celija (c), odreden iz kriva eksponencijalnog rasta (6000 Celija
po bazenu). Celije su suspendovane u 100pl podloge. Samo 100 pl podloge dodaje se u
kolone 1-3i 10-12, u svim redovima (d). Apsorbance u ovim bunarima koris¢ene su kao
slepe probe. Nakon 24h od zasejavanja Celija, Celije su adherirale za dno ploce i usle u
fazu eksponencijalnog rasta. Iz ploCa je aspiriranjem uklonjena podloga i dodate su
serije razblaZzenja ispitivanih rastvora, odozgo na dole, od najmanje do najveée
koncentracije (€) u ukupnoj zapremini od 150 pl. Red B predstavlja kontrolu, tj. u
bazene je dodato samo 150 pl hranljive podloge. MikroploCa je nakon toga inkubirana
72h pri temperaturu od 37°C, u atmosferi vazduha, sa 5% ugljen dioksida.

MTT test u mikrokulturi je test za In vitro odredivanje osetljivosti
(hemosenzitivnosti) Celija na delovanje razlicitih supstanci. MTT (3[4,5-dimetiltiazol-2-
il]-2,5-difenil tetrazolijum bromid) je tetrazolijumska so Zute boje koja se u metabolicki
aktivnim Celijama, redukcionom reakcijom u mitohondrijama, katalizovanom enzimom
sukcinat dehidrogenaza, prevodi u kristale formazana. LjubiCasti kristali formazana,

inaCe nerastvorni u vodenom rastvoru, postaju rastvorni dodavanjem SDS-a ili nekog
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drugog rastvaraCa. Tako dobijen rastvoren formazanski produkt kvantifikuje se
spektrofotometrijski na ELISA CitaCu na talasnoj duzini od 570nm.
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Slika4.2. Redukcijatetrazolijum-soli do formazana

Test je prvi put opisso Mosman 1983. godine, a u dalje opisanim
eksperimentima primenjivana modifikacija metode Mosmana, koju su dali Ohno i Abe
(92), a koja ukljuCuje koris¢enje natrijum dodecil sulfata (SDS) umesto dimetil
sulfoksida (DMSO) za rastvaranje nastalog formazanskog proizvoda, ¢ime se povecava
osetljivost testa i eliminiSe korak odlivanja, usled koga moze da dode do gubitka celija
koje su u mitozi.

Nakon inkubacije Celija sa odgovaraju¢im agensom u bazene mikrotitar ploce
dodaje se po 20 pul MTT rastvora, koncentracije 5 mg/ml u fosfatnom puferu. Mikrotitar
ploce se inkubiraju 4h u inkubatoru na 37°C u sredini obogacenoj sa 5% CO,, nakon
Cega se u bazene dodaje 100 pl 10% SDS-a u 0,01M HCI, a narednog dana opticka
gustina dobijenog obojenog proizvoda meri se na CitaCu miktoploca na talasnoj duZini
od 570nm a rezultati se dalje obraduju studentovim T testom.

Prezivljavanje (S, od engl. survival-prezivljavanje) je kvantifikovano

koriScenjem formule za dobijanje indeksa prezivljavanja S:

S= Ajzorka — Aﬁ-PFOba
A<ontro|e - A%I.proba

Auwoka - Srednja vrednost izmerene apsorbance na 570 nm u otvoru sa tretiranim
celijama
Axontrole - Srednja vrednost  izmerene apsorbance na 570 nm u otvoru sa netretiranim

Celijama
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Ag proba - Srednja vrednost izmerene apsorbance na 570 nm u otvoru bez Celija a sa
rastvorom ispitivane supstance

Mnozenjem indeksa prezivljavanja (S) sa 100, dobija se procenat prezivljavanja.

IC50 je koncentracija citotoksicnog agensa koja indukuje 50% inhibicije u
preZivljavanju ciljnih Celija. Ova vrednost se koristi ka0 mera intenziteta
antiproliferativnog dejstva nekog agensa.

Pokazana je korelacija rezultata M TT testai rezultata ®H-Tdr testai >'Cr testai

smatra se adekvatnom zamenom radioaktivnih tehnika.

4.2.2.1spitivanje direktne citotoksicnosti

MTT test je kolorimetrijski test i osnovno ograniCenje testa je da rastvor Cija se
apsorbancija na kraju meri bude bistar. Ovo onemoguéava primenu MTT testa za
odredivanje direktne citotoksicnosti, tj. nakon gajenja Celija direktno na ispitivanom
materijalu. Za ovo odredivanje koristi se LDH test citotoksiCnosti u kome se
prezivljavanje, odnosno vijabilnost ¢elija procenjuje na osnovu procenta LDH (laktat
dehidrogenaze) koji se nade u ekstracelijskoj sredini. LDH (laktat dehidrogenaza) je
citoplazmatski enzim koji se nakon lize oslobada u ekstracelijsku sredinu i LDH test
predstavlja meru integriteta Celijske membrane. Nakon delovanja ispitivanih agenasa
nivo LDH u supernatantu se odreduje oksidacijom laktata do piruvata koji zatim reaguju
sa tetrazolijumskom soli pri Cemu nastaje formazan, u vodi rastvorna supstanca plave
boje Ciji se intenzitet odreduje spektrofotometrijski.

Za odredivanje direktne citotoksi¢nosti na mikroskopske ljuspice je nanoSen
tanak sloj ispitivanih materijala, koje su zatim lepljene u ploCe sa 6 bazena i ploCe
nakon toga sterilisane x-zracima. U ovako pripremljene ploCe se direktno na
mikroskopsku ploCicu, odnosno ispitivani materijal nanosi se optimalan broj L929 Celije
suspendovanih u hranljivom medijumu koje se daje inkubirgju u trgjanju od 1h, 24h i
72h, u inkubatoru na 37°C u sredini obogatenoj sa 5% CO,. Nakon zavrSetka
inkubacije, neposredno pre lize, Celije su mikroskopirane i evaluirane u pogledu
morfologije i odnosa prema ispitivanom materijalu.

Nakon inkubacije prezivljavanje, odnosno broj Celija, procenjuje se tako Sto se
one izlazu fizickoj lizi, tj. ploCe se u 3 ciklusa naizmeni¢no zamrzavaju na -20°C i

odmrzavaju, zatim centrifugiraju, i nivo LDH se odreduje iz dobijenog supernatanta.
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Broj celija se na osnovu nivoa LDH odreduje iz prethodno konstruisanje kalibracione
krive, koja se formira nezavisno za svaki eksperiment, odnoso svaku koris¢enu pasazu

Celija, uporedo sa izvodenjem eksperimenta.

4.3.ISPITIVANJE BIOKOMPATIBILNOSTI: TEST PRIMARNE KUTANE
IRITACIJE

TreCi deo istraZzivanja sproveden je na Institutu za Fiziologiju, Medicinskog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

Iritacioni potencijal materijala ispitivan je prema medunarodnim standardima za
ispitivanje biokompatibilnosti, 1ISO 10993-10:2002/ Amd 1. 2006, Bioloska evaluacija
medicinske opreme, Deo 10: Testovi iritacije i odloZene reakcije

hipersenzibilizacije(93).
4.3.1.Test materijali (Test uzorci):

Iritacioni potencijal ispitivan je za sledeCe materijale:
e pHAP
e pHAP + metformin
e pHAP+PLGA
Test materijal (u obliku praha pre nanoSenja na kozu) pripreman je za
aplikovanje putem mesanja praha (koliCine 1 gram) i destilovane vode.
Negativna kontrola: Kao negativha kontrola koris¢en je materijal koji ne
izazivairitacionu reakciju, hipoalergijski elasticni flaster za fiksiranje (SENSIFIKS).
Pozitivha kontrola: Kao pozitivna kontrola koris¢en je preparat koji potvrdeno
dovodi do iritacionih promena, sterilni vodeni rastvor mlecne kiseline (IUPAC: 2-
hydroxypropanoic acid koncentracije 98%, proizvodaC Sigma), na sterilnom filter

papiru Milipore, dijametra 5mm x 2mm.

4.3.2.Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimenti su uradeni na kuni¢ima muskog pola (Novozelanski beli kunici,
telesne mase 4.2 + 0.4 kg) koji su odggeni u vivarijumu Instituta za medicinsku

fiziologiju. Do pocetka eksperimenta zivotinje su drzane pod kontrolisanim



laboratorijskim uslovima (temperature 22 + 2 °C,14 sati svetlo/10 sati mrak, pristup
vodi i hrani ad libitum).

Eksperimenti su bili odobreni od strane EtiCckog komiteta za rad sa
eksperimentalnim Zivotinjama StomatoloSkog fakulteta u Beogradu (br. 36/5 od
15.05.2009. godine), i sprovedeni su u saglasnosti sa principima Vodi¢a Nacionalnog
Instituta za zdravlje, za brigu i koriScenje laboratorijskih Zivotinja, kao i prema

medunarodnim standardima 1ISO10993-2: zahtevi za blagostanje Zivotinja(94).

3.3.3.Eksperimentalni protokol

DvadesetCetiri sata pre primene test materijala, krzno u predelu dorzalne strane
trupa obrijano je elektricnim brijaCem na svakom kuni¢u. Na svakom kuni¢u obrijana
oblast koze leda bila je podeljena u 4 polja iste povrSine (20 mm x 20 mm) i test
material, primenjen je na samo dva od Cetiri polja. Na druga dva polja primenjeni su
negativna kontrola (samo hipoalergijski adhezivni flaster, bez test materijala) i pozitivna
kontrola (98% mlecCna kiselina). Tri kunica su koris¢ena po grupi; kako je svaki kunic
imao po dva mesta za aplikovanje test-materijala, to je ukupno Sest oblasti koze bilo
moguce analizirati, radi utvrdivanja iritativnih efekata test materijala i njihovih
poredenja sa pozitivnom i negativhom kontrolom.

Svi ispitivani delovi koZe kunica (tretirani i kontrolni) prekriveni su gazom i
hipoalergijskim flasterom. Test-materija je u direktnom kontaktu sa kozom bio tokom
Cetiri sata. Nakon Cetiri sata uklonjeni su hipoalergijski flaster, gaza i test supstanca.
Nakon jednog sata izvrSeno je makro-patolosko ispitivanje koZze na znake iritacije
(prisustvo eritema i edema). Ispitivanje je ponovljeno posle 24 sata, 48 sati | 72 sati
(Draize et a. 1944)(95). U toku procene iritacije koze utvrdivano je prisustvo eritema i
edema. Stepen izrazenosti eritemai edemagradiran je naskali od 0 do 4.

Klasifikacija eritema izvrSena je na sledeCi naCin: O — odsustvo eritema, 1 —
veoma dlab eritem, jedva uoCljiv, 2 — dobro definisan eritem, 3 — umeren do tezak
eritem, 4 — veoma tezak eritem (intenzivan, tamno crven), do povreda u dubini koze
(Tabela4.1.).

Klasifikacija edema izvrSena je na sledeCi naCin: O — odsustvo edema, 1 -

veoma slab edem, jedva uocljiv, 2 — dab edem (granica polja dobro definisana,
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uzdignuta - prsten), 3 — umeren edem (uzdize se priblizno 1mm), 4 — tezak edem

(uzdize se vise od 1mm i Siri se viSe, dalje od mesta izlaganja) (Tabela4.2.).

Tabela4.1.. Test primarne kutaneiritacije: Klasifikacija eritema

Klasifikacija eritema Gradiranje
Odsustvo eritema 0
Veoma slab eritem, jedva uocljiv 1
Dobro definisan eritem 2
Umeren do tezak eritem 3
Veoma tezak eritem (intenzivan) 4
Tabela 4.2. Test primarne kutaneiritacije: Klasifikacija edema
Klasifikacija edema Gradiranje
Odsustvo edema 0
Veoma slab edem, jedva uoCljiv 1
Sab edem (granice polja uzdignute) 2
Umeren edem (uzdize se 1 mm) 3
Tezak edem (uzdize se viSe od 1 mm) 4

Skor primarne kutane iritacije izraCunavan je za svakog kunica po formuli:

Pl =

> (Er +Ed),,, +(Er+ Ed),, +(Er+Ed),, | 2Z(Er +Ed)y, + (Er + Ed) g, + (Er + Ed)yy,
broj zivotinja . broj zivotinja

gde je Er - eritem; Ed- edem.

Indeks primarne kutane iritacije (PIl) izraCunavan je kao aritmeticka sredina
vrednosti SPI od tri testirane zivotinje. PIl = ZSPI/ 3.
Testirani materijal je, na osnovu vrednosti PIl, ocenjivan kao: neiritirajuci, blago

iritirajuci, umereno iritirajuci i veoma iritirajuci (Tabela 4.3.).

46



Tabela 4.3. Ocena test materijala na osnovu indeksa primarne kutane iritacije (PII)

Pl Ocenatest materijala
0.0-04 neiritirajuci

05-1.9 blago iritirajuci
20-49 umereno iritirajuci
5.0-8.0 veoma iritirajuci

4.3.4.Statisticka analiza

Rezultati eritema i edema su prikazani kao pojedinana vrednost za svaku
Zivotinju i svako mesto aplikovanja test supstance. Rezultati skora primarne kutane
iritacije i indeksa primarne kutane iritacije prikazani su kao srednja vrednost. Poredenje
znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti skora primarne kutane iritacije izmedu
eksperimentanih grupa vrSeno je uz pomo¢ Student t-testa. Razlika je smatrana
statistiCki znacajnom na nivou p < 0.05.

Slika 4.3.Novozelandski beli kunié
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Slika 4.4. Test primarne kutane iritacije

4.4.1SPITIVANJE BIOFUNKCIONALNOSTI: IN VIVO PREDKLINICKI
TESTOVI NA ANIMALNOM MODELU

Cetvrti deo istrazivanja sproveden je na Institutu za hirurgiju, Veterinarskog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu i na Institutu za patologiju, Medicinskog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu.

4.4.1.Subjekti

Eksperimenti su odobreni od strane Etickog komiteta za rad sa eksperimentalnim
Zivotinjama Stomatoloskog fakulteta u Beogradu (br. 36/12 od 23.11.2009. godine), i
bice sprovedeni u saglasnosti sa principima Vodi¢a Nacionalnog Instituta za zdravlje, za
brigu i koriS¢enje laboratorijskih Zivotinja, kao i prema medunarodnim standardima
ISO10993-2: zahtevi za blagostanje Zivotinja(96). Animani model u ovom
eksperimentalnom delu istrazivanja bili su novozelandski beli kunici, i to dvanaest

Zivotinja oba pola ( 6 muskog i 6 Zenskog pola), iz razliCitih legla, starosti oko 4
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meseca, telesne teZine oko 3 kilograma. Zivotinje su bile odgajene i smestene u
profesionalnoj odgajivacnici Novozelandskih belih kuni¢a, vlasnika Dragana
Matovinovica, ul.Obrenovacki put 224E u BariCu, Clana UdruZenja odgajivaca sitnih
Zivotinja ,,AVALA*“ Beograd, registarski broj 45. Zivotnje su bile smestene svaka u
posebnom kavezu, u kontrolisanoj sredini, sa kontrolisanom ishranom (V eterinarski
zavod Subotica, Srbija) i dnevnom profesionalnom negom.

4.4.2. Testirani materijali

Testirani  materijali  bili su porozni hidroksiapatit (pHAP), porozni
hidroksiapatit(pHAP) u kombinaciji sa polilaktidkoglikolidom(PLGA) i porozni
hidroksiapatit(pHAP) u kombinaciji sa metforminom. Pozitivna i negativna kontrola
bile su deproteinizovani govedi kostani mineral (Bio Oss", cancellous 0.25 - 1,0mm
veliCine, Geistlich AG, Wolhusen, Switzerland)(DBBM) i “‘prazni prostori‘*

Materijali su kori¢eni prema uputstvima proizvodaca.
4.4.3.Test procedura

4.4.3.1.Anestezija

Opsta disocijativna anestezija sprovedena je za sve hirurSke procedure(97) i
sastojala se iz premedikacije Ksilazinom(2% Xylazin, 5mg/kg telesne tezine, Cp
pharma, Bergdorf, Germany) intramuskularnom injekcijom, a posle toga
intramuskularnom injekcijom kombinacije Ketamina (Ketamin 500mg/ml, Laboratorio
Sanderso S.A., Santiago, Chile) u dozi od 35mg/kg telesne teZine, i Acepromazina
(Acepromezine 50ml, Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc., St. Joseph, Mo 64506
U.sa,) u dozi od 0,75mg/kg telesne tezine(88). Duzina trganja anestezije bila je
prose¢no oko 100 minuta.

4.4.3.2.Randomizacija

Dizajn implantacije i randomizaciona Sema bili su latin blok dizajna (Latin
square block design, Statistical Analysis System, 1989). Modifikovani Latin blok dizajn
(98) sastoji se u rotacionoj dodeli materijala defektima Cime se balansirano distribuira

svaki materijal i u anteriornu i u posteriornu regiju kalvarije.
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Tabela4.4..Distribucija testiranih materijala prema randomizacionoj Semi

Kostani defekt

Zivotinja | I I vV
1 A B C D
2 B C D A
3 C D A B
4 D A B C
5 A B C D
6 B C D A
7 C D A B
8 D A B C
9 A B C D1
10 B C D1
11 C D1 B
12 D1 A B

A - pHAP,

B - pHAP + PLGA

C - pHAP + metformin

D - Bio Oss R, cancellous granule 0,25 — 1,0 mm veliCine, Geistlich AG, Wolhusen,
Switzerland (pozitivna kontrola)

D1- prazan prostor (negativna kontrola)

Uzorci su obelezeni posebnim kodovima tako da istrazivaC koji je vrsio njihovu

analizu nije bio upoznat kojoj grupi pripadaispitivani uzorak.

4.4.3.3.Hirurska procedura

HirurSka procedura je sprovedena pod aseptickim uslovima i na naCin Koji
obezbeduje minimalnu traumu. KoZa glave zeCeva obrijana je i dezinfikovana
rastvorom joda, a potom je izvedena incizija po sredini lobanje. SrediSnja incizija na
glavi zeCeva protezala se od parijetalne kosti (Os parietale — Sutura coronalis) do Ceone
kosti (Os frontale — Incisura supraorbitalis caudalis). Musculus frontoscutularis i

musculus frontalis preparisani su do parijetalne i Ceone kosti.
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Koza i periosteum pazljivo su preparisani i podignuti da bi se otkrile parijetalne
kosti. Sa obe strane kalvarije po dva defekta pune debljine i kritiCne veliCine, 6,0 mmu
precniku, napravljena su pomocu trepan borera (AC Dental Implant system, 6,0mm
trepan borer, ukupna duzina 32 mm, duzina seCivhog dela 15,8 mm, unutrasnji
dijametar 6 mm, spoljasnji dijametar 6,95 mm, titanium legura) , pod konstantnim
ispiranjem fizioloskim rastvorom (Natrii Chloridi Infundibile, rastvor za infuziju,
Zdravlje A.D.Leskovac).

Ostrim ekskavatorom uklonjeno je koStano tkivo naCinjeno preparacijom trepan
borerom. Randomizacija testiranih materijala izvrsena je tako Sto su materijali
postavljani rotacionom tehnikom (u smeri kazaljke na satu, po prethodno navedenom
modifikovanom Latin blok dizagnu), naizmeni¢no, da bi se obezbedila balansirana
distribucija materijala izmedu prednjih i zadnjih regiona kosti kalvarije(99).

KoZa je potom ponovo vraéena na mesto da bi prekrila eksperimentalnu
povrsinu i uiveno suturama (Sofsilk™ 4-0, Syneture”™ , England) horizontalnim madrac
Savom.

Postoperativno Zivotinje su primile analgetike (Moradol, Galenika) u dozi od 0,1
do 2,0 mg/kg telesne tezine kao subkutanu injekciju svakih 8 sati naredna tri dana.
Antibiotik (Chloramphenicol, Galenika) u dozi od 60mg/kg telesne tezine primenjen je
jednom dnevno u narednih pet dana. Zivotinje su bile sme3tene u pojedinatnim

kavezimado kraja eksperimenta. Period ocenjivanjatrgao je dvanaest nedelja.

4.4.4.Preparacijatkiva

Eksperimentalne zivotinje su posle perioda ocenjivanja od 12 nedelja zrtvovane
intravenskom injekcijom od 10ml rastvora Pentobarbitola (Pentobarbital sodium salt
100mg/ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany). Nakon toga

ispreparisane su parijetalne kosti i potopljene u 10% formalin.

4.4.5.0brada tkiva za patohistolosku analizu

Reprezentativni uzorci koStanog tkiva kalvarije koji su makroskopski odgovarali
defektima pune debljine i kriticne veli¢ine, 6,0mm u preCniku nakon hirurSke

intervencije fiksirani su u 10% formalinu.
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Svi uzorci su dekalcinisani u rastvoru za dekalcinaciju: 8%HCI iz 37% (v/v)

koncentrata i 10% HCOOH iz 89% (v/v) koncentrata u PBS-u tokom ~24h na 37°C.

Nakon potpune dekalcinacije, procenjene subjektivnom metodom, iskustveno, uzorci su
dehidrirani u alkoholu i ukalupljeni u parafinske kalupe. 1z parafinskih kalupa seceni su
serijski tkivni preseci (po 4 sa svakog uzorka) standardne debljine S5um. Rutinski su
preparati bojeni hematoksilin eozin (H&E) bojenjem. Od histohemijskih metoda
primenjena su: trihromno bojenje po Massonu (Massons trichrome stain) i bojenje von

Kossa

Mikroskopski preparati su analizirani optickom mikroskopijom uz primenu
programa za morfometriju Software “ Cell-B” by Olympus, mikroskop Olympus 5.
Uz navedeni softver patohistoloski parametri su analizirani kvalitativno i

semikvantitativno i kvanitativno.

4.4.6.Histolosko ocenjivanje

I Optickom mikroskopijom u bioptickom materijalu kvanitativno (merenje) su
ocenjivani sledeCi parametri:

VeliCina defekta (u mm)

Prisustvo dzinovskih ¢elija (0/HPM, 1-3/HPM, 4,5/HPM, >5/HPM )
Prisustvo neoangiogeneze (O/HPM, 1,2/HPM, 3,4/HPM, >4/HPM)
Prisustvo bazofila (O/HPM, 1,2/HPM, 3-5/HPM, >5/HPM )

A w D PRE

I1 OpticCkom mikroskopijom u bioptickom materijalu kvalitativno (prisutno/odsutno)
ocenjivani su sledeCi parametri:

1. Nespecificno zapaljenje u tkivu
2. Novostvorenakost

3. Fibroplazijau tkivu
I11 Optickom mikroskopijom u bioptickom materijalu semikvantitativno ocenjivani su
sledeCi parametri:

1. Procenat mineralizacije (0, <25%, 26-50%, >50%)
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4.4.7 StatistiCka analiza

U ovoj studiji koriscene su deskriptivne i analiticke statisticke metode.

Od deskriptivnih, korisceni su:

- Apsolutni i relativni brojevi (%)
- Mere centralne tendencije (aritmetiCka sredina, medijana)

- Meredisperzije (standardna devijacija, minimum, maksimum)

Od analitickih metoda korisceni su testovi razlike. Korisceni testovi spadaju u

grupu neparametarskih testova. Testovi su:

- Hi-kvadrat test

- FiSerov test taCne verovatnoce
- Mann-Whitney U test

- Kruskal-Wallistest

Pored testova razlike radena je i analiza povezanosti. U ove svrhe koris¢ena je
Spirmanova korelaciona analiza.

Rezultati su i graficki prikazani pomoc¢u stubiCastog i boxplot dijagrama.

Podaci su obradeni u SPSS 12.0 (Statistical Package for the Social Sciences,
Chicago, Illinois) softverskom paketu.

Sve anadlize u kojima je p vrednost manja od 0.05 su smatrane statisticki

znacajne.
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5.REZULTATI

5.1.SINTEZA CESTICA HIDROKSIAPATITA, ISERAMICVZKVIH
HIDROKSIAPATITNIH CELIJSKIH NOSACA | NOSACA SA
INFILTRIRANIM TANKIM FILMOVIMA POLIMERA

Dobijeni apatit je bio magnezijum supstituisani karbonatni  kalcijum
hidroksiapatit tipa B, kod koga su PO,* joni u resetki apatita zamenjeni sa jonima CO3*
. Detaljna razmatranja koris¢enjem rendgenske difrakcije - XRD i Furrier transform
infracrvene spektroskopije-FTIR publikovana u prethodnim referencama potvrdila su
strukturu tog tipa hidroksiapatita. To je veoma vazno, jer takav tip apatita preovladuje u
kostima mladih ljudi/dece i on je idealan sa stanoviSta njegove KristaliniCnosti i
resorbilnosti, Sto je prvi uslov optimalne dinamicke ravnoteze izmedu osteoblasta i
osteoklasta, tokom formiranja novog kostanog tkiva.

Radi utvrdivanja optimalnih opsega svih datih procesnih parametara izvedeno je
dodatno i termodinamicko modeliranje stabilnosti svih fosfatnih kristalnih struktura,
posebno hidroksiapatita, pretpostavljajuci setove hemijskih jednacina datih u tabeli 5.1.
koji pokazuju sve moguce reakcije, koje se mogu javiti tokom sinteze hidroksiapatita.

Tabela5.1.1.Reakcije kao elementi termodinamickih proracuna

Table 1
Relevant equilibria for thermodynamic computations

Sohd dissolution Solution phase

reactions reactions

Ca(OH),=Ca” " +20H ~ CaPO; =Ca” " +POj ~

Ca;OH(PO,);=5Ca” " 4 CaH,PO; =Ca’" + H,PO,
OH~ +3P0O; ~

B-Caz(POy),=3Ca>* +2P0O3 ~ CaNOF =Ca® T +NO;

CaHPQ, 2H,0=Ca’" + CaOH* =Ca’* +OH ~
HPO3 — +2H,0

CaHPO,=Ca’* +HPOJ ~ H,O=H"* +O0H ~

Ca(H,PO,),-H,O0=CaZ" + HiPOy . =H"' +HPO;
2?H,PO; +H,0

Ca(H,PQ,),=Ca’* +2H,PO; H,PO; =H™* + HPO3 ~

HPOZ ~ =H" +POZ
HyP,0 o =H™ + H;P,07
HsP.07 =H' +HoPo03 ~
H-P-03F ~ =H " +HP-O5 ~
HP-03 ~ =H" + P03 ~
HNO;.=H™" +NO;3

NH3 44+ HoO=NH3; +OH ~
NH4NO3 o0 =NH; +NO3
P.O% ~ +H,O0=2P0; ~ +2H"




Dijagrami fazne stabilnosti hidroksiapatita dobijeni su na osnovu koris¢enja
termodinamickih podataka, koji ukljuCuju prvenstveno podatke o promeni slobodne
energije za razliCite jonske vrste prisutne u rastvoru, saglasno setu datih reakcija,
primenom modifikovanog termodinamickog modela Helgeson-Kirkham-Flowers —
HKF. Temperaturne funkcije zavisnosti toplotnog kapaciteta i entalpije formiranja,
podeSene su za sve moguce reakcione faze kao Sto su hidroksiapatit, monetit i brusit i
utvrdjene granice fazne stabilnosti, svake od njih, Sto je bilo odluCujuce za izbor polja

moguceg izbora pH vrednosti, kao i ostalih parametara sinteze hidroksiapatita.
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Grafikon 5.1. Dijagram fazne stabilnosti hidroksipatita

Grafikon fazne stabilnosti hidroksipatita dobijen na osnovu istrazivanja Veillard
and Tardy bio je osnova i za naSa prakticna razmatranja i sinteze.
Proces sinteze asistiran je dalje micelarnom koncentracijom povrsinski aktivne

supstancije, da bi se ogranicCio rast Cestica hidroksiapatita i da bi one dobile usmeren
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oblik, $to je od izuzetnog znaCaja za mogucnost dirigovanog kreiranja povrsine
skafolda.

Sam mehanizam uticgja etilen vinil acetat/verstata na mehanizam sinteze
hidroksiapatita u osnovi povezan je sa nastgjanjem brojnih naelektrisanih aktivnih
centara koji su tipicni za micelarne sisteme i koji simboliCki u vodenim sistemima daju
okruzenje ekvivalentno prstenu u kome su naelektrisane glave povrSinski aktivne
supstance-njihovi polarni delovi okrenute ka polarnom rastvaracu-vodi, u naSem slucaju
negativno naelektrisane acetatne i versatatne grupe, koje su okrenute ka vodi, nalazeci
se u spoljasnjem delu prstena micele, uslovljavaju usmerenu nukleaciju hidroksiapatita
kroz privlagenje i vezivanje Ca®* jona, a potom i fosfatnih jona na Ca’*jone u okviru
tetraedarske simetrije, i tako redom dalje, sve dok se ne definiSe u celosti veliCina

Gestice.

5.1.1. Karakterizacija HA praha
5.1.1.1. XRD analiza

XRD anaiza (Slika 5.4.1.) pokazuje da hidrotermalno sintetisani prah je zaista
po svome sastavu kalcijum hidroksiapatit Cayo(PO4)s(OH), (JCPDS 9-432). O tome
svedoCi prisustvo svih karakteristicnih kristalografskih ravni HA: (2 1 1) za 26 =31.9;
(112) za 26 = 32.26, (30 0) za20 =33.12, (00 2) za26 = 25.86, (22 2) za2 6 = 46.86 i
(213)za26=49.58.

100

{211y

Irtensity

Slika5.1.1. XRD spektar hidrotermalno sintetisanog praha hidroksiapatita
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5.1.1.2. Infracrveni spektar hidrotermalno dobijenog HA

IC spektar sintetisanog praha (Slika 5.1.2.) pokazuje trake karakteristiCne za
HAP. Trake naoko 1092 i 1042 cm™* odgovaraju asimetri¢nim istezuéim (v3), dok trake
na oko 603 i 569 cm™* odgovaraju savijajuéim (v4) vibracijana PO,* grupa. Trake na
957 i 473 cm™* poti€u od simetricnih istezuéih vibracija (v1 and v2) PO, grupa
Oslobodajuée i istezuée vibracije OH™ grupa detektovane su na oko 630 i 1626 cm™,
redom. IsteZuée vibracije COs* grupe na 1442, 1406 i 875 cm ' su takode prisutne, §to
ukazuje na inkorporaciju karbonatnih grupa u strukturu apatita. Traka na 630 cm™ se
pripisuje oslobadajuc¢im vibracijama OH" grupa. Evidentno je da je dobijen karbonatni
apatit B tipai da zamena na polozajima OH" jona, uoCena na osnovu promene oblika i
poloZaja trake na 3658 cm™>, nije dominatno prouzrokovana zamenom OH™ jona COs*

jonima.
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Slika5.1.2.: Infracrveni spektar hidrotermalno dobijenog hidroksiapatita
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5.1.1.3.AFM analiza

Morfologija  povrSine  pHAP-PEVA/PEVV  jezgro-omotaC  struktura
hidroksiapatitne Cestice analizirane pomocu mikroskopije atomskih sila, AFM, uz
koriScenje SPM softvera za izraCunavanje raspodele Cestica pokazuje da su Cestice
pretezno veliCine oko 60 nm (slika 5.1.3.) i imaju sferoidan ili sasvim poligonalan
(heksagonalan) oblik, kao Sto je prikazano na (slika 5.1.4. 1 5.1.5.) pri Cemu neke od

Gestica dosezu vrednost i do oko 500 nm.

200nm A400nm 600nm 800nm 1000nm

Slika5.1.4. AFM: snimak Cestica hidroksipatita
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Slika5.1.5. AFM: slika Cestica hidroksiapatita: jasno uocljiva heksagonalna forma
hidroksiapatita

5.1.1.4. SEM analiza

Posmatrajué¢i SEM mikrofotografije (Slika 5.1.6.) o€igledno je da se HA prah
sastoji od aglomerata, koji se sastoje od malih sfernih Cestica reda veliCine od 200 nm.
Ovi aglomerati imaju nepravilne forme i medjusobno vrlo su sli¢ni i po obliku i veli€ini
(1 - 5um).

Slika5.1.6. SEM: Tipi¢na morfologija aglomerata HA praha
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5.1.1.5. BET analiza

BET analiza pokazuje podatke vezane za specificnu povrSinu Cestica praha,
ukupnu poroznost unutar Cestica praha i srednji precnik pora koje se nalaze u tim
Cesticama (tabela5.1.2.).

Tabela5.1.2. Parameteri specificne povrsine praha i njegove poroznosti odredeni BET
metodom

Uzorak Sger,  Ukupna Srednji Udeo Udeo
m?g  zapremina preCnik pora, mezopora% makropora%
pora,cm’/g  nm
HA prah 12 1.00 310 10 90

Srednji precnik pora odreden iz specificne povrSine koriste¢i BET metodu
iznosio je 160 nm.

5.1.2. Karakterizacija HA skafolda

5.1.2.1. Makroskopska razmatranja
Kao $to se vidi na slici 5.1.7. HA skafold je izuzetno porozna 3D struktura. Pore
su cilindri¢ne, medusobno povezane i nalaze se u opsegu od 0.1 do 1 mm. Veéina pora

ima Sirinu (precnik) 0.2 - 0.3 mm.

Slika5.1.7. Hidroksiapatitni skafold

5.1.2.2. AFM i SEM analiza

Dobijeni prah hidroksipapatita bio je osnova za dobijanje skafolda definisane

unutradnje geometrije-poroznosti, sa porama reda veli¢ine 200 nm do 1 mm.
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Trodimezionalni izgled Cestica samonukleisanog pHAP prikazan je na AFM
snimcima, na 9.5.1.8., na kojoj se vrlo jasno uocavaju slojevi pHAP, koji rastu sloj po
sloj nizuci se jedan na drugi, formirajuCi prvo ostrvca, koja se medusobno potom
spajgu u monolitne strukture kroz procese sekundarne nukleacije, koje prati proces
erozije povrsSine ostvaca usled dinamickih nestabilnosti unutar kanala izmedu ostrvaca,

izazvanih degjstvom kapilarnih sila unutar datog SBF fluida.

Slika5.1.8. AFM. Tipican trodimenzionalni izgled slojeva tankog filma samonukleiranog pHAP
na povrsini polimera nanetog na povrsinu hidroksiapatitnog nosaca (skafolda) Preuzeti iz knjige
V. Jokanovi¢, Nanomedicina, najveci izazov 21 veka, DATA STATUS, Beograd, 2012, ISBN
978-86-7478-152-4

Nakon procesa izgaranja poliuretanske mreze i sinterovanja keramicke faze na
800 °C, dodnosno 1300°C dobijena je struktura skafolda data na sl. 5.1.9., 5.1.10. i
5.1.11.

C AT i Rk A "' -
. - oo " - L

]

Slika5.1.9. Tipican izgled zidova skafolda hidroksiapatita. SEM
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Slika5.1.11. Tipican izgled zidova skafolda hidroksiapatita. SEM

Na dlici 5.1.9. jasno se uoCava lamelaran izgled zidova skafolda, sa velikim
brojem lamela duzine veée od 5 ym. Na dlici 5.1.10. uoCava se takodje, igliasta
struktura keramickih zidova, sa duzinom iglica 1um i precnikom 50 nm, a na slici
5.1.11. jasno je uocljiva struktura koja podseca na paukovu mrezu, sa nitima duZine 5-

10 ym i precnika 40 nm.
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Slika5.1.12. AFM: Tipican izgled strukture pHAP skafolda dobijenog metodom
templgjta polimerne pene

Slika5.1.13. AFM: Tipican izgled strukture pHAP skafolda dobijenog metodom
templ gjta polimerne pene
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749,7nm

Slika5.1.14. AFM: Tipican izgled strukture pHAP skafolda dobijenog metodom
templ gjta polimerne pene

Slika 5.1.14. pokazuje trodimenzionalnu strukturu , tzv. strukturu Ce$lja, koja je
izuzetno bitna za dobro naleganje Celija pri kontaktu sa skafoldom. Kanali koji definisu
zajedno sa ispupCenjima morfologiju unutradnjih zidova skafolda, su duzine 30 pm,
Sirine 3 pm, razgranati su i imau debljinu zida 3-5 ym. Jasna je njihova izrazita

geometrijska orijentacija, uslovljena samom formom Cestica i polimernog templgjta.

5123 FTIR analiza

Analiza FTIR spektra otkriva da, faza, koja je biometicki samoansemblirana na
povrsini pHAP /polimer kompozita, je pHAP blago pomerene stihometrije.
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Slika 5.1.15. IR spektar samoansebliranog pHAP na razli€itim vrstama polimernih filmova:
1- adginat, 2 - celuloza, 3- PLGA



Svatri IR spektranadici 5.1.15. pokazuju trake karakteristicne za pHAP: traka
malog intenziteta, koja odgovara istezanju hidoksilne grupe uocava se na oko 3570 cm’
! traka na oko 1640 cm™pripisuje se deformacionom modu OH grupa; trake locirane na
600 do 650 cm™se pripisuju slobodnom modu oscilovanja O-H vibracije; vibracija
asimetri¢nog istezanja PO,> uolava se na oko 970-1090 cm™ ; a vibracija simetri¢nog
istezanja PO,> je prisutna na 550 do 640 cm™, dok trake na oko 430 do 450 cm’

Ydelimi¢no odgovaraju v, simetri¢nom modu istezanja PO, vibracije.

Karakteristike krivulja PLGA polimera su takodje vidljive u IR spektru: traka
registrovana na 2995 cm™* odgovara C-H asimetri¢noj istezuéoj vibraciji, dok trake na
oko 2950 i 2880 cm™ odgovaraju C-H simetriénom isteZucoj vibraciji; izraZzena traka na
1760 cm™ se pripisuyje C=0O istezanju; traka na oko 1100-1280 cm™ se pripisuje
istezanju alfaticnog etra C-O-C; trake koje se nalaze u oblasti 1400-1500 cm™
odgovargju CH,, CH3z, and CH deformacionim vibracijama; i traka koja se nalazi na oko

750 cm™ pripisuje se uvrtanju dugatkog CH> lanca (65)

5.1.2.4.XRD analiza

Karakteristi¢ni difrakcioni vrhovi koji odgovaraju (121), (120), (123) i (004)
ravni jasno pokazuju da su pHAP samostalno sastavljene na povrSini  PLGA
deponovane sa povrSine pHAP skafolda (slika. 5.1.16). Proracun veliCine kristalita
izveden primenom Sererove formule pokazuje male razlike u stepenu kristaliniteta
izmedu razlicitih uzoraka (prosecna veliCina kristalita za celulozu je 7.9 nm, za alginat
8,7 nm i PLGA 9,7 nm,). lako postoje najmanje vrednosti veliCine krastilita za
samoansemblirani pHAP na povrsini celuloznog tankog filma i najvece vrednosti za
PLGA tanki film, te razlike su zanemarljive. Osim toga, semikvantitivnhe hemijske
analize, izvedene metodom energetski disperzivne spektroskopije (EDS analize),
pokazuju da su vrednosti Ca/lP za sve tanke filmove bliske vrednostima stehometrijske
pHAP ( Ca/P za PLGA 1.65).
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Slika 5.1.16 XRD spektar pHAP samostalno sastavljenog na razliCitim polimer
filmovima:

1- celuloza, 2-alginat, 3- PLGA

5.1.2.5.SEM analiza pHAP sa PLGA

SEM studija otkriva veoma razvijenu morfologiju pHAP Cestica.

(@ (b)

Slika5.1.17. pHAP sastavljen na PLGA tankom filmu: a) manje uvecanje i b) vece
uvecanje

Samostalno sastavljena pHAP na povrSini PLGA tankog filma je prikazana na

dici 5.1.17.: posmatrane loptaste Cestice pokazuju izuzetno razvijenu morfologiju sa
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strukturama nalik laticama na datoj povrSini. VeliCina Cestice su uglavno krece od 2.5
do 3.5 pum, medutim, prisutne su i neke manje (0.7 — 1.5 um) i mali broj nesto vecih
Cestica (4.3 - 8.5 um). Sirina latiCastih struktura na datoj povrsini je samo 15-20 nm.

Udaljenost izmedu Cestica je u rasponu od 900 nm do 1.8 um.

5.2REZULTATI ISPITIVANJA DIREKTNE | INDIREKTNE
CITOTOKSICNOSTI ANALIZIRANIH MATERIJALA

5.2.1.Ispitivanje citotoksiCnosti — indirektni kontakt ispitivanog materijala sa
Celijskom kulturom - MTT test

Rezultati MTT testa su izraZzeni kao procenat vijabilnih éelija u odnosu na
kontrolu — Cista Celijska kultura L929 fibroblasta bez ispitivanog materijala. Kontrolna
grupa pokazuje prezivljavanje 100 procenata Celija. Pozitivnu kontrolu predstavljao je
4% fenol, koji je doveo do preZivljavanja nesto vise od 30% celija u kulturi, Sto je
visoko statisticki znaCajna razlika (p<0.005) u odnosu na kontrolu. Rezultati MTT testa

prikazani sunadlici 5.2.1.

67



Kontrola pHAP

Slika 5.2.1.1. Mikroskopski prikaz misjih fibroblasta u kulturi — L929 tretiranih 24sata
ekstraktima koji su nastali nakon izlaganja hranljive podloge pHAP-u 1, 24 i 72h.
UocCava se povecanje citotoksi¢nosti sa poveéanjem vremenskog perioda izlaganja
hranljive podloge ekstraktu pHAP-a.
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Kontrola pHAP

Slika 5.2.1.2. Mikroskopski prikaz misjih fibroblasta u kulturi — L929 tretiranih 48 sati
ekstraktima koji su nastali nakon izlaganja hranljive podloge pHAP-u 1, 24 i 72h.
UocCava se povecanje citotoksi¢nosti sa poveéanjem vremenskog perioda izlaganja
hranljive podloge ekstraktu pHAP-a.
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Kontrola pHAP

Slika 5.2.1.3. Mikroskopski prikaz misjih fibroblasta u kulturi — L929 tretiranih 72 sata
ekstraktima koji su nastali nakon izlaganja hranljive podloge pHAP-u 1, 24 i 72h.
UocCava se povecanje citotoksi¢nosti sa povecanjem vremenskog perioda izlaganja
hranljive podloge ekstraktu pHAP-a.
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Grafikon 5.2.1.1. Prezivljavanje Celijske kulture L929 fibroblasta miSa u prisustvu
ekstrakta pHAP u razliCitim koncentracijama nastalim nakon izlaganja hranljive
podloge materijalu nakon 1, 24 i 72 sata.

Broj vijabilnih Celija L929 fibroblasta eksponencijalno se smanjuje pri njihovom
izlaganju produktima degradacije u vremenskom periodu od 24h, 48h i 72h, odnosno
citotoksic¢nost se povecava sa povecanjem vremena kojem su Celije izloZene ekstraktima
pHAP-a (grafikon 5.2.1.1.). Citotoksi¢nost je najviSe izrazena kod ekstrakta pHAP-a
koji je nastao izlaganjem hranljive podloge materijalu u najduzem vremenskom periodu,
u ovom eksperimentu 72 sata. Ispitivani materijal pHAP nije doveo do kompletnog

citotoksi¢nog efekta na kulturu fibroblasta L929.
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Kontrola pHAP + PLGA

Slika 5.2.1.4. Mikroskopski prikaz misjih fibroblasta u kulturi — L929 tretiranih 24sata
ekstraktima koji su nastali nakon izlaganja hranljive podloge pHAP + PLGA 1, 24 i
72h. UocCava se povecanje citotoksi¢nosti sa povecanjem vremenskog perioda izlaganja
hranljive podloge ekstraktu pHAP-ai PLGA.
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Kontrola pHAP + PLGA

Slika5.2.1.5.. Mikroskopski prikaz misjih fibroblasta u kulturi — L929 tretiranih 48 sati
ekstraktima koji su nastali nakon izlaganja hranljive podloge pHAP + PLGA 1, 24 i
72h. UocCava se povecanje citotoksi¢nosti sa povecanjem vremenskog perioda izlaganja
hranljive podloge ekstraktu pHAP-ai PLGA.
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Kontrola pHAP +

Slika 5.2.1.6. Mikroskopski prikaz mi$jih fibroblasta u kulturi — L929 tretiranih 72 sata
ekstraktima koji su nastali nakon izlaganja hranljive podloge pHAP + PLGA 1, 24 i
72h. Uocava se povecéanje citotoksi¢nosti sa povecanjem vremenskog perioda izlaganja
hranljive podloge ekstraktu pHAP-ai PLGA.
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Grafikon 5.2.1.2. Prezivljavanje Celijske kulture L929 fibroblasta miSa u prisustvu
ekstrakta pHAP sa PLGA u razliCitim koncentracijama nastalim nakon izlaganja
hranljive podloge materijalu nakon 1, 24 i 72 sata.

Broj vijabilnih Celija L929 fibroblasta smanjuje se pri njihovom izlaganju
produktima degradacije u vremenskom periodu od 24h, 48h i 72h, odnosno
citotoksi¢nost se povecava sa povecanjem vremena kojem su Celije izloZene ekstraktima
pHAP sa PLGA(Grafikon 5.2.1.2.). Citotoksi¢nost je najviSe izrazena kod ekstrakta
pHAP-akoji je nastao izlaganjem hranljive podloge materijalu u najduZzem vremenskom
periodu, u ovom eksperimentu 24 sata. Ispitivani materija pHAP sa PLGA nije doveo
do kompletnog citotoksi¢nog efekta na kulturu fibroblasta L929.

75



Kontrola pHAP + metformin

24h

Slika 5.2.1.7. Mikroskopski prikaz misjih fibroblasta u kulturi — L929 tretiranih 24sata
ekstraktima koji su nastali nakon izlaganja hranljive podloge pHAP + metformin 1, 24 i
72h. Uocava se pocetna izraZzena citotoksi¢nost nakon ¢ega dolazi do povecanja broja
vijabilnih ¢elija (nakon 72h).
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Kontrola pHAP + metformin

Slika 5.2.1.8. Mikroskopski prikaz misjih fibroblasta u kulturi — L929 tretiranih 48 sati
ekstraktima koji su nastali nakon izlaganja hranljive podloge pHAP + metformin 1, 24 i
72h. Uocava se pocetna izrazena citotoksi¢nost nakon ¢ega dolazi do poveéanja broja
vijabilnih Celija (nakon 72h).
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Kontrola pHAP + metformin

Slika 5.2.1.9. Mikroskopski prikaz misjih fibroblasta u kulturi — L929 tretiranih 72 sati
ekstraktima koji su nastali nakon izlaganja hranljive podloge pHAP + metformin 1, 24 i
72h. Uocava se pocetna izrazena citotoksi¢nost nakon ¢ega dolazi do poveéanja broja
vijabilnih Celija (nakon 72h).
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Grafikon 5.2.1.3. PreZivljavanje Celijske kulture L929 fibroblasta misa u prisustvu
ekstrakta pHAP sa metforminom u razliCitim koncentracijama nastalim nakon izlaganja
hranljive podloge materijalu nakon 1, 24 i 72 sata.

Broj vijabilnih celija L929 fibroblasta smanjuje se pri njihovom izlaganju
produktima degradacije u vremenskom periodu od 24h, 48h i 72h, odnosno
citotoksi¢nost se povecava sa povecanjem vremena kojem su Celije izloZene ekstraktima
pHAP sa metforminom(Grafikon 5.2.1.3.). Za razliku od drugih ispitivanih materijala
pHAP u kombinaciji sa metforminom pokazuje izrazitu citotoksi¢nost u niskim
koncentracijama (do 10mg/ml) bez obzira na vremenski period izloZenosti hranljive
podloge ovom materijalu. Nakon toga dolazi do oporavka i ¢ak porasta broja celijske
populacije fibroblasta L929 , da bi pri koncentracijama ve¢im od 60 mg/ml doSlo do
pojave ravnomernog povecanja citotoksi¢nosti sa porastom koncentracije produkata

degradacije, kao kod ostalih ispitivanih materijala. Ispitivani materijal pHAP sa
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metforminom nije doveo do kompletnogcitotoksi¢nog efekta na kulturu fibroblasta
L929.

Kontrola Fenol 4% nakon 24 h
Fenol 4% nakon 48 h Fenol 4% nakon 24 h

Slika 5.2.1.10. Pozitivhu kontrolu predstavljao je 4% fenol, koji je doveo do
prezivljavanja nesto vise od 30% celija u kulturi.
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5.2.2.1spitivanje citotoksi¢nosti — direktni kontakt ispitivanog materijala sa
Celijskom kulturom - LDH test

Slika 5.2.2.1. Ispitivanje citotoksi¢nosti — direktni kontakt ispitivanog materijala sa
Celijskom kulturom - LDH test sa pHAP - om. Vidi se veliki broj Celija fibroblasta L929
normal ne morfologije koje su u bliskom kontaktu sa pHAP-om.
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Slika 5.2.2.2. Ispitivanje citotoksiCnosti — direktni kontakt ispitivanog materijala sa
¢elijskom kulturom - LDH test sa pHAP +PLGA. Vidi se veliki broj celija fibroblasta
L 929 normalne morfologije koje su u bliskom kontaktu sa pHAP-om. Na dlici sevidi da
su umnozene Celije naselile i mikroskopsku plocicu sa fiksiranim pHAP + PLGA.
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Slika 5.2.2.3. Ispitivanje citotoksi¢nosti — direktni kontakt ispitivanog materijala sa
¢elijskom kulturom - LDH test sa pHAP +metformin. Gusto naseljene Celije prekrivaju
ivice mikroskopske plocice i ispitivani materijal koji je fiksiran na plocici.
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Broj celija adheriranih na materijalu nakon odredenog broja dana u kulturi
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Grafikon 5.2.2.1. Broj celija adheriran na pHAP, pHAP sa PLGA i pHAP sa
metforminom.

Kao $to se vidi na Grafikonu 5.2.2.1. znaCajna Celijska proliferacija i adhezija
nadjena je kod svih ispitivanih materijala. U ovom eksperimentu, pHAP, pHAP sa
PLGA i pHAP sa metforminom nisu pokazali citotoksi¢nost u direktnom kontaktu sa
Celijskom kulturom fibroblasta L929. Prvog dana eksperimenta, broj Celija u prisustvu
svakog od ispitivanih materijala nije se znacajno uvecao. Od drugog dana eksperimenta
Celije su se umnoZavale i njihov broj je eksponencijalno rastao. Na kraju eksperimenta,
sedmog dana, celije fibroblasta L929 su bile u bliskom kontaktu sa svakim od

ispitivanih materijala u velikom broju i neizmenjene morfologije.



5.3.REZULTATI ISPITIVANJA TESTA PRIMARNE KUTANE IRITACIJE

5.3.1.Sistemska reakcija podnosljivost - tolerancija
Nakon jednokratnog aplikovanja test materijala svi kunici su se dobro oporavili i

nisu pokazivali znake bolesti u naredna 72 sata.
5.3.2. Lokalnareakcija

5.3.2.1.Efekat pHAP

Eritem i edem nisu bili prisutni posle 24, 48 i 72 sata na tretiranim mestima ni
kod jedne od ispitivanih Zivotinja. Skor primarne kutane iritacije pojedinacnih Zivotinja
prikazan je u Tabeli 5.3.1. Nije bilo statisticki znaCajne razlike u vrednosti SPI izmedu
tretiranih mesta i kontrolnih mesta (negativna kontrola) (p>0.05). Indeks primarne
kutane iritacije za pHAP bio je 0 na skali od 0.00 do 8.00. Na osnovu ovog indeksa
primarne kutane iritacije, zakljuceno je da pHAP nema iritirajue osobine.

Tabela 5.3.1.. Skor eritemai edema posle primene pHAP

Kunié 24 s. 48s. 72s.
(red.broj)
T®  KP T K T K SPI Pl

1 Eritem 00 00 00 00 00 00 0/6-0/6=0
Edem 00 00 0-0 00 00 00

2 Ertem 00 00 00 00 00 00 0/606=0 0
Edem 00 00 00 00 00 00

3 Eritem 00 00 0-0 00 00 00 0/6-0/6=0
Edem 00 00 0-0 00 00 00

aTretirano mesto
b Kontrolno mesto
SPI — Skor primarne iritacije

PIl — Indeks primarne kutane iritacije
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5.3.2.2. Efekat pHAP + metformin

Eritem i edem nisu bili prisutni posle 24, 48 i 72 sata natretiranim i kontrolnim
mestima ni kod jedne od tretiranih Zivotinja. Skor primarne kutane iritacije pojedinacnih
zivotinja prikazan je u Tabeli 5.3.2. Nije bilo statisticki znaCajne razlike u vrednosti SPI
izmedu tretiranih mesta i kontrolnih mesta (negativna kontrola) (p>0.05). Indeks
primarne kutane iritacije za pHAP + celuloza bio je 0 na skali od 0.00 do 8.00. Na
osnovu ovog indeksa primarne kutane iritacije, zakljuceno je da pHAP + metformin

nema iritirajuce osobine.

Tabela 5.3.2.. Skor eritemai edema posle primene pHAP + metformin

Kunié 24 ¢ 48 c 72c¢c
(red.broj)
T? K® T K T K SPI PII

1 Eritem 00 00 00 00 00 00 0/6-06=0
Edem 00 00 00 00 00 00

2 Eritem 00 00 00 00 00 00 0606=0 0
Edem 00 00 00 00 00 00

3 Eritem 00 00 00 00 00 00  0/6-06=0
Edem 00 00 00 00 00 00

a Tretirano mesto
b Kontrolno mesto
SPI — Skor primarne iritacije

PIl — Indeks primarne kutane iritacije

86



5.3.2.3. Efekat pHAP + PLGA

Eritem i edem nisu bili prisutni posle 24, 48 i 72 sata na tretiranim i kontrolnim
mestima ni kod jedne od tretiranih Zivotinja. Skor primarne kutane iritacije pojedinacnih
Zivotinja prikazan je u Tabeli 5.3.3. Nije bilo statisticki znaCajne razlike u vrednosti SPI
izmedu tretiranih mesta i kontrolnih mesta (negativha kontrola) (p>0.05). Indeks
primarne kutane iritacije za pHAP + PLGA bio je 0 na skali od 0.00 do 8.00. Na osnovu
ovog indeksa primarne kutane iritacije, zakljuceno je da pHAP + PLGA nema iritirajuce

osobine.

Tabelab.3.3. Skor eritemai edema posle primene pHAP + PLGA

Kunié 24 c 48 c 72 ¢
(red.broj)
T K T K T K SPI PII

1 Eritem 0-0 0-0 0-0 00 0-0 0-0 0/6-0/6=0
Edem 0-0 0-0 0-0 00 0-0 00

2 Eritem 0-0 0-0 0-0 00 0-0 00 0/6-0/6=0 0
Edem 0-0 0-0 0-0 00 0-0 00

3 Eritem 0-0 0-0 0-0 00 0-0 0-0 0/6-0/6=0
Edem 0-0 0-0 0-0 00 0-0 00

a Tretirano mesto
b Kontrolno mesto
SPI — Skor primarne iritacije

PIl — Indeks primarne kutane iritacije
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5.3.2.4. Efekat mlecne Kiseline (98%0) — pozitivna kontrola

U prvom vremenskom periodu analize reakcije koze (24 sata nakon uklanjanja
flastera sa mlecnom kiselinom, 98%) dobro definisan eritem (skor 2) uoCen je kod dve
od tri testirane Zivotinje. Kod trece Zivotinje uocCen je slab eritem (skor 1). Takode, u
ovom vremenskom periodu uocen je slab edem kod dve zivotinje (skor 1). U drugom
vremenskom periodu analize reakcije koze (48 sati nakon uklanjanja flastera sa
mlecnom kiselinom, 98%) uocen je slab eritem (skor 1) kod svetri Zivotinje i slab edem
(skor 1) kod dve od tri Zivitinje. U treCem vremenskom periodu analize reakcije koze
(72 sata nakon uklanjanja flastera sa mleCnom kiselinom, 98%) iritacija koze je bila
povucena, smanjena i slab eritem (skor 1) ostao je kod jedne zivotinje, a kod druge dve
Zivotinje nije uoceno prisustvo eritema (skor 0). U ovom vremenskom periodu edem je
uocen kod jedne od tri Zivotinje. Skor primarne kutane iritacije pojedinacnih Zivotinja
prikazan je u Tabeli 5.3.4. Postojala je statistiCki znaCajna razlika u vrednosti SPI
izmedu mesta tretiranih mleCnom kiselinom (98%) i kontrolnih mesta (negativna
kontrola) (p<0.05). Indeks primarne kutane iritacije za mlecnu kiselinu (98%), koja je
koriScena kao pozitivna kontrola bio je 0.84 na skali od 0.00 do 8.00. Na osnovu ovog

indeksa primarne kutane iritacije, mlecna kiselina (98%) ima blago iritirajue osobine.
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Tabela5.3.4. Skor eritema i edema posle primene mlecne kiseline 98% (pozitivna
kontrola)

Kunié 24c 48 c 72c
(red.broj)
T? K T K T K SPI Pl
1 Eritem 2 0 1 0 0 0 6/6-0/6=1.00
Edem 1 0 1 0 1 0
2 Eritem 2 0 1 0 0 0 6/6-0/6=1.00 0.84
Edem 1 0 1 0 1 0
3 Eritem 1 0 1 0 1 0 3/6-0/6=0.50
Edem 0 0 0 0 0 0

aTretirano mesto
b Kontrolno mesto
SPI — Skor primarne iritacije

PIl — Indeks primarne kutane
iritacije

Slika 5.3.1. Fotografija prikazuje test primarne kutane iritacije nakon postavljanja test
uzoraka. (test materia primenjen nakozu).
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Slika 5.3.2. Fotografija prikazuje test primarne kutane iritacije nakon fiksiranja
postavljenih test uzoraka. (test material primenjen nakozu).

Slika 5.3.3. Fotografija prikazuja test primarne kutane iritacije. Rezultati testa nakon
direktnog jednokratnog kontakta uzorka test materijalai koze u trajanju od 4 sata.
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U testu primarne kutane iritacije zatri ispitivana test materijala (pHAP, pHAP +
metformini pHAP + PLGA) srednja vrednost indeksa primarne kutane iritacije je bila
nula.

U direktnom, jednokratnom kontaktu sa koZzom ni jedan od tri ispitivana test
materijala (pHAP; pHAP + metformin i pHAP + PLGA) nije ispoljio iritirajuca
svojstva, i mogu se smatrati neiritirajuim materijalima. Usled toga, pogodni su za

primenu u in vivo uslovima.

5.4. 1SPITIVANJE BIOFUNKCIONALNOSTI: IN VIVO PREDKLINICKI
TESTOVI NA ANIMALNOM MODELU

5.4.1.0pisi karakteristike uzorka

U ovoj studiji bilo je ukljuceno dvanaest novozelandskih belih kuni¢a oba pola (
6 muskog i 6 Zenskog pola), iz razlicitih legla, starosti oko 4 meseca, telesne teZine oko
3 kilograma.

Sve Zivotinje dobro su se oporavile posle opSte anestezije i hirurSke intervencije,
a rane na kozi zarasle su per primam intentionem. Nakon evolucionog perioda od
dvanaest nedelja uzorci od svih dvanaest operisanih Zivotnja bili su na raspolaganju za
analizu. Ni jedna zivotinja nije pokazala znakove infekcije. Tokom histoloSke pripreme
uzoraka jedan uzorak iz grupe ispitivanog materijala pHAP sa metforminom i jedan
uzorak iz grupe pozitivne kontrole BioOss” bili su o$teéeni i nisu mogli da se koriste u

andizi.

Tabela5.4.1. Distribucijaispitivanih materijala

Broj
uzoraka % Kumulativno %

Valid bez materijala 4 8.7 8.7

PHAP+PLGA 12 26.1 34.8

BioOss 7 15.2 50.0

PHAP+MTF 11 23.9 73.9

PHAP 12 26.1 100.0

Total 46 100.0
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Ukupno je analizirano 46 uzoraka sa ispitivanim materijalom. Od toga bilo je 12
uzoraka iz grupe pHAP sa PLGA, 12 uzoraka pHAP, 11 pHAP sa metforminom, 4

negativne kontrolei 7 uzoraka iz grupe pozitivne kontrole BioOss® .

5.4.2 Velicina defekta

Tabela 5.4.2. Distribucija veliCine defekta u mm 12 nedelja nakon ugradnje ispitivanih
materijala

Materijal N Arltme'tlcka Median Minimum Maximum Raspon SD
sredina
bez
. 4.975 5.150 3.9 5.7 1.8 .8461
materijala
pHAP+PLGA 12 3.967 4.000 2.1 6.0 3.9 1.2978
BioOss 7 4.614 5.000 3.1 5.7 2.6 .8934
pHAP+MTF 11 5.236 5.700 3.1 6.0 29 1.0782
pHAP 12 5.200 5.600 3.3 6.0 2.7 .8749
Total 46 4,778 5.150 2.1 6.0 3.9 1.1372

Iz tabele se vidi da je najmanja prosecna vrednost defekta u grupi PLGA. Ali, iz
iste tabele se vidi da je najveCi varijabilitet bio u pomenutoj grupi, odnosno raspon
vrednosti je daleko vecCi od ostalih grupa.

Anaizirguci podatke, Kruskal-Wallis testom utvrdeno je da postoji statisticki
znatajna razlika izmedu 5 ispitivanih grupa po veli€ini defekta (X*=9.686; df=4;
p=0.040).

Rezultati su i grafiCki prikazani na grafikonu 5.4.1.
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Grafikon 5.4.1.ProseCne vrednosti defekta kod ispitivanih materijala 12 nedelja nakon
implantacije.

Uporedjuju¢i pHAP sa PLGA, koji je pokazao postojanje najmanje prosecne
vrednosti defekta, sa pozitivnom kontrolom gde je bio postavljen BioOss koji se koristi
kao zlatni standard, utvrdeno je da je veliCina defekta bila manja u grupi koja sadrZi
pHAP sa PLGA.

Tabela5.4.3. ProseCne vrednosti defekta uporedno kod pHAP sa PLGA i kod BioOsa

Materijal N Mean Rank  Sum of Ranks
Velicina pHAP + PLGA 12 9.00 108.00
defekta .

BioOss 7 11.71 82.00

Total 19
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Analizirajuci ove podatke Mann-Whitney U testom utvrdeno je da nema

statisticki znaCajne razlike izmedu ove dve grupe po veli€ini defekta (Z=-1.016;
p=0.326).

Slika 5.4.1.: U kosti prisutna potpuna nadoknada defekta novostvorenim koStanim
tkivom sa elementima mineralizacije (strelica). Materija pHAP+PLGA (Trihromno
bojenje Masson, 40x)

Tabela5.4.4. ProseCne vrednosti defekta uporedno kod pHAP sa PLGA i kod pHAP-a

Materijal N Mean Rank  Sum of Ranks
Velicina pHAP + PLGA
defekta 12 9.08 109.00
PHAP 12 15.92 191.00
Total o
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Analizirana je i veliCina defekta u grupi implantiranih materijala Cistog pHAP-a
sa pHAP-om i PLGA. Utvrdeno je da postoji statistiCki znaCajna razlika kod ove dve

grupe materijala, odnosno da je pHAP sa PLGA pokazao manju prosecnu veliinu
defekta u odnosu na Cist pHAP(Z=-2.373; p=0.016).

Slika 5.4.2.: U kosti prisutan defekt ispunjen granulacionim tkivom sa elementima
inflamacije (strelica). Materijal pHAP (Trihromno bojenje Masson, 40x)
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5.4.3.Prisustvo nespecificnog zapaljenja

Tabela 5.4.5. Prisustvo nespecificnog zapaljenja u defektima ispunjenim ispitivanim
materijalima.

Nespecificno
zapaljenje Total
ne da
Materijal bez broj 1 3 4
materijala
% 25.0% 75.0% 100.0%
pHAP + broj
PLGA 10 ? 1
% 83.3% 16.7% 100.0%
BioOss broj 4 3 7
% 57.1% 42.9% 100.0%
pHAP + MTF broj 2 9 11
% 18.2% 81.8% 100.0%
pHAP broj 8 4 12
% 66.7% 33.3% 100.0%
Total broj 25 21 46
% 54.3% 45.7% 100.0%

Iz tabele 5.4.5. vidi se da je nespecificno zapaljenje najceSCe bilo prisutno u negativnoj
kontroli i u defektima ispunjenih sa pHAP + metforminom, dok su defekti koji su bili
ispunjeni Cistim pHAP - om i kombinacijom pHAP - a sa PLGA pokazali prisustvo
nespecificnih znakova zapaljenja u najmanjem broju slucajeva.
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Grafikon 5.4.2. Prisustvo znakova nespecificnog zapaljenja u prisustvu razlicitih
materijala.

Tabela 5.4.6. Prisustvo nespecificnog zapaljenja u defektima ispunjenim sa
pHAP+PLGA i BioOss.

Nespecificno zapaljenje Total

ne da
Materijal pHAP+PLGA broj 10 2 12
% 83.3% 16.7% 100.0%
BioOss broj 4 3 7
% 57.1% 42.9% 100.0%
Total broj 14 5 19
% 73.7% 26.3% 100.0%

Iz tabele 5.4.6., kada se uzmu u obzir samo pHAP sa PLGA i BioOss vidi se da

je veci broj defekata imao nespecificno zapaljenje u grupi BioOss u odnosu na grupu
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pHAP sa PLGA. Analizirajuci razliku ove dve grupe u odnosu na pojavu nespecificnog

zapaljenja, utvrdeno je da nema znaCajne razlike izmedu primenjenih materijala u

odnosu na pojavu zapaljenja (Fisher’s Exact Test p=0.305).

pHAP+PLGA BioOss
Materijal

Nespecificno
zapaljenje
W ne
H da

Grafikon 5.4.3. Prisustvo nespecificnog zapaljenja u defektima ispunjenim

pPHAP+PLGA i BioOss.

Sa
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Slika 5.4.3: U kosti prisutan defekt ispunjen granulacionim tkivom sa elementima
hroni¢nog zapaljenja. UoCava se meSovit mono i polimorfonuklearni infiltrat. (strelice).
Materijal BioOss (HE, 40x)

Tabela 5.4.7. Prisustvo nespecificnog zapaljenja u defektima ispunjenim sa
pHAP+PLGA i pHAP.

Nespecificno
zapaljenje Total
ne da

Materijal pHAP+PLGA broj 10 2 12
% 83.3% 16.7% 100.0%

pHAP broj 8 4 12

% 66.7% 33.3% 100.0%

Total broj 18 6 24
% 75.0% 25.0% 100.0%

Uzimajuci u obzir PLGA i pHAP vidi se da je nespecifi¢no zapaljenje prisutno u
vecem broju kod defekata ispunjenih sa pHAP ali takode bez statistiCki znacajne
razlike(Fisher’s Exact Test p=0.640).
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Slika 5.4.4.: Novostvoreno kostano tkivo koje je lako celularno pokazuje iregularnu
gradu gredica. Kostani defekt ispunjen u celosti. Nema elemenata inflamacije.
Diskretna, teSko uocCljiva granica izmedju kosti domacina i novostvorene kosti. (crne
linije). Materijal pHAP+PLGA (HE, 40x)
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5.4.4. Prisustvo dzinoviskih celija

Tabela 5.4.8. Prisustvo dzinovskih celija u defektima ispunjenim ispitivanim

materijalima.
Dzinovske celije
nema 1.2/HPM 3.4/HPM >5/HPM Total
Materijal bez broj 1 0 0 3 4
materijala 0
% 25.0% .0% 0% 75.0% 100.0%
pHAP+PLGA broj 8 2 2 0 12
% 66.7% 16.7% 16.7% .0% 100.0%
BioOss broj 1 0 4 2 7
% 14.3% .0% 57.1% 28.6% 100.0%
pHAP+MTF  broj 1 3 2 5 11
% 9.1% 27.3% 18.2% 45.5% 100.0%
pHAP broj 4 2 2 4 12
% 33.3% 16.7% 16.7% 33.3% 100.0%
Total broj 15 7 10 14 46
% 32.6% 15.2% 21.7% 30.4% 100.0%

Analiziraju¢i prisustvo dZinovskih celija u defektima koji su ispunjeni

ispitivanim materijalom, iz tabele 5.4.8. vidi se da su u negativnoj kontroli(75%) kao i u

defektima ispunjenim sa pHAP + metforminom(45%) nadene dZinovske Celije u

najvecem broju. Bez prisustva dZinovskih Celija najceS¢e su bili defekti ispunjeni sa

pHAP+PLGA(66,7%).
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materijala PLGA MTE

Materijal

Grafikon 5.4.4. Prisustvo dzinovskih celija u defektima ispunjenim ispitivanim
materijalima.

Analizirguci podatke, Kruskal-Wallis testom utvrdeno je da postoji statisticki
znaCajna razlika izmedu 5 ispitivanih grupa prema prisustvu dzinovskih celija u
defektima (X?=12.219; df=4; p=0.011).
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Slika 5.4.5.: Kostani defekt delom ispunjen novostvorenom kosti (NK) a delom
partikulama materijala (BO) oko koga se nalaze dzinovske Celije tipa oko stranog tela
(strelica). Materijal BioOss (HE, 200x)

Tabela 5.4.9. Prisustvo dzinovskih ¢éelija u defektima ispunjenim sa pHAP+PLGA i
BioOss.

. N Mean Rank  Sum of Ranks
Materijal
Dzinovske pHAP+PLGA 12 7.50 90.00
celije
BioOss 7 14.29 100.00
Total 19

Dodatnim testiranjem defekata ispunjenih sa pHAP+PLGA i BioOss
materijalima, i analiziranjem ovih podataka Mann-Whitney U testom, utvrdjeno je da
postoji statistiCki znaCajna razlika u prisustvu dzinovskih celija izmedju ove dve
grupe(Z=-2.730; p=0.005).
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Slika 5.4.6.: Novostvorena kost (NK) remodelira defekt. Pored kosti prisutne i trake
umnozenog veziva koje odgovaraju fibroplaziji (FP). Bez prisustva dzinovskih celija.
Materijal pHAP+PLGA (HE, 200x)

Tabela 5.4.10. Prisustvo dzinovskih éelija u defektima ispunjenim sa pHAP+PLGA i
pHAP.

N N Mean Rank  Sum of Ranks
Materijal
Dzinovske pHAP+PLGA 12 9.83 118.00
celije PHAP 12 15.17 182.00
Total 24

Takode, andliziranjem podataka dobijenih za pHAP+PLGA i pHAP Mann-
Whitney U testom,utvrdjeno je da ne postoji statistiCki znaCajna razlika u prisustvu
dzinovskih ¢elijaizmedju ove dve grupe(Z=-1.989; p=0.061).
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5.4.5.Novostvor ena kost

Tabela 5.4.11. Prisustvo novostvorene kosti u defektima ispunjenim ispitivanim
materijalima.

Novostvorena kost

ne da Total
Materijal bez broj 2 2 4
materijala
% 50.0% 50.0% 100.0%
pHAP+PLGA broj 0 12 12
% .0% 100.0% 100.0%
BioOss broj 0 7 7
% .0% 100.0% 100.0%
pHAP+MTF  broj 6 5 11
54.5% 45.5% 100.0%
pHAP broj 0 12 12
% .0% 100.0% 100.0%
Total broj 8 38 46
% 17.4% 82.6% 100.0%

U odnosu na novostvorenu kost, anadliza je pokazala da je kod defekata
ispunjenih sa pHAP+PLGA, pHAP i Biooss novostvorena kost je bilaformiranau svim
sluCajevima. Kod defekata ispunjenih sa pHAP+metforminom novostvorena kost bila
stvorena u 5(45,5%) sluCajeva dok se u 6 (55,5%) sluCajeva nije formirala, dok se u
negativnoj kontrolnoj grupi (prazan defekt) novostvorena kost pojavila u 50% a nije je

bilo u drugih 50% slucajeva.
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Grafikon 5.4.5. Postojanje novostvorene kosti u defektima ispunjenim ispitivanim
materijalima
Novostvorena kost se u 100% slucajeva stvorila u defektima ispunjenim sa
Cistim pHAP-om kao i u defektima ispunjenim sa pHAP-om u kombinaciji sa PLGA i
sa pozitivnom kontrolom, defektom ispunjenim sa BioOss-om. Defekti ispunjeni sa

pHAP-om u kombinaciji sa metforminom pokazali da je stvaranje nove kosti bilo isto
kao i u negativnoj kontrolnoj grupi.
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Slika 5.4.7.: Kostano tkivo mestimi¢no ispunjava defekt (strelice). Iregularne zone
mineralizacije u gredicama sa dominantnim prisustvom organskog, nemineralizovanog
matriksa. Prisutne partikule materijala (pHAP). Materijal pHAP (Trihromno bojenje
Masson, 40x)
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Slika 5.4.8.: Novostvorene koStane gredice u iregularnom aranZmanu popunjavaju
defekt. U gredicama prisutna priblizno jednaka koli¢ina nemineralizovanog i
mineralizovanog osteoida. Fokalno vidljive sitne partikule materijala (BO). Materijal
Bio Oss (Trihromno bojenje Masson, 40x)
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Slika 5.4.9.: Regularna grada koStanih gredica u novostvorenoj kosti. Dominantno je
prisustvo mineralizovanog osteoida. KoStano tkivo pokazuje lamelarnu gradu. Materijal
pHAP+PLGA. (Trihromno bojenje Masson, 40x)
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5.4.6.Prisustvo fibroplazije

Tabela 5.4.12. Prisustvo vezivnog tkiva u defektima ispunjenim ispitivanim

materijalima.
Fibroplazija
bez vezivo vezivo vezivo
fibroplazije 25%  50%  75% ot
Materijal bez broj 0 1 0 3 4
materijala
% .0% 25.0% .0% 75.0% 100.0%
pHAP+PLGA broj 0 7 4 1 12
% .0% 58.3% 33.3% 8.3% 100.0%
BioOss broj 0 1 2 4 7
% .0% 14.3% 28.6% 57.1% 100.0%
pHAP+MTF  broj 3 4 1 3 11
% 27.3% 36.4% 9.1% 27.3% 100.0%
pHAP broj 0 4 6 2 12
% .0% 33.3% 50.0% 16.7% 100.0%
Total broj 3 17 13 13 46
% 6.5% 37.0% 28.3% 28.3% 100.0%

Posmatrajuéi prisustvo vezivnog tkiva u defektima ispunjenim ispitivanim

materijalom, nadeno je da je najveCi procenat veziva, preko 75% bio u defektima

ispunjenim sa BioOss-om. Nagjmanje veziva, ispod 25%, pronadeno je u defektima u

kojima je implantiran pHAP u kombinaciji sa PLGA(58,3%). Analizirajuci rezultate

Kruskal-Wallis testom utvrdeno je da izmedju 5 ispitivanih grupa nema statisticki

znaCajne razlike na konvencionalnom nivou znaCajnosti od 0.05, ali obzirom da je

signifikantnost egzaktnog testa 0.063 , moZzemo ukoliko pomerimo nivo greSke za 2%
da kaZzemo da je ova razlika znatajna. (X?=12.219; df=4; p=0.063).
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Grafikon 5.4.6. Prisustvo vezivnog tkiva u defektimaispunjenim ispitivanim
materijalima.

Tabela 5.4.13. Prisustvo vezivnog tkiva u defektima ispunjenim sa pHAP+PLGA i
BioOss.

.. N Mean Rank Sum of Ranks
Materijal
Fibroplazija pHAP+PLGA 12 7.88 94.50
BioOss 7 13.64 95.50
Total 19

Uporednim testiranjem defekata ispunjenih sa pHAP+PLGA i BioOss i
analiziranjem ovih podataka Mann-Whitney U testom, utvrdeno je da postoji statistiCki
znaCajna razlika u odnosu na postojanje fibroplazije kod ove dve grupe(Z=-2.300;
p=0.025).
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Slika 5.4.9.: Naglaseno prisustvo fibroplazije (FP). Proliferisani fibroblasti okruzuju
koStano tkivo na mestu defekta. Materijal Bio Oss (Trihromno bojenje Masson, 100x)
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Slika 5.4.10.: Novostvoreno kostano tkivo pokazuje lamelarnu gradju. Nema elemenata
fibroplazije. NaglaSena mineralizacija osteoidnog matriksa. Materijal pHAP+PLGA.
(Trihromno bojenje Masson, 100x)

Tabela 5.4.14. Prisustvo vezivnog tkiva u defektima ispunjenim sa pHAP+PLGA i
pHAP.

.. N Mean Rank Sum of Ranks
Materijal
Fibroplazija  pHAP+PLGA 12 10.92 131.00
pHAP 12 14.08 169.00
Total 24

PoredecCi prisustvo fibroplazije kod defekata ispunjenih sa pHAP+PLGA i sa
pHAP-om, i andliziranjem tih podataka Mann-Whitney U testom, utvrdjeno je da ne
postoji statisticki znacajna razlika u u odnosu na postojanje fibroplazije kod ove dve
grupe(Z=-1.203; p=0.312).
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5.4.7.Neoangiogeneza

Tabela 5.4.15. Prisustvo novoformiranih krvnih sudova u defektima ispunjenim

Ispitivanim materijalima.

Neoangiogeneza

bez 1,2 3,4 vise
angiogeneze ks/HPM ks/HPM  od
4ks
/HPM Total
Materijal bez broj 0 1 1 2 4
materijala
% .0% 25.0% 25.0% 50.0% 100.0%
pHAP+PLGA broj 1 4 5 2 12
% 8.3% 33.3% 41.7% 16.7% 100.0%
BioOss broj 1 2 3 1 7
% 14.3% 28.6% 42.9% 14.3% 100.0%
pHAP+MTF  broj 4 1 5 1 11
% 36.4% 9.1% 455% 9.1% 100.0%
pHAP broj 1 7 3 1 12
% 8.3% 58.3% 25.0% 8.3% 100.0%
Total broj 7 15 17 7 46
% 15.2% 32.6% 37.0% 15.2% 100.0%

U odnosu na prisusvo novostvorenih krvnih sudova u defektima dobijeni podaci

analizirani su Kruskal Wallis testom, a

statistiCki znaCajna razlika izmedju svih

ispitivanih grupa nije potvrdena (X?=3.683; df=4; p=0.465). Takodje statisticki

znaCajna razlika nije pronadenani poredenjem i analiziranjem Mann Whitney U testom

podataka vezanih za prisustvo neoangiogeneze u defektima ispunjenih sa pHAP+PLGA
I Biooss, (Z=-0,179; p=0.965), kao pHAP+PLGA i pHAP (Z=-1.055; p=0.345).
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Slika 5.4.11.: Brojni krvni sudovi prisutni u fibroblasti¢noj stromi (strelice). Uocavaju
se ostaci materijala sa gigantocelularnom reakcijom tipa oko stranog tela (BO).
Materijal Bio Oss (Trihromno bojenje Masson, 100x)
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Slika 5.4.12.: Oko novostvorene kosti se uocavaju pojedinacni krvni sudovi dilatiranih
lumena (strelice). Materijal pHAP+PLGA. (Trihromno bojenje Masson, 100x)
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5.4.8.Procenat mineralizacije

Tabela5.4.16. Procenat mineralizacije u defektimaispunjenim ispitivanim materijalima

Procenat mineralizacije

bez <25% 25- >50%
mineralizacije 50% Total
Materijal bez broj 1 2 1 0 4
materijala
% 25.0% 50.0% 25.0% .0% 100.0%
pHAP+PLGA broj 0 1 3 8 12
% .0% 8.3% 25.0% 66.7% 100.0%
BioOss broj 0 2 4 1 7
% .0% 28.6% 57.1% 14.3% 100.0%
pHAP+MTF  broj 6 1 4 0 11
% 54.5% 9.1% 36.4% .0% 100.0%
pHAP broj 0 5 4 3 12
% .0% 41.7% 33.3% 25.0% 100.0%
Total broj 7 11 16 12 46
% 15.2% 23.9% 34.8% 26.1% 100.0%

Andizirguci dobijene rezultate vezane za stepen mineralizacije defekata

ispunjenih

ispitivanim materijalom,

iz tabele se vidi da je najveci

procenat

mineralizacije bio prisutan u defektima ispunjenih sa PLGA, u 66,7% slucajeva bilo je

prisutno viSe od 50% mineralizovane kosti. Dobijeni podaci analizirani su Kruskal

Wallis testom, i pronadjena je statistiCki znaCajna razlika izmedju svih ispitivanih grupa
(X?=18.574; df=4; p=0.001).
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Grafikon 5.4.7. Procenat mineralizacije u defektima ispunjenim ispitivanim
materijalima

U defektima koji su bili ispunjeni sa pHAP u kombinaciji sa metforminom
mineralizacije nije bila prisutna u najve¢em broju slucajeva(54,5%), vise nego u

negativnim kontrolama gde mineralizacija nije bila registrovana u 25% slucajeva.

Tabela 5.4.17. Procenat mineralizacije u defektima ispunjenim sa pHAP+PLGA i
BioOss.

. N Mean Rank Sum of Ranks
Materijal
Procenat pHAP+PLGA 12 11.92 143.00
mineralizacije
BioOss 7 6.71 47.00
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Total 19

Poredeci defekte ispunjene sa pHAP+PLGA i BioOss ponaosob i analizirajuci
dobijene podatke Mann Whitney U testom dobijena je statisticki znaCajna razlika
izmedju ove dve grupe (Z=-2.118; p=0.039).

Tabela 5.4.18. Procenat mineralizacije u defektima ispunjenim sa pHAP+PLGA i
pHAP.

Materijal N Mean Rank Sum of Ranks
Procenat pHAP+PLGA 12 15.46 185.50
mineralizacije 1 ap 12 9.54 114.50
Total 24

Takode analizirajuCi podatke dobijene za pHAP+PLGA i pHAP Mann Whitney
U testom doSlo se do zakljuCka da je prisutna statistiCki znacajna razlika izmedu ova

dvamaterijala kad je u pitanju procenat mineralizacije. (Z-2.204; p=0.052).

Slika 5.4.13.: Mineralizacija u gredicama je naglaseno iregularna. Kostane gredice
pokazuju manje od 25% mineralizacije. Dominantno je prisusrtvo organskog
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nemineralizovanog koStanog matriksa, koje €ini vise od 75% koStane mase. Materija
pHAP. (Trihromno bojenje Masson, 200x)

Slika 5.4.14.: Umereno regularna mineralizacija novostvorene kosti. Mineralizovani i
nemineralizovani matriks su priblizno podjednako zastupljeni u koStanom tkivu, sa oko
50%. Materija BioOss. (Trihromno bojenje Masson, 200x)
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Slika 5.4.15.: Mineralizacija u gredicama je regularna, lamelarnog tipa. KoStane gredice
pokazuju vise od 75% mineralizacije. Dominantno je prisusrtvo mineralizovanog
koStanog matriksa. Materija pHAP+PLGA. (Trihromno bojenje Masson, 200x)
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5.4.9. Prisustvo bazofila

Tabela 5.4.19. Procena prisustva
materijalima

bazofila u defektima ispunjenim ispitivanim

Bazofili
nisu 1,2 3-5 visSe od
nadjeni /HPM /HPM 5HPM 10t
Materijal bez broj 2 1 1 0 4
materijala

% 50.0% 25.0% 25.0% .0%  100.0%

pHAP+PLGA broj 9 2 1 0 12
% 75.0% 16.7% 8.3% .0%  100.0%

BioOss broj 5 1 0 1 7
% 71.4% 14.3% .0% 14.3% 100.0%

pHAP+MTF  broj 5 4 1 1 11
% 455% 36.4% 9.1% 9.1% 100.0%

pHAP broj 4 2 4 2 12
% 33.3% 16.7% 33.3% 16.7% 100.0%

Total broj 25 10 7 4 46
% 54.3% 21.7% 15.2% 8.7% 100.0%

Podaci dobijeni o prisustvu bazofila u defektima pokazali su da je u defektima

ispunjenim sa PLGA u 75% slucajeva bazofili nisu nadeni, u BioOss-u kod 71%

sluCajeva. Statistickom obradom ovih podataka Kruskal Wallis testom statistiCka

znaCajnost nije nadena

Tabela 5.4.20. Procena prisustva bazofila u defektima ispunjenim sa pHAP+PLGA i

pHAP.
Bazofili Total
ne da
Materijal pHAP broj 9 3 12
+PLGA % 75.0% 25.0% 100.0%
pHAP broj 4 8 12
% 33.3% 66.7% 100.0%
Total broj 13 11 24
% 54.2% 45.8% 100.0%
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Grafikon 5.4.8. Procena prisustva bazofila u defektima ispunjenim sa pHAP+PLGA i

pHAP.

Ukoliko se podaci o prisustvu bazofila predstave kao dali su oni prisutni ili nisu,

analizom Chi-Square nalazi se statisticki znatajnarazlika u njihovom prisustvu izmedju

PLGA | pHAP (X?=4.196; df=1; p=0.041).

Tabela5.4.21. Spirmanova korelaciona analiza ispitivanih parametara medusobno

Vel. Dzinovske Procenat

defeka celije Fibroplazija  Neoangiogeneza  minerdizacije  Bazofili
Velicina * * %
defekta 1.000 233 -.074 -.317(*) -.410(**) .046
E;:?;Vd(e 233 1.000 377(*%) A443(*+) -590(**) .505(**)
Fibroplazija -074  377(*¥) 1.000 .306(*) -.091 246
Neoangio_ * * % * _ * %
geneza -317(%) A43(**) .306(*) 1.000 197 .378(**)
Procenat - -
minerali-zagije 410(**) -.590(**) -.091 -.197 1.000 436()
Bazofili 046 505(**) 246 378(**) -436(**) 1000

* Zna€ajnost na nivou 0.05
** ZnaCajnost na nivou 0.01
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U tabeli 5.4.21. prikazana je medusobna korelacija ispitivanih parametara.
UoCava se da je prisustvo defekta u preparatima obrnuto proporcionalno procentu
mineralizacije i prisustvu krvnih sudova. Takode Sto je viSe prisutna fibroplazija, Sto je
veCi broj registrovanih novih krvnih sudova i $to je viSe prisutnih bazofila, veca je
mogucnost nalazenja i dzinovskih celija. U slu€aju visokog procenta mineralizacije,
dzinovske Ccelije nisu nadene. Neoangiogeneza je srazmerna pojavi fibroplazije u

preparatima a obrnuto srazmerna procentu mineralizacije.
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6.DISKUSIJA

6.1. DISKUSIJA MATERIJALA

Tkivno inZenjerstvo koStanog tkiva se zasniva na zasejavanju Celija na vestacki
proizveden ekstracelularni matriks-Celijski nosa€, uz prisustvo bioloski aktivnih
molekula. Visoko porozni nosaci igraju vaznu ulogu u zasejavanju cCelija, njihovoj
migraciji, proliferaciji i diferencijaciji, tako da oni aktivno ucestvuju vode formiranje
novog tkiva u tri dimenzije. Idealan skafold bi trebalo da bude biokompatibilan,
biorastvorljiv, da ima dobre mehanicke osobine i da pospeSuje Celijsko vezivanje,
diferencijaciju i proliferaciju(59).

Razmatranja za sintetisanje novih nosaca su izuzetno kompleksna i ukljucuju
sastav materijala, arhitekturu, strukturnu mehaniku, povrSinske osobine, brzinu
degradacije, raspadne produkte kao i kompoziciju dodatih komponenti i naravno,
promene svih ovih faktora tokom vremena. Od komponenti koje ulaze u sastav buduceg
nosacCa zavise njegove osobine, arhitektura odreduje veliCinu pora i njihovu medusobnu
povezanost, Sto je jedna od najvaznijih osobina. Da bi doSlo do dobre vaskularizacije i
nesmetanog protoka nutritivnih materija, kao i eiminacije razgradnih produkata,
optimalna veliCina pora bi trebalo da bude oko 300 nm, zatim, trebalo da imaju dobru
interkonekciju i da procenat poroznosti materijala bude Sto veci. Kriticni momenat je
uskladiti ove zahteve sa dobrim mehanickim osobinama. Osnovne bioloske interakcije,
kao Sto su vezivanje proteina i peptida, adhezija Celija, njihova migracija i proliferacija,
predstavljaju primarne funkcije povrsSinskih osobina nosaca, a brzina degradacije mora
biti uskladena sa stvaranjem novog tkiva, pri Cemu se mora voditi raCuna o
biokompatibilnosti raspadnih produkata (24).

Do sada su mnogobrojni materijali koris¢eni kao Celijski nosaci pri tkivnom
inZenjerstvu koStanog tkiva, pri ¢emu se svi mogu podeliti u dve osnovne grupe:
prirodni i vestacki.

RazliCiti biokeramiCki materijali su imali Siroku upotrebu u tkivhom
inZenjerstvu kosti. Oni se smatraju biokompatibilnim, tvrdim, krtim, sa relativno loSim
osobinama pri istezanju, ali odlicnom kompresivnom snagom, visokom otporno$¢u na
troSenje. Hidroksiapatit se viSe od dve decenije koristi kao zamenik kosti zbog svojih

pogodnih osobina i slicnosti sa neorganskom komponentom prirodne kosti. On je
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osteokonduktivan, biokompatibilan, ima sporu resorpciju i pri visokoj poroznosti ima
loSe mehanicke osobine (100).

Mnogi tipovi polimera koristili su se za tkivno inZenjerstvo kosti, a jednostavno
se mogu podeliti na prirodne i sinteticke. Prirodni materijali imaju potencijalnu prednost
bioloSkog prepoznavanja $to moZe pozitivno podrzati ¢elijsku adheziju i funkciju. Ipak,
oni mogu dovesti do imune reakcije domacina i mogu sadrZavati patogene necistoce.
Takode, kod njih se manje moZe uticati na mehanicke osobine i biorazgradljivost, a neki
od njih nemaju veliku rasprostranjenost u prirodi, Sto ih Cini dosta skupim. S druge
strane sintetski polimeri imaju mogucnost Siroke proizvodnje, uz kontrolu mehanickih
0sobina, stepena degradacije i mikrostrukture. lako su mnogobrojni polimeri ispitivani
u cilju njihove upotrebe u tkivnom inzenjerstvu, ni jedan od njih ne ispunjava sve
zahteve za Celijskog nosaCa u inZenjerstvu kosti, uglavnhom zbog slabih mehanickih
osobina, koje poticu od visoke poroznosti, kao i brze resorpcione kinetike (101).

Kompozitni Celijski nosaCi predstavljaju najnoviji tip Celijskih nosaca.
Kombinacija polimera i bioaktivne keramike predstavlja jednu vrstu kompozitnih
Celijskih nosaCa. Zbog svega ovoga mi smo se odluCili za ispitivanje poroznog
hidroksiapatita kao i kompozitnih materijalai to poroznog hidroksiapatita u kombinaciji
sa prirodnim polimerom polilaktidkoglikolidom - PLGA i sa metforminom kao
aktivnom supstancom. Njihova kombinacija dovodi do poboljsanja mehanickih osobina
skafolda, a osnovni izazov pri njihovoj sintezi je postizanje dobrog hemijskog i/ili
mehaniCkog vezivanja hidroksiapatita i polimera. MeSavina ovih materijala pokazuje i
bolje osteokonduktivne osobine od pojedinacnih sastojaka(102).

Na ovaj naCin se u mnogome reSavaju i problemi povezani sa
biokompatibilnoS¢u polimera, koji uglavnom potiCu od njihove brze degradacije i
produkata razgradnje. Neorganski punioci hidroksiapatita koji se ugraduju u brzo
razgradljivi matriks polimera dovode do Zeljenog nivoa degradacije i resorpcije nosaca.
Osobine kompozitnih nosaca bi trebalo da budu dizajnirane tako da keramicke Cestice
budu ugradene ne samo u unutrasnjosti vec i na povrsini nosaca, $to poboljSava bioloske
osobine materijala. Takode, produkti razgradnje hidrokisiapatita dovode do
neutralizacije kiselih produkata razgradnje polimera, Sto opet dovodi do poboljSanog
okruZenja za Celije, na koje pad pH nekada ima fatalan u¢inak(102).
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Veliki izazov u nauci o materijalima i tehnologiji na podrucju tkivnog
inZenjerstva je kontrola tacnosti i reproduktivnosti izrade skafolda zbog standardizacije
procesa izrade. Razne tehnike izrade skafolda za procesiranje raznih polimernih i
kompozitnih materijala i razvoj razliCitih mikrostruktura je sada veoma aktuelna tema
istrazivanja. Ipak joS uvek i pored brojnih tehnika koje se primenjuju svaka od njih
poseduje odredene nedostatke sa stanoviSta kontrole poroznosti skafolda, veliCine pora i
distribucije, kao i prisustva ostataka toksicnih rastvaraca u skafoldu.

Razumevanje mehanizma nukleacije pHAP-a u SBF je hitho za dublja
istrazivanja na ovom polju. Dalja unapredenja se mogu posti¢i odabiranjem
odgovaraju¢ih polimera za funkcionalizaciju skafolda. Kao $to je dobro poznato,
karboksilne/hidroksilne grupe u PLGA lancima se ponaSaju kao aktivni Cinioci u
pokretanju nukleacije. Ove negativno naelektrisane grupe, u pocetnoj fazi nukleacije,

privlate Ca*" jone iz SBF koji se potom vezuju za povrsinu polimera.
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Slika 6.1.1. Strukturnaformula PLGA

U sledeéem koraku, PO,* joni su privugeni pozitivno naelektrisanim Ca&*
jonima. Zbog toga proces nukleacije kalcijum fosfata zapocCinje poCetnim vezivanjem
Ca”" jona za aktivnu grupu odgovarajuéih polimerai naknadnim vezivanjem PO,> jona
za Ca®* jone. Kao $to je veé prikazano (103,104,105), koncentracija
karboksilnih/hidroksilnih grupa na polimernoj povrsini skafolda (data preko gustine
centara nukleacije) verovatno igra veoma bitnu ulogu u ucCestalosti i mehanizmu
nukleacije kalcijum fosfata (106). Gustina mesta nukleacije moze takode uticati i na
veliCinu aglomerata i njihovu morfologiju. Rezultati prikazani u ovom radu jasno
potvrduju ovu pretpostavku. U slucaju PLGA, kao Sto je prikazano, uocen je relativno
mali udeo spojenih Cestica u procesu samoorganizovanja, Sto je verovatno uzrokovano
znacajno manjim udelom karboksilnih aktivnih grupa u PLGA. Veci aglomerati (neki i

preko 8 pum) su posmatrani kada je korisCen PLGA, koji verovatno ima manji broj

127



nukleacionih prostora koji dalje stvaraju odgovarajuci rast kalcijum-fosfatnih nukleusai
zrnaca

Rezultati ovog rada prikazuju samostalno sastavljen pHAP na povrSini PLGA
tankog filma. Loptaste Cestice pokazuju izuzetno razvijenu morfologiju sa strukturama
nalik laticama na datoj povrsini. VeliCina Cestica se uglavno krece od 2.5 do 3.5 pum.
Slicne vrednosti veliCine Cestica (prosecnog precnika od 2.44 um) su pokazane u nekim
radovima posvecenim apatitnim biomimetskim strukturama koje su razvijene na PLGA
skafoldu (69). Morfologija Cestica izgleda veoma slicna morfologiji dobijenoj u ovom
radu, mada same dlike su nedovoljno jasne i gustina naseljavanja je znatho manja nego
u nadim istrazivanjima. Cak i kad je koriséenl.5xSBF ta gustina naseljavanja je bila
neuporedivo manja nego u nasSim eksperimentima. Kod Que i saradnika (107) takode
je pokazano da pri korisCenju 1.5xSBF za apatitnu nukleaciju na PLGA, gustina
naseljavanja je bila manja i proces nukleacije izgleda da je bio u svojoj pocetnoj fazi
(veliCina Cestica je bila manja od pola mikrona za vreme nukleacije od 24 h.). Sve ovo
ukazuje da, mada se u principu procesi u svim slu€ajevima odvijaju sli¢nim
mehanizmima, brzina odvijanja procesa samoansembliranja biomimetskog karbonatnog
hidroksiapatita u naSim eksperimentima odvijala se neuporedivo ve¢om brzinom, $to
ukazuuje da su nasi uzorci bili savrSeno dizgjnirani i da su nasi keramicki nosaci imali
idealnu morfologiju povSine koja je uticala znaCajno i na sam nacCin deponovanja
hidroksiapatita i na aktivnost povrSine tako deponovonih tankih filmova, koji su
saglasno svojoj maloj debljini zadrzali morfologiju keramickog nosaca (skafolda).
Dobijeni rezultat upucuje da je za oCekivati i vrlo brz proces naseljavanja progenitorskih
Celija na povrSinama takvog skafolda i njihovu veoma brzu diferencijaciju u
osteoblastne Celije i brzu osteointegraciju koja sledi potom. Takav zaklju€ak posebno je
proveravan istraZzivanjima koja su izvedena na animalnom modelu kalvarije kunica.

Samoorganizovane nanostrukture dobijene u ovoj studiji mogu igrati znacajnu
ulogu u razumevanju rasta Celija na povrsini skafolda. Nekoliko studija koje se bave
ponaSanjem celija na apatitu formiranom na povrsSini polimera potvrdjuju njegovu
sposobnost da favorizuju osteoblastni rast celija (90, 108, 109, 110). Dalja istrazivanja
Ce se fokusirati na ponaSanje Celija na dobijenim strukturama koje su ovde opisane.

Ovim radom je prikazan novi metod proizvodnje skafolda. Postignut je

poboljSan nanostrukturni dizgjn prethodno stvorenih pHAP skafolda uz pomoc
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biomimetickog tretmana u SBF. Da bi se unapredila nukleacija biomimetiCke apatitne
faze PLGA tanki filmovi su naneti na povrSinu skafolda pre uranjanja u SBF. Faza
biometicki nukleisana u SBF, po FTIR merenjima, je kalcium hidroksiapatit. To je
verovatno karbonatni apatit, iako FTIR spektar ne daje dovoljno dokaza kojima bi se
podrzala ova pretpostavka, zato Sto su COO™ grupe takode prisutne u polimernim
lancima. SEM mikrografije jasno pokazuju strukture slicne bioloskom apatitu u svim
slucajevima(Slike 5.1.9.; 5.1.10.; 5.1.11.). Posebno dobar primer ovih struktura se moze
videti u slu¢aju PLGA substrata.

Ova studija je pokazala kako dobiti strukture slicne bioloSkom apatitu pomocu
dodatnog nanodizaniranja poroznog pHAP skafolda biometickim tretmanom. Dobijene
struktutre oponaSaju strukturu prirodne kosti i pogodne su za srastanje i rast Celija,
omogucavajuci brzu regeneraciju kosti, kako je prikazano u nekim studijama(50). Ovgj
mehanizam apatitne formacije in vitro je verovatno sliCan mehanizmu nastajanja
prirodnog kostang tkiva in vivo. Na taj naCin nanodizajniran skafold obezbeduje uslove

koji su sli¢ni fizioloskim za rast i proliferaciju Celija.

6.2.DISKUSIJA TESTOVA INDIREKTNE I DIREKTNE CITOTOKSICNOSTI
ISPITIVANIH MATERIJALA

In vitro ispitivanje citotoksicnosti biomaterijala je pocCetni korak u svakom
istrazivanju biokompatibilnosti. U ovoj studiji, kompozitni materijali su ispitivani kroz
kvalitativne i kvantitativne analize, pri indirektnom (MTT test) i direktnom (LDH test)
kontaktu sa Celijskom kulturom. Treba imati u vidu da ovi testovi ne daju bioloSku
ocenu materijala ve¢ samo ocenu citotoksi¢ne aktivnosti(79). U suprotnom,
medikamenti sa potvrdenom pozitivnom kliniCkom upotrebom mogli bi biti pogresno
procenjeni.

Celijske kulture kao biolo3ki sistemi za testiranje naSli su Siroku primenu u
savremenim istrazivanjima iz viSe razloga. NajznaCajnija je moguénost dobre
reproduktibilnosti ispitivanja(79). Kontinuirane Ccelijske linije, standardizovane i
dostupne svim laboratorijama koje se bave ovim poslom, omogucavaju da se
eksperiment pod istovetnim uslovima viSe puta ponovi, a dobijeni rezultati se mogu
uporediti sa istrazivanjima drugih istrazivaca ili laboratorija koje su primenile istu

metodologiju. Kontinuirane Celijske linije predstavljaju proste ponavljajuce sisteme bez
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specificnih metabolickih aktivnosti koje imaju ciljne Celije in vivo. Upravo zbog toga,
one se mogu smatrati kao konstanta unutar odredjenog sistema ispitivanja, paje time i
smanjen broj varijabilnih parametara koji utiCu na ispitivani materijal, ¢ime se fokusira
iskljuCivo na efekat materijala. Uslove kakvi postoje in vivo bolje smulirgu primarne
Celijske kulture, Cije specifi¢ne metabolicke aktivnosti odgovaraju onima koje poseduju
ciljne Celije. Za njihovo kultivisanje potrebna je duZa i nestandardna procedura koju ne
mogu ispoStovati sve laboratorije. Zbog toga u standardnim tehnikama SO
metodologija preporucuju se kontinuirane CcCelijske linije. Osim toga, odredena
istrazivanja pokazala su da u osnovnim karakteristikama nema bitnijih razlika kod
ocene glavnih demonstriranih efekata poredeci oba tipa Celijskih kultura. Nepostojanje
razlika evidentnije je ukoliko je citotoksi¢an efekat jaCe izrazen (111).

Kontinuirane Celijske linije - potiCu iz kolekcije tipa-kulture (L-929, 3T3 misji
fibroblasti), humani diploidni fibroblasti WI-38, humane epitelne Celije (He-La), ili
primarne Celije, uglavnom gingive, mukoze i pulpnih fibroblasta. Preporucuje se da se
sam tok istraZzivanja uvek sprovede kroz ispitivanja serije srodnih materijala za koje su
rezultati ispitivanja ve¢ poznati, a da se evaluacija citotoksi¢nosti prezentira kroz
podatke dobijene rangiranjem u odnosu nanjih (112).

U ovom istrazivanju koris¢ene su kontinuirane Celijske kulture fibroblasta misa
L929 (NCTC clone).

6.2.1.Diskusija indirektnog kontakta ispitivanih materijala sa ¢elijskom kulturom

Pri ispitivanju indirektnog kontakta materijala sa Celijskom kulturom vrsena je
kvantitativna evaluacija dobijenih rezultata uz pomo¢ MTT testa, uz koriscenje
ekstrakta ispitivanih materijala. MTT test je standardni test koji se Siroko koristi
prilikom ispitivanja citotoksic¢nosti hidroksiapatita i njegovih kombinacija sa razliCitim
polimerima. On omogucava indirektnu ocenu cCelijskog rasta i proliferacije posto
mitohondrije Zivih Celija oksidiraju MTT rastvor, dajuci karakteristicno plavo ljubicasto
prebojene krajnje produkte. Ovim testom se odredjuje broj vijabilnih Celija u odnosu na
kontrolnu grupu, koja pokazuje 100% prezivljavanja celija. Pozitivhu kontrolu
predstavljao je 4% fenol, koji je doveo do prezZivljavanja nesto vise od 30% Ccelija u
kulturi, Sto je visoko statistiCki znacCajna razlika (p<0.005) u odnosu na negativnu

kontrolu.
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U ovom istrazivanju broj vijabilnih cCelija L929 fibroblasta eksponencijalno se
smanjuje pri njihovom izlaganju produktima degradacije ispitivanih materijala u
vremenskom periodu od 24h, 48h i 72h, odnosno citotoksi¢nost se poveCava sa
povecanjem vremena u kome su cCelije izloZene ekstraktima ispitivanih materijala. U
sluCaju ispitivanja indirektne citotoksicnosti pHAP-ai pHAP-a u kombinaciji saPLGA,
dobijeni rezultati pokazuju da nema velike razlike u prezivljavanju éelija u zavisnosti od
duzine ekstrahovanja ispitivanih materijala u hranljivoj podlozi. Sa povecCanjem
vremenskog perioda izlaganja Celija fibroblasta L929 ekstraktima razliCitih
koncentracija dolazi do eksponencijalnog smanjenja broja vijabilnih ¢elija u kulturi. U
sluaju pHAP-a u kombinaciji sa metforminom pokazuje izrazitu citotoksicnost u
niskim koncentracijama (do 10mg/ml) bez obzira na vremenski period izloZenosti
hranljive podloge ovom materijalu. Nakon toga dolazi do oporavka i Cak porasta broja
Celijske populacije fibroblasta L929 , da bi pri koncentracijama veéim od 60 mg/ml
doSlo do pojave ravnomernog povecanja citotoksi¢nosti sa porastom koncentracije
produkata degradacije, kao kod ostalih ispitivanih materijala. Ni jedan od ispitivanih
materijala( pHAP , pHAP + PLGA i pHAP sa metforminom) nije doveo do kompletnog
citotoksi¢nog efekta na kulturu fibroblasta L929.

Indirektnim kontaktom i MTT testom prikazan je kratkotrajni efekat razgradnih
produkata ispitivanih materijala na celijsku kulturu, posle izvrSenog ekstrahovanja datih
materijala u hranljivom medijumu. Razlike u citotoksi¢nosti testiranih materijala mogu
biti objasnjene termalnim degradacijama polimernih lanaca koji su se pojavili tokom
proizvodnje kompozitnih jedinjenja (113). Tokom proizvodnje kompozitnih materijalau
odnosu na proizvodnju Cistog polimera u samom materijalu dolazi do stvaranja
fragmenata niske molekularne mase. Ovi fragmenti lako prelaze u rastvor tokom
preparacije ekstrakta za ispitivanja, i samim tim se u rastvoru povecava koncentracija
produkata razgradnje kod kompozitnih materijala. Ovaj visi nivo degradacije moze
objasniti postignuti citotoksicni efekat polikoglikolida u kompozithom jedinjenju sa
hidroksiapatitom (113). Nikoli¢ i sar. (79), dobili su statistiCki znaCajan citotoksican
efekat pri ispitivanju indirektne citotoksi¢nosti pHAP u kombinaciji sa PLGA, $to su
objasnili prethodno navedenom Ccinjenicom. Medutim, Douglas i sar. (101) u svom
istrazivanju gde su ispitivali dejstvo PHAP i PLGA na celijsku kulturu humanih

osteoblasta nisu dobili statisticki znaCajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu MTT
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testom, Sto se poklapa sa rezultatima ovog istrazivanja. Autori su ekstrahovanje
ispivanog materijala vrsili u razlicitim vremenskim periodima od 10 minuta do 24 Casa i
dosli do zakljucka da je najveCi broj citotoksi¢nih supstanci oslobodeno u prvih 10
minuta ekstrahovanja. Ovo govori da se nimalo ili vrlo mala koli€ina toksi¢nih
materijala oslobodila u vremenskom periodu izmedju 10 minuta i 24 Casa. Na ovaj nacin
se mogu objasniti i rezultati koji su dobijeni ovim istrazivanjem, s obzirom na Cinjenicu
da je prezivljavanje Ccelija fibroblasta L929 bilo slicno bez obzira na duzinu
ekstrahovanja materijala u hranljivoj podlozi. Pri prvom kontaktu materijala sa
hranljivom podlogom rastvargu se degradacioni produkti koji su nastali u postupku
izrade kompozitnih jedinjenja, Sto se deSava u prvih sat vremena ekstrahovanja. Dalje
izlaganje hranljive podloge ispitivanim materijalima neCe dovesti do daljeg rastvaranja
materijala, pa se ni dobijeni rezultati ne razlikuju vezano za razliita vremena
ekstrakcije. Sasvim su drugaCiji rezultati testa indirektne citotoksicnosti kada je u
pitanju pHAP u kombinaciji sa metforminom. Rezultati pokazuju izrazitu citotoksicnost
u niskim koncentracijama (do 10mg/ml) bez obzira na vremenski period izloZenosti
hranljive podloge ovom materijalu. Nakon toga dolazi do oporavka i €ak porasta broja
Celijske populacije fibroblasta L929 , da bi pri koncentracijama ve¢im od 60 mg/ml
doSlo do pojave ravnomernog povecanja citotoksicnosti sa porastom koncentracije
produkata degradacije, kao kod ostalih ispitivanih materijala.

6.2.2.Diskusija direktnog kontakta ispitivanih materijala sa ¢elijskom kulturom

Pri ispitivanju direktnog kontakta materijala sa Celijskom kulturom koristi se
LDH test citotoksi¢nosti u kome se prezZivljavanje, odnosno vijabilnost ¢elija procenjuje
na osnovu procenta LDH (laktat dehidrogenaze) koji se nade u ekstracelijskoj sredini.
Laktat dehidrogenaza se kvantifikuje u cilju izraCunavanja broja Celija adheriranih na
povrSinu materijala. Ovaj citoliticki enzim se godinama koristio za merenje gubitka
integriteta Celijske membrane(114,115). Indirektno merenje aktivnosti LDH, koja je
prisutna u citoplazmi intaktnih celija, moZe se izvrSiti samo ako se izvrsi liza éelija. S
obzirom da je dokazano da je LDH aktivnost direktno proporcionalna broju celija(116),
razvijena je nova eksperimentalna procedura koja koristi merenje aktivnosti jednog

enzimauu cilju kvantifikacije adheriranja Celija naispitivani materijal (113).

132



Rezultati su pokazali znaCajnu Celijsku proliferaciju i adheziju u prisustvu svih
ispitivanin materijala. U ovom eksperimentu, pHAP, pHAP sa PLGA | pHAP sa
metforminom nisu pokazali citotoksi¢nost u direktnom kontaktu sa celijskim kulturom
fibroblasta L929. Prvog dana eksperimenta, broj Celija u prisustvu svakog od ispitivanih
materijala nije se znaCajno uvecao. Od drugog dana eksperimenta celije su se
umnozavale i njihov broj je eksponencijalno rastao. Na kraju eksperimenta, sedmog
dana, cCelije fibroblasta L929 su bile u bliskom kontaktu sa svakim od ispitivanih
materijala u velikom broju i neizmenjene morfologije.

Adhezija Celija i proliferacija razlicitih tipova Celija na razliCite povrsine zavisi
od karakteristika povrsina samih polimera u kompozitnim celijskim nosacima kao 5to su
stepen hidratacije(117,118), povrsSinski napon (119), povrsinsko naelektrisanje i
topografija(120). Celijska adhezija je bolja ukoliko je povrsina hidrofilnija 3to
omogucava adsorpciju povrsinskih proteina nestabilnim i reverzibilnim vezama(117).
Umeren stepen hidratacije substrata omogucava Celijama da deponuju svoje proteine za
adheziju menjajuci ih za proteine koji se mnogo bolje vezuju. Veruje se da je ovg
mehanizam sporiji na ekstremno hidrofobnim ili hidrofilnim povrSinama, Sto je
verovatno jedan od glavnih razloga zbog kojih Celije ne proliferiSu i ne adheriraju na
njima(121). U ovom istrazivanju svi ispitivani materijali nisu pokazali razlike u
celijskoj adheziji, Sto govori da su svi faktori koji uticu na proces adhezije i proliferacije
Celija za ispitivane materijale slicni. Takode i drugi faktori mogu uticati na Celijsku
adheziju.  Hemijske Kkarakteristike, kao Sto su prisustvo karboksilnin(122) i
hidroksilnih(123) grupa, mogu biti vazne u zavisnosti od vrste Celija, za adheziju Celija
I za njihov rast. Curtis i sar. (30) nasli su da je prisustvo velikog broja hidroksilnih
grupa ima suprotan efekat. Ova istraZivanja pokazuju da je potreba za optimalnom
gustinom hidroksilnih grupa potrebna da bi se postigla dobra celijska adhezija.
Topografija materijala takode je veoma bitna kad se diskutuje o ¢elijskoj adheziji.
Studije koje se odnose na morfologiju povrSine biomaterijaa pokazale su postojanje
afiniteta razliCitih tipova Ccelija za hrapave povrSine materijala(124). Rezultati
eksperimenata ovog rada, kao i karakterizacija ispitivanih materijala pokazuje da su
povrsine pHAP, pHAP sa PLGA kao i pHAP sa metforminom pogodne za adheriranje
¢elija i za njihovu proliferaciju i da se odlikuju karakteristikama koje omogucéavaju rast

Celija u direktnom kontaktu sa ovim materijalima. | pored dokazane citotoksicnosti u
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testu indirektnog kontakta, ve¢ je napomenuto da viSe faktora utiCe na adheziju i
proliferaciju Celija, tako da sa stanoviSta nauke o materijalima to nije presudno za
ponaSanje Celija u direktnom kontaktu sa ispitivanim materijalima, sto je slucaj i u ovom
radu.

6.3.DISKUSIJA TESTA IRITACIJE

Cilj testa primarne kutane iritacije je bio da odredi iritativne osobine pHAPa u
kombinaciji sa razlicitim polimerima u toku njegove jednokratne primene na intaktnu
kozu kunica.

Testovi iritacije su jedan od medunarodno standardizovanih nacina da se utvrdi
lokalni iritirgjuci potencijal medicinske opreme, materijala ili ekstrakata, koriste¢i mesta
kao sto su koZza i mukozne membrane, naj¢eS¢e u animalnim modelima.

Po preporukama 1SO 10993-10 u metodama rada kao eksperimentalne Zivotinje
koris¢eni su kuniéi, soja Novozelandski beli, zbog izuzetno osetljive i svetle koZze na
kojoj se lako uoCavau sve nastale promene.

Svi kuniéi preziveli su celokupno trajanje istraZzivanja. Za vreme trajanja
istrazivanja kunicCi su izgledali zdravi i aktivni. Nije bilo znakova trovanja, nezeljenih
farmakoloskih efekata ili neuobiajenog ponaSanja kuni¢a. Indeks primarne kutane
iritacije kod kunica sa svim testiranim materijalima i negativhom kontrolom je iznosio
nula, Indeks primarne kutane iritacije kod kuni¢a u grupi pozitivna kontrole, na kraju
istrazivanja (72 sata nakon aplikacije) imali su vrednost 2.11. U ovoj grupi Zivotinja
uCestalost i teZina iritacije smanjivala se sa vremenom. Nakon sedam dana od primene
supstance (mlecne kiseline 98%) i u ovoj grupi ispitivanih zivotinja vise nije bilo
znakova iritacije koze.

U ovim istrazivanjima biokompatibilnosti pozitivne i negativne kontrolne grupe
su neophodne da bi potvrdile adekvatno izvodenje test procedure ili da bi se u odnosu
nanjih adekvatno procenjivali rezultati.

Svi uzorci materijala su ispitivani u obliku paste. Sve oblasti koZze kuniéa
pokazale su iste osobine, bez reakcije crvenila (eritem) i bez edema, $to u ovom testu
ukazuje da nema rastvorljivog Stetnog sadrzaja koji se otpusta iz materijala i natapa

Celije koZe. Indeks primarne kutane iritacije iznosio je 0.0. Na osnovu ovih rezultata
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ispitivanja u testu primarne kutane iritacije moze se zakljuciti da ispitivani materijali u

obliku paste mogu biti u kontaktu sa kozom bez efekta iritiranja koze.

6.4.DISKUSIJA TESTA BIOFUNKCIONALNOSTI NA ANIMALNOM
MODELU

Ispitivanje biofunkcionalnosti nekog materijala i njegovog osteoinduktivnog i
osteokonduktivnog efekta vrSi se na predklinickom animalnom modelu, koji je
jednostavan, lak za izvodenje i koji dozvoljava poredenje razliitih osteopromotivnih
materijala(125). Istrazivanjima je potvrdeno da je predklinicki model u kome se Kkoriste
Zivotinje , kao Sto su pacovi i kunici, esencijalan u razvoju i ocenjivanju novih zamenika
kosti. Testovi na Zivotinjama za materijale koji Ce se koristiti u tkivnom inZenjerstvu
moraju se sagledati sa sledeCih aspekata: izbor defekta, izbor Zivotinje, starost Zivotinje,
anatomsko mesto i veli€ina lezije(126). Kostani defekti kriticne veliCine predstavljaju
aktivan model za studiju zarastanja kosti, s obzirom da, po definiciji, ne zarastaju bez
intervencije(127,128). Dobro dokumentovani dokazi jasno potvrduju da, ukoliko se
defekti kosti kritiCne veliCine ostave ne tretirani, oni neCe spontano zarasti, odnosto kost
se neCe spontano regenerisati(129). Na osnovu ovoga zakljuCuje se da razliCiti
biomaterijali mogu biti ocenjivani kao tretmani izbora sa ciljem da se ustanovi da li
mogu da postignu regeneraciju.

Regeneracija defekata kritiCne veliCine proucavana je kod kalvarija hrcaka, na
femuru, tibiji, mandibuli i kalvariji pacova, na femoralnim kondilima, tibiji, radijusu i
kalvariji kuni¢a, kao i na metatarzusu ovaca i ilijatnoj kosti koza. Defekti na kalvariji
kuni¢a pune debljine, veliCine 6 mm, koji su koriseni u ovom eksperimentu,
ispunjavali su kriterijume za koStane defekte kriticne  veliCine
(125,130,131,132,133,134,135). Model defekata kriticne veliCine u predelu kalvarije
kunica uzet je iz sledeCih razloga: prvo, zbog slabe vaskularizacije tog predela; drugo,
zbog dabe razvijenosti misica; trece, zbog slabo prisutne kostane srzi kao potencijalnog
izvora matic¢nih Celija i Cetvrto zbog kvaliteta kosti koji je sliCan karakteristikama
kostiju kranio-maksilofacijalne regije(136). Sve to, ovaj model Cini relevantnim i
pouzdanim za testiranje koStanih zamenika(137). Sve Zivotinje su dobro podnele

hirurSku proceduru i bile su sposobne da se hrane dan posle hirurSke intervencije.
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Analiza nalaza sugeriSe da je ispitivanje modela sa defektom kritiCne veliCine na
kalvariji kunica sa niskim morbiditetom.

U ovoj studiji koris¢en je disocijativni oblik anestezije zbog nemogucnosti
intubiranja kunica i samim tim nemogucnosti sprovodenja inhalacione anestezije, kako
zbog anatomskih  specifiCnosti respiratornih puteva, tako i zbog velikog stresnog
faktora koji eksperiment proizvodi kod ovih Zzivotinja(97).

Operativna procedura formiranja polumesecaste incizije i podizanje kutanog
flapa na vrhu kalvarije kunica radi eksponiranja kranijalne kosti i formiranja defekta u
skladu je sa vec objavljenim studijama(138,139). Transosealni defekti u kosti lobanje
preCnika 6mm pravljeni su posebnim trepan borerima, a vodilo se racuna da ne dode do
povrede tvrde ovojnice mozga(dure mater)(130).

Ovg eksperimenatini pretklinicki model na Zivotinjama omogucéava takozvani
dizajn u paru, pri Cemu se na obe strane sagitalne linije kosti lobanje prave defekti(140).
Ripamonti i sar. (98) koristili su slican model formiranja defekta kosti pune debljine sa
obe strane kalvarije, i to kod majmuna. Koriscen je dizgjn oblika kvadrata (Latin blok
square design) radi postavljanja materijala u defekte, a sastojao se u rotacionoj dodeli
materijala defektima, Cime se balansirano distribuira svaki materijal i u anteriornu i u
posteriornu regiju kalvarije (Statistical Analysis System, 1989)(98).

Kao negativna kontrola koris¢en je prazan defekt koji se spontano ispunjavaju
krvlju(141), a kao pozitivna kontrola BioOss (Bio Oss®, cancellous 0.25 - 1,0mm
veliCine, Geistlich AG, Wolhusen, Switzerland). Posle postavljanja materijala, defekti i
materijal prekriveni su periostom i kozom. Periost je oCuvan radi boljeg urastanja i
vaskularizacije. U ovoj studiji koris¢ena je modifikovana metodologija po Hammerleu i
sar. (141), tako Sto nije korisCena membrana za prekrivanje postavljenih materijala pre
repozicije flapa.

Nakon perioda ocenjivanja i po zrtvovanju zivotinja, kosti lobanje su podvrgnute
metodologiji histoloSke pripreme nedekalcifikovanih uzoraka.

Prilikom zarastanja kosti i nakon implantacije materijala sledi niz dogadaja.
Inicijalno kao odgovor na povredu dolazi do osteoindukcije, tako Sto se inicirgu
razliciti tipovi prezivelih Celija(142). Na mesto povrede prodiru mezenhimalne stem
Celije poreklom iz kambijalnog sloja periosta i iz koStane srZi (13), koje premoscuju

pukotinu, umnoZavaju se i diferenciraju u preosteoblaste kao odgovor na prisustvo
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faktora rasta i citokina iz trombocita, susednih ¢elija i tkiva. Preosteoblasti se vremenom
diferencirgu u osteocite. Diferencirane koStane ¢elije sada su odgovorne za rast kosti na
povrsini poznatoj kao osteokonduktivna povrsSina i proces se naziva osteokonduktivni
proces. To znaci da osteokondukcija zavisi od osteoindukcije i definisana je kao proces
urastanja kapilara, perivaskularnog tkiva i osteoprogenitor Celija iz povrSine kosti u
strukturu kosStanog grafta(143). Ipak osteokondukcija se razlikuje izmedu biomaterijala
zato Sto nije samo kost odgovorna za rast kosti na povrsini defekta nego i implantirani
materijal (144).

Rezultatima merenja veliCine defekta utvrdeno je da postoji statisticki znaCajna
razlika izmedu 5 ispitivanih grupa po veliCini defekta. Pokazalo su da je ngmanja
prosecna vrednost defekta u grupi pHAP u kombinaciji sa PLGA (3,9mm) dli je i
najvecCi varijabilitet bio u pomenutoj grupi, odnosno raspon vrednosti je daleko veci od
ostalih grupa. Uporedjuju¢i pHAP sa PLGA sa pozitivnom kontrolom gde je bio
postavljen BioOss, koji se koristi kao zlatni standard, utvrdeno je da je veliCina defekta
bila manja u grupi koja sadrzi pHAP sa PLGA, ali bez statistiCki znaCajne razlike
izmedu ove dve grupe, Sto se dlaZze sa nalazima drugih autora(145). Objasnjenje se
moze traziti u malom broju uzoraka ili u kratkom periodu ocenjivanja nedovoljnom da
se u potpuosti reparira defekt u kosti. U nekim grupama uocCene su izuzetno visoke i
niske vrednosti za ispunjenost koStanog defekta Sto je rezultiralo velikom standardnom
devijacijom, Sto takode govori o potrebi za veCim uzorkom. Odabrani broj uzoraka i
duZzina perioda ocenjivanja u ovoj studiji zasnovani su naiskustvima prethodnih studija.
Ne treba zaboraviti da se eksperimenti na Zivotinjama moraju Koristiti u skladu sa
etickim principima i dobrom istrazivaCkom praksom, koji takode odreduju broj Zivotinja
koje se mogu Kkoristiti u istrazivanju. Analizirana je i veliina defekta u grupi
implantiranih materijala Cistog pHAP-a sa pHAP-om i PLGA. Na dici 5.4.1. gde je
preparat sa implantiranim materijalom pHAP + PLGA, jasno se uoCava novostvorena
kost lamelarne grade koja je svojim veé¢im delom mineralizovana. Sa druge strane Cist
pHAP, koji je prikazan na dlici 5.4.2., pokazuje joS uvek prisutan defekt uz prisustvo
granulacionog tkiva sa elementima nespecificnog zapaljenja. Utvrdjeno je da postoji
statisticki znaCajna razlika kod ove dve grupe materijala, odnosno da je pHAP sa PLGA
pokazao manju prosecnu veliCinu defekta u odnosu na Cist pHAP. Ovakav rezultat je

potvrden i u ispitivanjima kod drugih autora i ukazuje da kombinacija poroznog

137



hidroksi apatita sa polimerom PLGA poseduje bolje osteokonduktivne osobine(102).

Ova studija je pokazala da je prisustvo nespecificnog zapaljenja u defektima
najCesCe registrovano u negativnoj kontrolnoj grupi(prazne rupe) i u grupi gde je bio
implantiran pHAP sa metforminom. Prisustvo nespecificnog zapaljenja u preparatu
ukazuje na produzen period stvaranja koStanog tkiva ili ¢ak na nemoguénost stvaranja
kosti. U prisustvu partikula BioOss-a koje se joS nisu resorbovale, Sto se vidi na dlici
5.4.3., formirano je granulaciono tkivo uz postojanje jako izrazene limfocitne
infiltracije. U defektma gde su bili implantirani Cist pHAP i pHAP sa PLGA limfocitna
infiltracija je bila manje izrazena(slika 5.4.4.). Samostalno pHAP i pHAP u kombinaciji
sa PLGA pokazali su ngjmanje prisustvo znakova zapaljenja, ali bez statistiCki znatagjne
razlike u odnosu na BioOss.

Istrazivanjem je bilo obuhvaceno i prisustvo dzinovskih Celija u defektima
ispunjenim ispitivanim materijalom. Postojanje dZinovskih éelija u materijalu ukazuje
na reakciju tkiva na partikule ispitivanog materijala kao na prisustvo stranog tela
Zadatak ove vrste Celija je da ukloni ostatke materijala iz tkiva. Rezultati su pokazali da
je ta vrsta Celija najceSCe nadena u negativnoj kontrolnoj grupi, u 75% slucajeva, i u
grupi gde je implantiran pHAP sa metforminom, u 45% slucajeva. U odnosu na ostale
ispitivane materijale prisutna je statistiCki znacajna razlika. Takode, uporedujuci
prisustvo ovih Celija kod BioOss-a i pHAP-a sa PLGA nadena je statistiCki znacajna
razlika, posto je u defektima gde je bio postavljen kompozitni materijal pHAP sa PLGA
bilo najmanje dZinovskih Ccelija. Na dlici 5.4.5. gde je prikazan preparat sa
implantiranim BioOss-om, jasno se uoCava novostvorena lamelarna kost, ali i ostatak
partikula materijala okruzen viSejedarnim dzinovskim celijama. Resorpcija pHAP sa
PLGA bila je brza u odnosu na BioOss, Sto je jedan od osnovnih zadataka neophodnih
za izradu Celijskih nosaca, tako da su se dzinovke Celije u preparatima koji su sadrzali
pHAP sa PLGA retko nalazile.

Postojanje novostvorene kosti registrovano je u svim sluCajevima gde je
implantiran pHAP, pHAP u kombinaciji sa PLGA i BioOss. Procenat mineraizacije je
bio najveci kod kompozitnog materijala pHAP sa PLGA (66,7%). U odnosu na BioOss i
na Cist pHAP nadena je statistiCki znaCajna razlika. Novostvorena kost u preparatima sa
pHAP i PLGA pokazivala je dobru lamelarnu gradu, sa jasno usmerenim osteocitima i

dominantno izrazenom mineralizacijom(slika 5.4.9.). Implantirani Cist pHAP (slika
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5.4.7.) takode je pokazao postojanje novostvorene kosti, ali je kost bila nepravilne
grade, sa iregularnim zonama mineralizacije u gredicama, sa dominantnim prisustvom
organskog nemineralizovanog matriksa i sa prisutnim partikulama materijala. Ovg
nalaz ukazuje na to da kompozitni Celijski nosa¢ pHAP koji u sebi sadrzi polimer PLGA
poseduje bolju osteokonduktivnost u odnosu na porozni hidroksiapatit samostalno. Na
preparatima koji su sadrzali BioOss (slika 5.4.8.), vidljive su novostvorene kostane
gredice koje u iregularnom aranZmanu popunjavaju defekt, dok je u gredicama prisutna
priblizno jednaka koli€ina nemineralizovanog i mineralizovanog osteoida uz prisustvo
partikul amaterijala, koje su se retko uoCavale u preparatima pHAP-a sa PLGA. Sveto
ukazuje da je ostekonduktivnost ispitivanog pHAP-a sa PLGA bila bolja u odnosu na
pozitivnu probu koju je predstavljao BioOss.

Namanje novostvorene kosti i ngjmanji procenat mineralizacije registrovan je u
negativnoj kontrolnoj grupi i kod pHAP-a sa metforminom.

Takode je nadeno da postoji statistiCki znacajna razlika u postojanju vezivnog
tkiva izmedu pozitivne kontrole, BioOss-a sa jedne strane i pHAP-a sa PLGA i Cistog
pHAP-a sa druge strane. U 75% slucajeva vezivno tkivo je otkriveno u defektima
ispunjenih BioOss-om dok je u 25% sluCajeva bilo u defektima sa pHAP+PLGA. U
odnosu na prisustvo vezivnog tkiva, statisticka razlika izmedu pHAP-a i pHAP-a sa
PLGA nije pronadena. Prisustvo vezivnog tkiva je obrnuto proporcionalno postojanju
koStanog tkiva i mozZe se reCi da prethodi njegovom stvaranju. Iz ovog rezultata
ocigledno je da je stvaranje kosti kod kompozitnog Celijskog nosaca pHAP sa PLGA pa
Cak 1 kod poroznog hidroksiapatita samostalno implantiranog, bilo brze nego kod
standardnog materijala koji je koris¢en u ovoj studiji BioOss-a.

Analizom postojanja novostvorenih krvnih sudova i bazofilaizmedju ispitivanih
grupa, statistiCka razlika nije nadena. Prisustvo neoangiogeneze ukazivalo je na sporije
stvaranje kostanog tkiva. PHAP sa PLGA je, s obzirom na brze stvaranje kostanog tkiva
u odnosu na druge ispitivane materijale pokazao postojanje manjeg broja krvnih sudova,
ali bez statisticki znacajne razlike.

MozZe se zakljuCiti da je porozni hidroksiapatit, kao zamenik kosti, imao
pozitivan uticaj na novo formiranje kosti. Jos jednom je potvrdena biokompatibilnost
kalcijum hidroksigpatita kao 1 njegov osteokonduktivan potencijal. Takode

nanostrukturne Cestice hidroksiapatita pokazale su veCi stepen bioaktivnosti i
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osteointegracije u odnosu na mikrostrukturni hidrokisapatit(146). Utvrdeno je da je
adsorpcija proteina i adhezija Celija veca u sluCajevima kad se koriste nanostrukturne
nego mikrostrukturne granule hidroksiapatita(147). 1z drugih istraZivanja, poznato je da
nanosturkturne Cestice hidroksiapatita imaju pozitivan uticaj na formiranje kosti tako $to
stimuliSu osteogenu diferencijaciju iz mezenhimalnih stem Celija. Takode je pokazano
da ovg pozitivan efekat zavis od koncentracije nanocCestica hidroksiapatita, i da ove
Cestice u velikim koncentracijama dovode Cak do suprotnog efekta na osteogenu
diferencijaciju maticnih Celija(148). Prema tome, samo prisustvo nanocestica
hidroksiapatita kao zamenika kosti nije dovoljna garancija postojanja pozitivnog
biloSkog efekta. Medutim, nanokompozitni materijal koji se sastoji od nanocestica
hidroksiapatitai polimera PLGA ima karakteristike potrebnog skafolda.

Na najvazniji faktor jednog nanokompozitnog Ccelijskog nosaCa, Stepen
degradacije, utiCu (90): nanostruktura (oblik, dimenzija, funkcionalizacija, sastav),
karakteristike polimera (molekularna tezina , kristalinicnost), povrsinske karakteristike
(poroznost, hidrofilnost), obrada (morfologija, povezanost komponenti, veliina pora).
Stepen degradacije, sa druge strane utiCe na: biokompatibilnost, ¢elijski odgovor,
funkcionalnost materijala, obrazac otpustanja aktivnih supstanci.

Porozni hidroksiapatit koji se kao skafold implantirao u kalvariju kunica kao
nanokompozitni materijal u kombinaciji sa PLGA pokazao je statistiCki znacajnu
razliku u smanjenju defekata kriticne veliine u odnosu na Cist pHAP. Istrazivanja Kima
I sar.(145), koja se poklapgju sa rezultatima ove studije, pokazuju da hidroksiapatit
presvucen polimerom PLGA pravi povrSinsku strukturu granula oblozenog apatita
PLGA/pHAP koje omogucéavaju stvaranje vece povrsSine za kontakt sa osteogenim
Celijama. Povrsinske karakteristike nanokompozitnog skafolda kljucni su faktor u
uspesnom vodenju tkivnog inZenjerstva, s obzirom da je prva interakcija izmedu Celija i
supstrata adsorpcija proteina i ¢elijska adhezija(149). Vecina sintetickih hidroksiapatita
tokom raznih faza sinteze dobijaju specifi¢nu povrsinu od oko 2m?%g, &ime se smanjuju
mikropore(150) i osteokonduktivnost(151). BioOss® poseduje povrsinu od 79,7m?/g
dok pHAP sa polimerom sadrZi specifiénu povrsinu od oko 84m?%g(152). Poveéanjem
specificne povrSine materijala, povecava se povrsina koja je u kontaktu sa Celijama, a s
obzirom da se specifiCna povrSina ova dva materijala neznatno razlikuje, to moze biti

jedan od razloga slicnih rezultata koje su u ovom radu pokazala ova dva materijala, $to
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jepotvrdeno i kod drugih autora(52,137,152).

Osim toga pHAP se u in vivo uslovim sporo razgraduje, a nepotpuno razgradene
Cestice pHAP mogu ugroziti ili onemoguditi potpuno koStano zarastanje(153). 1z tog
razloga pHAP samostalno daje loSije rezultate u smanjenju veliine defekta nego kada
je u kombinaciji saPLGA. Naravno, u zavisnosti od udela komponenti u PLGA, brzina
degradacija polimera moze se modelovati, Sto takode predstavlja prednost ovog
kompozitnog materijala. Karakteristike degradacije skafolda su kljune u izboru
bionanokompozita i njegovog dizajna za tkivno inZenjerstvo kosti(100,154,155,156). 1z
tog razloga polimerni nanokompozitni skafold mora imati odgovarajuéi dizajn i
ispunjavati odredene kriterijume, koji ukljuCuju biokompatibilnost, specificnu
biodegradibilnost, mehaniCke karakteristike i u nekim sluCajevima da ispunjavaju
estetske zahteve(90). Biomaterijal ne sme samo stimulisati i podrzavati rast tkiva u
defektu, vec u isto vreme mora da se odgovaraju¢om brzinom razgraduje u netoksicne
sastojke , kako se stvara novo tkivo. U tom pogledu pHAP sa PLGA pokazao je dobre
karakteristike u ovom istrazivanju, Sto je potvrdeno i od strane drugih autora(145,146).

Uporedujuéi sa deproteinizovanom bovinom kosti (BioOss™), apatitno obloZene
granule pHAP-a sa PLGA imaju nekoliko prednosti. Prvo, granule pHAP u kombinaciji
sa PLGA su sintetickog porekla i ne postoji rizik od prenosa zaraznih bolesti i
izazivanja reakcija imunog sistema. Drugo, apatitno oblozene granule se jednostavno
proizvode u velikim koli¢inama. TreCe, fiziCke karakteristike i stepen degradacije
pHAP-a sa PLGA se takode jednostavno reguliSe odnosom komponenti laktida i
glikolida u polimeru, Cime se moze uticati na osobine materijala u zavisnosti od
klinickih zahteva.

PovrSina pHAP sa PLGA je bila obloZzena apatitom kao kod prirodne kosti
inkubacijom u SBF. | pored toga Sto je sinteticki kalcijum fosfat bioaktivan, njegova
slicnost sa mineralima prirodne kosti je generalno slaba i njegove biloSke karakteristike
su daleko od one koju poseduje prirodna kost. Hidroksiapatit generisan tokom
inkubacije u SBF je vrlo sliCan nativnoj kosti, i zbog toga mozZe da obezbedi bolju
osteokonduktivnu  sredinu za formiranje koStanog tkiva nego sinteticCki
hidroksiapatit(69,155). Kompozitni materijal  pHAP sa PLGA pokazao je
zadovoljavajucu regeneraciju kosti in vivo u poredenju sa komercijalno dostupnim i

Siroko prihvaéenim ksenogenim materijalom za graftovanje, BioOss-om®. BioOss" ima
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minerale prirodne kosti na svojoj povrsini, s obzirom da se radi o deproteinizovanoj
kosti, i visoko je porozan. Zahvaljujuéi tome, minerali kosti koji se nalaze na povrsini
stimuliSsu formiranje kosti na implantiranom materijalu i omogucavaju Vvisoku
ostekondukciju(156). Na slican naCin apatitno oblozene granule pHAP sa PLGA na
svojoj povrsini stimuliSu stvaranje kosti i omogucavaju visoku osteokondukciju(145).
Smatra se da je direktan kontakt sa osteogenim Celijama koje migriraju iz okolnog tkiva
odgovoran za ubrzanje stvaranja koStanog tkiva na povrsini granula pHAP sa PLGA.

Iz svega gore navedenog, moze se re¢i da pHAP sa PLGA moze da se razmatra
kao moguca alternativa za BioOss. Ono 5to je bio i cilj ovog rada, pokazalo se da pHAP
sa PLGA moZe da se koristi u daljim istraZivanjima kao Celijski nosa¢, koji bi u
kombinaciji sa osteogenim ili stem celijama uz prisustvo osteoinduktivnih supstanci
ucestvovao u tkivnom inZenjerstvu kosti. Dalja istrazivanja u vecim serijama u in vivo

uslovima trebalo bi da utvrde mogucnost primene ovog materijala u terapeutske svrhe.
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7.ZAKLIJUCAK

Na osnovu uporednog ispitivanja poroznog kalcijum hidroksiapatita, poroznog
kalcijum hidroksigpatita u kombinaciji sa polilaktidkoglikolidom i poroznog kalcijum
hidroksiapatita u kombinaciji sa metforminom, iz dobijenih rezultata moZe se zakljuciti

sledede:

1. Struktura nanodizajniranog poroznog hidroksi apatita dobijenog modifikovanom
hidrotermalnom metodom, bila je sli¢na strukturi prirodne kosti. Kompozitni
Celijski nosaC sintetisan na bazi ovakvog poroznog hidroksiapatita koji u sebi
sadrzi i PLGA, takode poseduje nanostrukturu koja je po karakteristikama slicna
strukturi prirodne kosti.

2. lspitivani materijali pokazali su citotoksian efekat na Ccelijsku kulturu
fibroblasta L929, ai ni jedan od ispitivanih materijaa pHAP , pHAP + PLGA i
pHAP sa metforminom) nije doveo do kompletnog citotoksicnog efekta na
kulturu fibroblasta L929.

3. Rezultati eksperimenta ovog rada, kao i karakterizacija ispitivanih materijala
pokazuje da su povrsine pHAP, pHAP sa PLGA kao i pHAP sa metforminom
pogodne za adheriranje delija i za njihovu proliferaciju i da se odlikuju
karakteristikama koje omogucavaju rast Celija u direktnom kontaktu sa ovim
materijalima.

4. U testu primarne kutane iritacije ni jedan od tri ispitivana test materijala (pHAP,
pHAP + metformin; pHAP + PLGA) nije ispoljio iritirajua svojstva, i mogu se
smatrati neiritiraju¢im materijalima. Usled toga, pogodni su za primenu u in vivo
uslovima.

5. U testu biofunkcionalhosti, a na osnovu analiziranih histopatolodkih parametara,
uoCeno je stvaranje nove kosti, prisustvo mineralizacije i reparatura defekata
kriticne veliCine u sluCajevima kad su implantacioni materijali bili pHAP i
pPHAP sa PLGA, §to govori o njihovom osteokonduktivnom potencijalu. pHAP

sa PLGA se pokazao, na osnovu ovog istrazivanja jednak, a po nekim
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parametrima i bolji od primenjenog zlatnog standarda BioOss-a. pHAP sa
metforminom nije pokazao oCekivane rezultate.

Na osnovu prethodno navedenog, pHAP sa PLGA mozZe u daljim istrazivanjima
da posluzi kao osnova za dobijanje Celijskog nosaca u tkivhom inZenjerstvu
kosti i da omoguci vezivanje osteoblasta ili nekog od prekursora osteoblasta,
njihov rast i diferencijaciju.
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MNpunor 1.

U3jasa o ayTopcTRy
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WsjaBrbyjem
A3 je poKTopcKa Avceprauumja nog HacNoOBoOM

EUQAQUHKA AELTUBKOCT L ORIOWTH itk LEAUICHUAK KOCa9D b

'6A3L, BuC 0kolofOoltiuk KU LPOKCUADATUTA 1 hukoR YTuend #a
TR UBHD UUHHEHE PCTRO Ko Tl

& pesyntat CONCTBEHOT UCTPaXKUBAYKOTr pafa,

* [a NpeanioxeHa aucepTauvja y USHHW Hi y AenoBuMa Huje Buna npegnoxeHa
3a pobujarkbe GUNO Kkoje AwnNnome npema CTYAUCKUM NporpamMumMa Apyrmx
BUCOKOLLIKONCKUX YCTAHOBA,

e [a Cy peaynTaTy KOPeKTHO HABEAEHN U

* [a HUCaM Kpwno/na ayTopcka npasa ¥ KOPUCTVMO MWHTENEKTYarlHy CBOjuHy
Apyrux nuua. :
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Mpunor 2.

MU3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITAMNAHE U ENeKTPOHCKe
BEp3uje AOKTOPCKOr paja

Wwme 1 npeanme ayTopa //‘U/Uﬂ}( 15 ﬁC:'TPO@M'I:.
bpoj ynuca 4—7- / O

Cryavicku nporpam DO KT PCke  CTyPuds
Buonogra ALTUBHOCT KollloSUThuX HEAUTKG k HOTa4A 1A BASL
Hacnos pana BUCOkoloPOR hux  KUBPOK CulATATA Y Hukof YMgAd e TLuErD
UH HIE fo= PCTRD KO CTL

Mewrop NPOQ. 2P MuRCcrrR Byrapubotnt PloP-gp Lo AL KOG S

MoTnucanu

13jaB/byjeM Aa je wTamnaHa BeEp3nja MOr AOKTOPCKOr pafa WCTOBETHa ENEeKTPOHCKO)
BEep3vju Kojy cam npepao/na 3a ofjasmvBarke Ha noprany JijururanHor
penosuropujyma Yuueepsurera y beorpany.

Dos3sorbasam ga ce objase MOjU NWYHKM nNoaaun Besann 3a aobujarbe akagemckor
3Bakba [OKTOpA HAyKa, Kao LUTO Cy WME U Npesume, foanHa u Mecto pofiewa n gatym

oabpave paaa.

OsW nuuHu nogauu mory ce objaBuT Ha MPEeXHWM CTpaHuuama auruTanHe
BubnuoTeke, y ENeKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukaumjama YHuesepsuteta y Beorpaay.

MNoTnuc gokTopaHaa
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Npunor 3.

UsjaBa o kopuuwhery

OsnawhyjeMm YHusepauteTcky tubnuoteky ,Ceertoaap Mapkosuh® ga y furvutantu
penoavTopujym YHusepsuteTa y beorpagy yHece MOy OOKTOPCKY AucepTauujy nod
HaCcnoBOM:

BIOOSa AKTIVNOST KOMROZ 1T Ml CELIISKIH WOSATA WA

0471 VISOKOPORICNIH L i10ROKSIAPATITA | ANIIUOV JTICAD KA
TRINVO I INZenNIEZSTVD kOST/

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

[ucepTaumjy Ca CBUM NPUNO3UMA NPeAas/fia CaM y ENeKTPOHCKOM (PopMaTy NOroaHoM
3a TpajHO apxusupatee.

Mojy ACKTOpCKy AucepTauujy noxpatsedy y [Aurutanin peno3uTopujym YHuBepauteTa
y Beorpaqy MOry Aa KOpUCTE CBM KOjW NOWITY]Y oapeabe cappxare y onabpaHom Tuny
. nvuexue KpeatusHe sajegHvue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyuvo/na.

1. AyropcTeo
2. AYTOPCTBO - HeKoMepUvjanHo
@Ayropcmo — HekomepumujanHo — H6es npepage
4, AYTOPCTBO = HEKOMEpUMjanHo — 4enuTy NoJ UCTUM yChoBumMa
5. Aytopcteo — Ges npepage
6. AYyTOPCTBO — ASNUTY MOJ, UCTUM YCIOBUMA

(Monumo Aa 3a0KpyxuTe Camo jeaHy oa wect noHyReHUX rULeHUn, Kpatak onuc
NALEHUM AAT je Ha nonefuHy nucTa).

MoTnue gokTopaHza

Y Beorpaay, yers ZO/Z |




1. Ayropcreo - [03B0oMmaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUbYLM)Y U jaBHO caonwTaBare
fena, U Npepafe, ako Ce HaBeje WMe ayTopa Ha HauuH oapefeH of cTpawe aytopa
“NWM [aBaoua NMuUeHUe, YaKk 1 y komepuujanke cepxe. Oso je HajcnoBogHuja of caux
nuexLu.

2. AYyTOpCTBO — HekomepumnjanHe. Jos3sorbasare yMHOXaBake, AUCTpUbyuvjy v jaBHo
caonwiTaBake fAena, i Npepage, ako ce HaBefe WMEe ayTopa Ha HauwnH oppefeH op
cTpake ayTopa unu gasaoua nuvueHue. Osa NWUEHYA He O03BOILABA KOMEpLMjanHy
ynotpeby gena.

3. AytopcTBo - HekomepuwjanHo — Bes napepape. [lossorbasate yMHOX3Bawe,
AvcTpubyunjy v jaBdHo caonwitaeake gena, 6es npowmena, npeobnukosara unw
ynoTpebe Aena y CBOM feny, ako ce Hapege vMe ayTopa Ha Hauvd oapehed og
CTpaHe ayTopa uny gapaoya nvueHue. OBa NUWUEHLA He A403B0rbaBa KoMepuwujanHy
ynotpeby nena. Y ogHocy Ha cee ocrasne nuueHle, 08OM NMULIEHUOM ce orpaHudasa
Hajsehin obum npaBsa kopuwheiba pena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEPUMjANHO — AenMTv NoA WMCTUM ycnosuma. [lossorpaeare
yMHOXaBare, aucTpubyuwjy v jaBHo caonwTaBamwe Aena, 1 npepage, ako ce Haseqe
KMe ayTopa Ha HauvH ogpefjeH of cTpaHe ayTopa unk Aasaoua NUUEHUE W ako ce
npepapa auctpubyupa nopg MCTOM WM cnuvuHom nuuesuom. Osa nuueHUa He
Ao3soskLaea koMepuwjanHy ynotpeby aena u npepaga.

5. AyropcrBo — Oes npepage. [losBorbasate ymHoOXasare, auctpubyuwjy u JaBHo
caonwraeaske aena, bea npomeHa, npeobnukosar-a unu ynotpebe gena y cBom geny,
aKO ce Haeefe WMe ayTopa Ha HauvwH oapefieH oA cTpaHe ayTopa wiW gasaoua
nyedue. Oea nuyeHua Ao3sorsaesa komepuvjanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - [AESNWMTK NOA MUCTMM ycnosuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
avcTpuByumjy 1 jaBHO caonuiTaBase Aena, v Npepase, ako ce HaBese vIME ayTopa Ha
HaunH ogpefleHn op cTpaWe ayTopa wiv gasacula fvueHle W ako ce npepaga
avctpubyupa nog ucToM WM cnuyHoMm nvueHuyom. Oea nuueHua po3BOfbaBa
Komepuujanry yriotpeby fena w npepaga. CnavsHa je cCOPTBEPCKUM NKUEHUaMa,
OIHOCHO NINLIEHLIAMA OTBOPEHOT KOAa.



