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1. UvOD

1.1. BioloSka i fiziolo§ka obiljeZja kosti alveolarnog grebena

Kostano tkivo metabolicki je aktivno Kalcificirano gusto vezivno tkivo koje osigurava
strukturnu podrsku, rezervoar je minerala i faktora rasta, regulira mineralnu i acidobaznu
homeostazu i mjesto je hematopoeze 2. Osim toga, kostano tkivo ima veliku moguénost
regeneracije. 1z tog razloga, nastala oste¢enja prolaze bez prevelikoga utjecaja na gubitak
kostanoga volumena. Medutim, to nije sluc¢aj kod alveolarne kosti - nakon ekstrakcije zuba,
kroni¢nih periapikalnih procesa ili traume kao posljedica cijeljenja javlja se znac¢ajan gubitak
kostanoga volumena 3#. Stoga je volumen kosti alveolarnog grebena vazan lokalni ¢imbenik
prilikom odlucivanja o ugradnji dentalnih implantata koji nadoknaduju izgubljenu estetsku i

zvacnu funkciju.

1.2. Razvoj i struktura kosti alveolarnog grebena

Kosti kraniofacijalnoga skeleta imaju najslozeniju kostanu strukturu u tijelu, a sastoje se od 22
kosti koje stite mozak i ostale organe °. Kraniofacijalni skelet formira se od neuralne kreste,
koja potjece od ektomezenhimnih stanica. U fetalnome razdoblju kost se formira na jedan od
dva nacina: endohondralnom ili intramembranoznom osifikacijom. Vecina kostiju razvija se
endohondralnom osifikacijom ¢ije je glavno obiljezje stvaranje kosti proliferacijom hondrocita

u okvir hijaline hrskavice 52,

Za razliku od endohondralne osifikacije, obiljezje intramembranozne osifikacije, koja je
najvec¢im dijelom odgovorna za razvoj kostiju kraniofacijalnoga sustava (ukljucuju¢i maksilu 1
mandibulu), formiranje je kosti bez posredstva hrskavi¢ne faze. Intramembranozna osifikacija
zapoCinje spontanim razvojem izvanstanicnoga matriksa diferencijacijom mezenhimnih
mati¢nih stanica u osteoprogenitorne stanice koje zatim proliferiraju i diferenciraju se u
osteoblaste 8°. Rast kostiju lica razlikuje se ovisno o lokaciji, a uvelike je vezan uz proces
apozicije, tj. odlaganja. Drugim rije¢ima, oblik i volumen kosti (U ovome slucaju maksile i
mandibule) definirani su naslijedenim genetskim ¢imbenicima koji su podvrgnuti epigenetskoj
modulaciji *°. Tijekom razvoja intramembranozna i endohondralna osifikacija imaju kljuénu

ulogu jer doprinose promjeni veli¢ine i oblika kraniofacijalnoga kostura .



Kosti lubanje razvijaju se kroz vise razli¢itih regionalnih mjesta rasta. Mjesto pocetka i rasta
alveolarne kosti zubni je zametak. Za razliku od kraniofacijalnoga sustava, maksilarna i
mandibularna kost spajaju se kroz specifi¢éno adaptacijsko podrucje koje ¢ini dentoalveolarni

kompleks 12

. Zapravo, formiranje zubnoga zametka omogucuje stvaranje, razvoj i rast
alveolarne kosti. Alveolarna kost koja podupire zubnu strukturu, zajedno s vlaknima
parodontnog ligamenta (engl. periodontal ligament, PDL), specificna je kosStana cjelina,
jedinstvene bioloski labilne strukture, a sastoji se od cetiri sloja. Uz tri sloja koja se nalaze u
svim kostima (periost, gusta kompaktna kost i spuzvasta kost), postoji ¢etvrti sloj koji se naziva
lamina cribrosa (prava alveolarna kost). On sadrzi razlicite Supljine kroz koje se protezu
Volkmannovi kanali povezuju¢i alveolarnu kost i PDL. Takva kost naziva se i "bundle bone*
zbog prisutnih Sharpeyevih vlakana, a radiografski izgleda kao radioopaktna linija (lamina

dura) 3. Prostori izmedu trabekula spuzvaste kosti ispunjeni su kostanom srzi, koja se u ranoj

7ivotnoj dobi sastoji od hematopoetskoga tkiva, a kasnije od masnoga tkiva 4.

Alveolarna kost dinami¢no je tkivo koje se kontinuirano formira i resorbira u odgovoru na
funkcionalne zahtjeve. Osim takvoga lokalnog odgovora, metabolizam kosti pod stalnom je
kontrolom hormona. Lako se resorbira pod utjecajem upalnih medijatora u periapeksu ili
epitelnom pricvrstku *°. Alveolarna kost prolazi kroz fiziolosku pregradnju, a moze biti
podvrgnuta 1 opseznijemu preoblikovanju tijekom pomicanja zuba i drugih vanjskih podrazaja
16 Svaki izvor traume, bilo akutan, s ili bez vaskularne ozljede, ili rekurentan i1 kronican, koji
dovodi do upale i/ili degeneracije, izaziva stani¢nu reakciju koja rezultira nakupljanjem
razliitih vrsta stanica. Pokrece se niz dogadaja koji ukljucuje stani¢ne i morfoloske promjene
u strukturnim karakteristikama i dimenzijama alveolarne kosti. Tu skupinu stanica odreduju
lokalna transkripcija i ¢imbenici rasta specifiéni za mjesto defekta pod utjecajem ¢imbenika
adhezije i proliferacije '8, Medutim, anatomske karakteristike kostanoga defekta (volumen,
broj povrsina, morfologija) odreduju broj, a time i koli¢inu nakupljanja stanica. U drugome
koraku lokalni signali utje¢u na interakciju stanica kako bi potaknuli stanice da zapoc¢nu
osteogenu diferencijaciju. Taj posljednji korak diferencijacije predstavlja kona¢nu fazu
sazrijevanja koja vodi do stani¢ne funkcionalnosti. Sukladno tome, u kostanome tkivu

prepoznajemo tri vrste funkcionalnih stanica: osteoblaste, osteocite i osteoklaste °.

1.2.1. KoStane stanice i medustani¢na tvar
Kostane stanice ¢ine oko 10 % ukupnoga volumena kosti. Nastaju iz dvije stani¢ne linije:
osteoprogenitornih stanica iz loze mezenhimnih mati¢nih stanica koje se diferenciraju u

osteoblaste i osteocite; i osteoklasta, koji su hematopoetskoga porijekla 122,

2



Osteoblasti su velike stanice kuboidnoga oblika koji ¢ine jedan sloj prekrivajuci sve periostalne
ili endosealne povrsine u kojima je prisutna aktivna tvorba kosti. Jezgra im je jajolikoga oblika,
a citoplazma ispunjena obilnim hrapavim endoplazmatskim retikulumom i istaknutim
Golgijevim aparatom. Heterogenost izmedu osteoblasta postoji 1 moze odrazavati razlike
izmedu razli¢itih vrsta kosti i/ili anatomskih mjesta 21?2, Osteoblasti su odgovorni za sintezu i
mineralizaciju koStanoga matriksa. Neki osteoblasti postaju osteociti, smjesteni u lakunama.
Okruzeni matricom, oni razvijaju citoplazmatske nastavke pomocu kojih dolaze u kontakt sa
susjednim osteocitima te tako sudjeluju u stani¢nim procesima 23, Osteociti odrzavaju kostani
matriks i posreduju u homeostazi, a brzinu talozenja matriksa moze odrediti broj ugradenih
osteocita 2*. Diferencijaciju osteoblasta kontroliraju razli¢iti transkripcijski faktori, poput
faktora vezivanja jezgre (engl. core binding factor 1, Cbfa 1), poznatoga i kao Pebp2al, AmI3
i Runx2 te Osterix (Osx) 2°. Cbfa 1 takoder aktivira kostani sijaloprotein (engl. bone
sialoprotein, BSP), osteopontin (OPN) i kolagen tipa 1, stoga djeluje kao ¢imbenik
diferencijacije za osteoblaste i hondrocite tijekom embrionalnoga razdoblja i kao ¢imbenik
aktivacije za funkciju osteoblasta u odrasloj dobi %. Sli¢no tome, Osterix (Osx) je identificiran
kao najjace izrazen transkripcijski faktor u zadnjim fazama diferencijacije osteoblasta u
novostvorenoj kosti, a inducira stvaranje kolagena, osteokalcina (engl. osteocalcin, OCN),
osteopontina (engl. ostepontin, OPN), osteonektina, BSP-a i matriksa metalopeptidaze 13 (engl.
matrix metallopeptidase 13, MMP 13) i tako poti¢e remodelaciju kosti 2/2°,

Za razliku od osteoblasta, osteoklasti potje¢u od monocitno-makrofagnoga sustava stanica
hematopoetske loze 03!, To su velike visejezgrene stanice koje se nalaze u plitkim
udubljenjima na povrSini kosti hazvanima Howshipove lakune. Tijekom pregradnje i procesa
cijeljenja kosti mogu se nalaziti i u dubokim konusnim resorpcijskim $upljinama 3. Citoplazma
im je acidofilna i Cesto sadrzi vakuole. Stani¢na povrSina Im je povecana brojnim
citoplazmatskim naborima. Kroz pove¢anu stanicnu membranu oslobadaju se vodikovi ioni i
proteoliti¢ki enzimi koji zatim otapaju mineralne kristale i razgraduju organski koStani matriks.
Stoga je njihova primarna funkcija degradacija kostanoga matriksa stani¢cnom fagocitozom u
razli¢itim fizioloskim i patoloskim procesima 3. Zapravo, identificirana su dva razli¢ita puta
diferencijacije osteoklasta. Prvi ovisi o interakciji s osteoblastima i objasnjava poveznicu
izmedu formiranja kosti i resorpcije tijekom fizioloske pregradnje kosti. Drugi ovisi 0
citokinima koji su prisutni tijekom upale i traume, a njime se objasnjava gubitak koStanoga
volumena tijekom patoloskih procesa °3#3°, Nakon stimulacije nekoliko ¢imbenika, kao §to su

paratireodini hormon (engl. parathyroid hormone, PTH), prostaglandin E2 (engl. prostaglandin



E2, PGE2) i 1,25-vitamin D, tijekom fizioloskoga procesa remodelacije kosti, osteoblasti i
stanice koStane srzi sintetiziraju molekulu obitelji faktora nekroze tumora (engl. tumor necrosis
factor, TNF), koja se pojavljuje u dva oblika: topljivom obliku (molekula koja inhibira
osteoklaste) i obliku izrazenome na membranskoj povrsini osteoblasta (RANKL), tj. RANK
ligand koji se takoder naziva faktorom diferencijacije osteoklasta (engl. osteoclast
differentiation factor, ODF), ligand osteoprogeterina (engl. osteoprogeterin ligand, OPGL) ili
citokin induciran aktivacijom povezanom s TNF-om (engl. TNF related activation-induced
cytokine, TRANCE). Zatim se aktivira prekursor osteoklasta koji predstavlja RANKL receptor
koji se naziva RANK receptor. RANKL je eksprimiran u stromalnim stanicama koStane srzi,
osteoblastima i odredenim fibroblastima, dok je RANK eksprimiran u prekursorima osteoklasta
i zrelim osteoklastima (Slika 1). S druge strane, topljivi oblik RANKL-a, osteoprotegerin (engl.
osteoprotegerin, OPG) koji se naziva i faktorom inhibicije osteoklasta (engl. osteclast
inhibiting factor, OCIF) moze blokirati diferencijaciju osteoklasta vezanjem na RANK
receptor. Stoga su RANKL i njegov receptor mamac OPG sredi$nji regulatori formiranja
osteoklasta i funkcioniraju kao signali koji aktiviraju razli¢ite nizvodne signalne puteve
potrebne za diferencijaciju i aktivnost osteoklasta 227, Drugi put, neovisan o osteoblastima,
dovodi do gubitka koStane mase uo¢enoga kod nekih patoloskih stanja kao $to su reumatoidni
artritis i parodontna bolest, primjerice. Prvi mehanizam povezan je s interleukinom 1 (engl.
interleukin 1, 1L-1) koji stimulira aktivnost osteoklasta 3. Drugi je povezan s TNF-om u
prisutnosti ¢imbenika stimulacije kolonije makrofaga (engl. macrophage colony stimulating
factor, M-CSF). Sukladno navedenom, moze se zakljuciti kako TNF-a i IL-1 predstavljaju
citokine koje tijekom upale izlu¢uju makrofagi i limfociti i koji dovode do pojacane aktivnosti

osteoklasta i posljedi¢ne resorpcije kosti 404,

Medustani¢na tvar ili kostani matriks ¢ini 90 % ukupnoga volumena kosti. Sastoji se od Cetiri
glavne komponente: anorganske ili mineralne matrice (65 %), organskoga matriksa (20 %) i
lipida i vode (15 %) “**3. Anorganski kostani matriks uglavnom je u obliku hidroksiapatita
(engl. hydroxyapatite, HA) i osigurava ¢vrstocu kosti i otpornost na tla¢ne sile. Uklanjanje
anorganskoga matriksa ¢ini kost mekom, savitljivom i spuzvastom. Graden je pretezno od
kolagena tipa 1 (90 %), kojega izluCuju osteoblasti formirajuci osteoid (spoj kolagena i
nekolagenih proteina koji se pretvara u mineraliziranu kost), a takoder sadrzi i proteoglikane,
glikoproteine i ¢imbenike rasta **. Ti ¢imbenici rasta ukljuuju kostane morfogenetske
proteine, transformirajuce faktore rasta, interleukin-1, interleukin-6, osteokalcin, osteonektin i

kosStani sijaloprotein koji igraju vaznu ulogu u koStanoj osteogenezi, mineralizaciji i



remodelaciji 6. Organski kostani matriks omogucava oblik i pruza otpornost na vlaéne sile.
Jedna od najvaznijih komponenti kostanoga matriksa su kostani morfogenetski proteini koji
predstavljaju vazne medijatore u embrionalnom razvoju neuralnoga grebena i imaju znacajnu

ulogu u promicanju osteoinduktivnih svojstava tijekom formacije i cijeljenja kosti 8464,
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Slika 1. RANKL/RANK sustav diferencijacije osteoklasta. Preuzeto i prilagodeno uz dozvolu

prema 8,

1.2.2. Pregradnja kosti alveolarnog grebena

Pregradnja kosti proces je regulirane resorpcije i apozicije kosti s malo sveukupne
trodimenzionalne promjene oblika. To je proces koji odrzava kosti zdravima, pomaZze u
regulaciji homeostaze kalcija i popravku mikroostecenja. Pregradnja kosti alveolarnog grebena
odvija se putem vaznoga osteoklasti¢noga i osteoblasti¢nog puta 4°°!, OPG/RANKL/RANK
sustav pregradnje kosti koji je prethodno spomenut, najvazniji je u pregradnji kosti alveolarnog
grebena (Slika 2). Npr. kompresija zuba tijekom ortodontskoga pomicanja dovodi do povecane
koncentracije RANKL-a poti¢u¢i stvaranje osteoklasta. Vlac¢na sila koja djeluje na parodontni
ligament potaknut ¢e povecano stvaranje osteoblasta i povisenu koncentraciju OPG-a.
Relativne koncentracije OPG-a i RANKL-a na komprimiranim stranama zuba reguliraju
lokalno modeliranje kosti te remodeliranje i resorpciju korijena 52°3. Brojni citokini i faktori
rasta imaju anabolicke i/ili kataboli¢ke ucinke na formiranje kosti alveolarnog grebena, posebno

IL-1 i IL-10, koji reguliraju ekspresiju RANKL-a i OPG-a, dok imunoloski sustav modificira



ravnotezu izmedu formiranja i resorpcije kosti u kompleksu koji ukljucuje T i B-limfocite,

dendriti¢ne stanice i citokine. Svako uplitanje u taj sustav moze pomaknuti ravnotezu izmedu

apozicije i resorpcije kosti >,
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Slika 2. OPG/RANKL/RANK sustav pregradnje kosti. Preuzeto i prilagodeno uz dozvolu

prema 8,

1.2.3. Mehanizmi atrofije i gubitka volumena kosti alveolarnog grebena

Nedovoljan volumen kosti na mjestu implantata moze biti povezan s viSestrukim ¢imbenicima
koji se mogu Klasificirati u dvije kategorije: 1) genetsko i epigenetsko podrijetlo koje dovodi
do nedovoljnoga volumena kosti na mjestu implantata i 2) lokalno etiolosko podrijetlo koje
dovodi do gubitka volumena kosti alveolarnog grebena. Uzroci genetskoga ili epigenetskog
podrijetla mogu utjecati na razliCite razvojne faze s obzirom na manjkavu signalizaciju 1/ili
transkripcijske faktore specificne za odredeno mjesto. Kada je rast kosti harmonican i
uravnotezen izmedu maksile, mandibule i dentoalveolarnog kompleksa, tada je pregradnja kosti
fizioloska i uravnotezena °>°. U suprotnom sludaju, neravnoteza u rastu uzrokovat ¢e vise ili
manje ozbiljne defekte u alveolarnoj kosti i/ili nesklad u nicanju ili poravnavanju zuba, s

neodgovarajué¢im intermaksilarnim odnosom (npr. kod temporomandibularne ankiloze) .

Gubitak volumena kosti moze biti povezan i s lokalnom etiologijom. Brojne mutacije

transkripcijskih faktora uklju¢enih u razvoj dentalveolarnog kompleksa pokazale su da rano



blokiranje razvoja zuba dovodi do nedostatka volumena alveolarne kosti (npr. kod anodoncije
ili ageneze vise zubi). To se u potpunosti uklapa u teoriju da zubni zametak predstavlja

regionalno mjesto rasta odgovorno za razvoj alveolarne kosti 1.

Ipak, gubitak volumena alveolarne kosti u slucaju ekstrakcije zuba predstavlja jedinstven
bioloski proces. Nakon gubitka zuba alveolarna kost prolazi kroz degeneraciju, $to rezultira
volumenom kosti nedovoljnim za trenutnu ugradnju dentalnog implantata. Naime, kod
resorpcije alveolarnog grebena preteZito je resorbirana kortikalna kost 62784 S jedne strane,
zvakanjem, gutanjem ili jednostavnim lingvalnim pritiskom uz prisutnost zubnoga zametka,
omogucava Se pritisak i naprezanje alveolarne Kkosti te periostalna apozicija, dok odsutnost

zubnoga zametka inducira njezinu resorpciju .

Karakteristike kosti mogu varirati na razli¢itim anatomskim mjestima. Pokazalo se da postoji
veza izmedu brzine resorpcije kosti i pocetne gustoce kosti prije nicanja zuba. Dokazano je da
proces remodeliranja povezan s atrofijom u straznjim regijama celjusti poCinje ranije i
napreduje brze nego u prednjim . Nadalje, nakon remodeliranja, trabekularna organizacija
gesca je u straznjoj maksilarnoj regiji u usporedbi s drugim mjestima ®’. Postoji klasifikacija
gustoce kosti povezana s implantoloSkom terapijom na temelju sastava i ocitavanja gustoce
preko kompjutorizirane tomografije (engl. cone-beam computed tomography, CBCT). Prema
toj klasifikaciji, D3-D4 kost, karakterizirana poroznim tankim slojem kortikalne kosti i finom
trabekularnom (spuzvastom) kosti, prvenstveno se nalazi u straznjoj maksilarnoj regiji; dok D1-
D2 kost predstavlja kost veée gustoce koja se obi¢no nalazi u prednjim i straznjim dijelovima

mandibularnog grebena .

Od pocetka terapije implantatima "kvaliteta kosti bila je tocka pozornosti, izravno povezana s
uspjehom implantoloske terapije. Rane studije pokazale su statisticki znacajno nize stope
prezivljavanja implantata postavljenih u straznji dio maksile u usporedbi s ostalim regijama
6869 Stovise, karakteristike alveolarne kosti snazno utje¢u na stupanj primarne stabilnosti
implanatata. Naravno, primarna stabilnost osigurana je udjelom mineralizirane komponente
kostanoga tkiva. Takoder, vazno je imati na umu da regeneracija kosti nakon traume (kao sto
je ugradnja implantata) ovisi 0 bioloskim komponentama koje se uglavnom nalaze u
nemineraliziranoj kostanoj komponenti "°. Rane studije pokazale su vecu stopu uspjesnosti
implantata u mandibuli zahvaljuju¢i njezinoj kortikalnoj (ili kompaktnoj) kosti u usporedbi s

maksilom gdje je dominantnija spuzvasta kost poroznije arhitekture

. Ipak, u danasnje
vrijeme, napredak na polju mehani¢koga inzenjerstva (tj. obrada povrSine ili makro-dizajn
implantata) razvio je predvidljiviju mehanicku stabilnost i kona¢nu oseointegraciju bez obzira
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na "kvalitetu™ kosti, ali bez obzira na dizajn i vrstu implantata volumen kosti alveolarnog

grebena primarni je pokazatelj uspjesnosti implantoloske terapije >3,
1.3. Regeneracija kosti alveolarnog grebena

Regeneracija se obi¢no opisuje kao zamjena nestalih ili izgubljenih sastavnih dijelova
elementima ravnopravne organizacije, tako da se struktura i funkcija potpuno obnove.
FizioloSka regeneracija razlikuje se od reparativne (potaknute) regeneracije. Mnoga tkiva i
organski sustavi prolaze kroz fiziolosku regeneraciju, tj. kontinuiranu zamjenu stanica tkiva.
Remodelacija alveolarne kosti nakon gubitka vestibularne ili oralne stijenke uvijek je popracena
gubitkom volumena, ¢iji opseg ovisi 0 nekim osnovnim uvjetima, kao §to su mehanicka
stabilnost kosti i opskrba krvlju . Tijekom regeneracije kosti, gusto¢a i povrsina osteocita u
lakunama, odgovornih za mehanicku stabilnost, podlijezu zna¢ajnim promjenama . Osteociti
kontroliraju resorpciju matriksa u koji su ugradeni te signaliziraju potrebu za remodelacijom
677 Tijekom cijeljenja defekta, kao $to je ugradnja implantata, lakunarna gustoéa osteocita
gotovo je dvostruko visa u primarnoj kosti u usporedbi sa zrelom lamelarnom kosti 8. S druge
strane, angiogeneza igra klju¢nu ulogu u razvoju i regeneraciji kosti, a nezadovoljavajuca
neoangiogeneza smatra se klju¢nim ¢imbenikom u njezinom osteéenju °. To je jedan od prvih
dogadaja u kaskadi cijeljenja i reguliran je slozenim biokemijskim signalnim sustavom koji je

posredovan faktorima rasta 8081,

1.3.1. Bioloski mehanizmi regeneracije kosti

Tijekom alveolarnog cijeljenja kostana alveola okruzena je ¢vrstim nepokretnim stijenkama.
Ako su neke od stijenki slomljene, fragmenti kosti eliminiraju se kao sekvestrum. Regeneracija
alveolarne kosti odvija se u tri koraka: 1) neposrednom reakcijom na traumu, koja ukljucuje
stvaranje ugruska i otpustanja faktora rasta i citokina; 2) osteoblasti¢nom diferencijacijom, sa
stvaranjem primarne kosti, odnosno kalusa; 3) i remodeliranjem kosti, s prilagodbom strukture

kosti lokalnom stresu i naprezanju 8283,

Dentalna trauma nakon ekstrakcije zuba dovodi do prekida u opskrbi metabolickim hranjivim
tvarima za razli¢ite stani¢ne elemente u lezistu alveole. Dolazi do stvaranja hematoma Koji
sadrzi eritrocite, trombocite i imunoloske stanice (neutrofile, makrofage i limfocite) 8%°,
Imunoloske stanice proizvode razlicite citokine i kemokine TNF-a, IL-1, IL-6, IL-11 i IL-18
koji se pojavljuju na mjestu oSteéenja na vremenski i prostorno kontroliran nadin %%, te
izazivaju akutnu upalu, angiogenezu, i nakupljanje mezenhimnih stanica 88488 U toj fazi

dolazi do regrutiranja trombocita na mjesto ostecenja i proizvodnje transformirajuc¢ega faktora



rasta-B1 (engl. transforming growth factor-g/, TGF-B1) i faktora rasta podrijetlom od
trombocita (engl. platelet-derived growth factor, PDGF) &’. Istovremeno, regrutirane
osteoprogenitorne stanice proizvode kostani morfogenetski protein 2 (engl. bone
morphogenetic protein, BMP-2) koji, u koordinaciji s drugim ¢imbenicima poti¢e lokalno
regrutiranje i osteogenu diferencijaciju mezenhimnih stanica (Slika 3) 88, Liza ugruska
povezana s neovaskularizacijom, u kombinaciji s kemotaktickim i mitotickim djelovanjem
citokina, omogucuje naseljavanje novih stanica i stvaranje granulacijskoga tkiva koje ispunjava
alveolu ®. Paralelno se inducira diferencijacija osteoklasta, koji resorbira zaostale kostane
sekvestre i povriinu alveolarnih stijenki kako bi se omoguéilo fiziolosko spajanje alveole .
Stijenke alveole, kao i neovaskularizacija, omogucuju granulacijskom tkivu formiranje tkiva s
osteogenim svojstvima. TNF regrutira mezenhimne stanice na mjesto oste¢enja kosti koje se
izlaze citokinima: TNF-a i IL-6 koje proizvode M1 makrofagi koji imaju vaznu ulogu u
cijeljenju kosti, $to je dokazano mnogim studijama 8"8%9-% Njihova odsutnost na mijestu
cijeljenja povezana je s potpunim prekidom regeneracije ostecene kosti %. U cijeljenju kosti
optimalna ravnoteza izmedu makrofaga s proupalnim fenotipovima - obi¢no se nazivaju M1 - i
fenotipovima koji poticu cijeljenje - obi¢no se nazivaju M2 - potrebna je za odgovarajuci proces
regeneracije. M1 makrofagi zapo¢inju upalni odgovor i luée proupalne citokine %%, a M2
makrofagi odgovorni su za remodelaciju, s fenotipom induciranim IL-4 i -13, te lu¢enjem IL-
10 %, Ta dva tipa makrofaga djeluju zajedno kako bi zapoceli i zavrsili imunoloski odgovor u
isprepletenome lancu cijeljenja kosti. M1 makrofagi ne samo da pokre¢u upalni odgovor, ve¢ i
izluc¢uju faktore koji stimuliraju po¢etak angiogenoga procesa. Oni se postupno zamjenjuju M2
makrofagima, koji poticu cijeljenje i stani¢nu proliferaciju i sazrijevanje krvnih zila na mjestu
cijeljenja %8, Makrofagi dakle pospjesuju proliferaciju i diferencijaciju mezenhimnih stanica
u kostane stanice 83, Druge vrste stanica takoder su prisutne na mjestu oste¢enja, a ukljucuju
monocite, neutrofile i prirodno-ubilacke (engl. natural killer, NK) stanice koje inhibiraju proces
cijeljenja preko citokina IFN-y i TNF-a 192, Te stanice proizvode citokine odgovorne za
regrutiranje i aktivaciju drugih stanica s potencijalom diferencijacije i proliferacije za
regeneraciju tkiva (npr. osteoprogenitorne mezenhimne stanice) %1%, Mezenhimne stanice
diferenciraju se u hondrocite i osteoblaste te sintetiziraju izvanstani¢ni matriks, tvore¢i meki
kalus koji premo$¢uje odvojene kostane fragmente 3. Te stanice zatim proliferiraju do potpune
diferencijacije u zreli hipertrofi¢ni fenotip. U ovoj fazi, TGF-f2 i TGF-B3, kao i BMP-2,
posreduju u stani¢noj diferencijaciji i proliferaciji na mjestu osteéenja ">891%4 Procesom
endohondralne osifikacije meki kalus transformira se u tvrdi kalus, s mineraliziranim

matriksom kojega proizvode osteoblasti. U toj fazi dolazi do formiranja primarne Kkosti.
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Formirana primarna kost postupno se zamjenjuje sekundarnom (lamelarnom) kosti u kojoj
osteociti prolaze kroz apoptozu te dolazi do ponovne uspostave normalne fiziologije nastanka
kosti 8194 Diferencijacija osteoblasta zapo¢inje 10 - 12 dana od ostecenja i, S obzirom na
veli¢inu defekta, pocetno cijeljenje kosti o¢ituje se nakon 3 - 5 tjedana. Da bi bila funkcionalna,

takva kost zatim prolazi kroz proces remodelacije opisan u prethodnim poglavljima %,

Formacija kosti

Slika 3. Regeneracija kosti potaknuta s BMP-2. Preuzeto i prilagodeno uz dozvolu prema 2,

1.3.2. Augmentacija kosti alveolarnog grebena

Volumen alveolarne kosti i dentoalveolarnog kompleksa odreden je pri rodenju unutarnjim i
vanjskim procesom rasta (regionalna mjesta rasta, periostalne povrsine) koji odreduje veli¢inu
stani¢ne kondenzacije ukljucene u uspostavljanje kostanih jedinica alveole. Budu¢i da nakon
vadenja zuba nema lokalnoga stresa i naprezanja, periostalna povrSina gubi svoj signalni
mehanizam, $to dovodi do smanjenja volumena okolne alveolarne kosti 1%-1%, S druge strane,
krajnji cilj implantoloske terapije nadoknada je zuba koji nedostaju postavljanjem implantata u
anatomski, estetski i funkcionalni polozaj *'°. U tom slucaju, problem koji se pojavljuje povezan
je s cijeljenjem defekta na mjestu ekstrakcije koji karakterizira brza resorpcija kosti 11112,
Kostani defekti nastali uslijed traume ili kroni¢nih upalnih procesa alveolarne kosti i
progresivna atrofija alveolarnog grebena najces¢i su uzroci gubitka horizontalne 1 vertikalne
dimenzije kostanih i mekotkivnih struktura 1*2-14, Zapravo, nakon ekstrakcije zuba parodontna

tkiva prolaze kroz atrofiju !4 s potpunim gubitkom cementa, vlakna parodontnog ligamenta
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i "bundle bone" . Ve¢ina alveolarnih promjena u ekstrakcijskoj alveoli dogada se tijekom
prve godine nakon ekstrakcije zuba, a dvije treCine gubitka koStane mase ocituje se S
vestibularne strane 14117, Prethodne studije na ljudima opisale su horizontalni gubitak kosti od
29 - 63 % i vertikalni gubitak kosti od 11 - 22 % tijekom prvih Sest mjeseci nakon ekstrakcije
zuba 114116118119 " Ogim toga, kada je visina alveolarnog grebena veéa od 5 mm, postupci kao
Sto su augmentacija i ugradnja dentalnog implantata mogu se izvoditi istovremeno, za razliku
od slucajeva u kojima je visina preostaloga alveolarnog grebena manja od 5 mm te zahtijeva
vrijeme potrebno za cijeljenje kosti nakon umetanja nadomjesnoga kostanog biomaterijala

(NKBM) i kona¢noga postavljanja implantata, $to je dokazano i u starijim studijama 2012,

U proteklih 20 godina razli¢itim kirurskim tehnikama augmentacije alveolarnog grebena
(prezervacija alveole, podizanje dna maksilarnog sinusa — tzv. ,,sinus lift, vodena regeneracija
kosti (engl. guided bone regeneration, GBR), horizontalna i vertikalna blok augmentacija,
distrakcijska osteogeneza) omoguéeno je odrzavanje idealnoga profila alveolarnog grebena, uz
ocuvanje odgovarajucih dimenzija kosti kako bi se olakSalo postavljanje dentalnog implantata
124125 Najéesc¢e metode koje se koriste u augmentaciji, a koje su provedene u mnogim klini¢kim
studijama su: prezervacija alveole 12612 j postupci vodene regeneracije kosti (GBR) 30132,
Posljedi¢no, pojavio se interes za koncept nazvan "ocuvanje alveolarnog grebena™ (engl.
alveolar ridge preservation, ARP), koji je definiran kao: ,,svaki postupak u vrijeme, ili nakon
ekstrakcije zuba, koji je osmisljen da minimizira resorpciju grebena i maksimizira formiranje
kosti unutar alveole” 3, Razlicite studije objavljene su na tu temu, potvrdujuéi u¢inkovitost
razli¢itih metoda u spredavanju naknadnih dimenzionalnih promjena alveolarnog grebena 13+
136, ARP ukljucuje koristenje NKBM-a za nadoknadu i regeneraciju kosti, membrane i bioloskih
tvari (Cimbenika rasta i diferencijacije), samih ili u kombinaciji jednoga s drugim. Te tehnike,
uz pravilan odabir odredenoga NKBM-a, rezultirale su neusporedivom dugoroc¢nom primarnom

stabilnosti i trajnosti dentalnih implantata (Slika 4) 125137138,
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Slika 4. Augmentacija alveolarnog grebena. Preuzeto i prilagodeno uz dozvolu prema 1%,

1.4. Nadomjesni ko$tani biomaterijali za augmentaciju alveolarnog grebena

Kao $to je ve¢ spomenuto, najveci gubitak alveolarne kosti nastaje nakon ekstrakcije zuba, kada
dolazi do brze resorpcije zbog odsustva intraosealne stimulacije koja se tipi¢no odvija preko
vlakana parodontnog ligamenta %, stoga je defekt potrebno nadoknaditi odgovaraju¢im
NKBM-om. U tkivnom se inZenjerstvu NKBM definira kao trodimenzionalan porozan ¢vrst
strukturni okvir dizajniran za obavljanje odredenih funkcija tijekom stvaranja tkiva: 1)
promicanje stani¢ne interakcije, adhezije i talozenja izvanstaniénoga matriksa;, 2)
omoguc¢avanje dovoljnoga transporta plinova, hranjivih tvari i regulatornih ¢imbenika koji
omogucuju prezivljavanje stanica i njihovu proliferaciju i diferencijaciju; 3) biorazgradiv je
brzinom koja se moze kontrolirati, a koja priblizno odgovara brzini regeneracije tkiva; 4)
izaziva minimalan stupanj upale ili toksi¢nosti unutar tkiva 14143, Glavna funkcija NKBM-a je
pruziti mehani¢ku potporu i stimulirati kostanu regeneraciju s krajnjim ciljem stvaranja nove
kosti 144, Cetiri temeljna bioloska svojstva oseointegracije, osteogeneze, osteokondukcije i
osteoindukcije klju¢ni su za uéinkovito obavljanje te uloge'*>!¢, Sposobnost NKBM-a da se
kemijski veZze za povrSinu kosti u nedostatku, tj. na sloj fibroznoga tkiva, naziva se
oseointegracija. Osteogeneza se odnosi na stvaranje nove kosti putem osteoblasta ili
prekursorskih stanica prisutnin unutar NKBM-a *2. Pri¢vri¢ivanje mezenhimnih mati¢nih
stanica i osteoprogenitornih stanica inducira stvaranje kosti na NKBM-u. Naime, NKBM c¢esto
sadrzi samo mineralizirani ko$tani matriks bez zivih stanica 144", Dakle, NKBM Koji se koristi
trebao bi podrzavati proliferaciju i diferencijaciju mezenhimnih mati¢nih stanica i
osteoprogenitornih stanica koje potjecu iz kosti na transplantiranom mjestu, omogucujuci

taloZenje izvanstani¢noga matriksa stvaranjem bioaktivnoga strukturnog okvira i mineralizaciju
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putem osteoblastiénih stanica (osteokonduktivnost) #2148 Ta

struktura omogucuje
osteoblastima i mati¢nim stanicama domacina migriranje u medusobno povezan osteomatriks.
Osteoindukcija je regrutiranje mati¢nih stanica domacina na mjesto presadivanja, gdje lokalni
proteini i1 drugi Cimbenici induciraju diferencijaciju mati¢nih stanica u osteoblaste i
hondroblaste **°. Vise ¢imbenika rasta utjee na taj proces, ukljué¢ujuéi PDGF, ¢imbenik rasta
fibroblasta (FGF) i TGF-p. Ta etiri temeljna svojstva omoguéuju stvaranje nove kosti 1°0-1%3,
Osim toga, NKBM mora smanjiti rizik od biologkih §tetnih u¢inaka (biokompatibilnost) 1>,
Tradicionalno, u smislu biokompatibilnosti, NKBM se klasificira kao biotolerantan, bioinertan
ili bioaktivan. Biotolerantan NKBM ostaje u tijelu i izaziva reakciju tkiva. Bioinertan NKBM
ima izravan kontakt sa susjednim koStanim tkivom bez ikakve kemijske reakcije, dok
bioaktivan NKBM uspostavlja kemijske veze sa susjednim kostanim tkivom, §to dovodi do
izravnoga talozenja ko$tanoga matriksa na odredenom NKBM-u %1%, Stovise, NKBM mora
sprijeciti kolaps strukturnoga okvira za stvaranje kosti (sposobnost stvaranja prostora) i po
moguénosti Se zamijeniti novostvorenim kostanim tkivom (regeneracija) putem otapanja i
pregradnje kosti osteoklastima (bioapsorpcija) *"-1%° Sposobnost NKBM-a za stvaranje
prostora trebalo bi biti razmatrati odvojeno od formiranja i remodelacije kosti koja se javlja u
relativno ranim fazama nakon stvaranja nove kosti. Jedan od ¢imbenika koji uvelike smanjuje
volumen NKBM-a ili ¢estica nadomjestaka kosti tijekom formacije pritisak je susjednih tkiva
kao §to su sluznica ili gingiva i Schneiderova membrana, kao rezultat skupljanja tkiva 161162,
Znatna morfoloska stabilnost NKBM-a neophodna je za odupiranje takvom pritisku.
Osjetljivost na enzime ili kemijsko otapanje takoder uvelike utjece na stvaranje prostora; ako
je pasivno kemijsko otapanje prebrzo, NKBM nestaje prije stvaranja nove kosti, §to dovodi do
neispravnoga formiranja prostora %3, Takoder, makroarhitektonski aspekti dizajna NKMB-a
mogu kontrolirati stvaranje prostora utjecajem na topljivost NKBM-a u lokalnome tkivu.
Razlicite studije u kojima su koristeni NKBM-i relativno velikih gustoca Cestica rezultirale su
njihovom razgradnjom sa stvaranjem novoformirane kosti i bez smanjenja prostora
uspostavljenoga za regeneraciju kosti 14165, Takoder, druga svojstva utje¢u na stopu uspjeha
NKBM-a, a ukljucuju: bioresorptivnost, sterilnost, strukturni integritet, odgovarajucu
poroznost za urastanje krvnih zila, plasti¢nost, lako¢u rukovanja, cijenu i tlacnu ¢vrstocu.
Kombinacija tih ¢imbenika ¢ini osnovu za njihovu upotrebu, odgovaraju¢u dugotrajnu
toleranciju tkiva domacina i povecane Sanse za odvijanje uspjesnih osteoregenerativnih procesa
1%0,152.1%3 " stydije su otkrile da gotovo svi trenutni NKBM-i primarno sluze kao strukturni okvir
za odvijanje regenerativnih procesa, i stoga zadovoljavaju samo komponentu

osteokonduktivnosti 1°0:166.167
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U danasnje vrijeme mnogo razli¢itih NKBM-a koristi se za regeneraciju alveolarne kosti, kao
Sto su autogena kost, alografti, ksenografti ili sintetski biomaterijali (Slika 5). Navedeni
NKBM-i koriste se za smanjenje dimenzionalnih promjena alveolarnog grebena te naposljetku
nesmetane ugradnje dentalnog implanatata koji ¢e nadoknaditi estetsku i Zva¢nu funkciju
112,168.189  Njjedan od proizvoda koji se trenutno nalazi na trzistu ne posjeduje sva idealna
svojstva za NKBM, ukljucujuéi netoksi¢nost, jednostavnost rukovanja, nisku imunogenost,
nisku cijenu, sposobnost urastanja krvnih Zzila, biokompatibilnost, osteoinduktivna i

osteokonduktivna svojsta 144170,

Osuseni kostani
alograft

Demineralizirani
osuseni kostani
alograft

Svjezi zamrznuti
alograft

Autogena kost Alografti

-

Nadomjesni
kostani
biomaterijali

f\/\/\

Sintetski biomaterijali -

Ksenografti Aloplasti

Deproteinizirana
goveda, svinjska ili E‘::,;::;: ;:l;o.va. Kalcij fosfat Biostaklo

konjska kost

Kalcifirajuci

koralji. alge Polimeri

Slika 5. Klasifikacija NKBM-a koji se koriste u dentalnoj medicini

1.4.1. Autogena kost

Autogena kost smatra se zlatnim standardom u klini¢koj primjeni prilikom augmentacije kosti
jer je to jos uvijek jedini NKBM za cijeljenje koji posjeduje sva Cetiri potrebna temeljna
bioloska svojstva kosti 172 Sastoji se od priblizno 30 % organskih i 70 % anorganskih
spojeva. Od organskih spojeva 90 % do 95 % c¢ini kolagen (tip I), a ostatak su nekolagenski

proteini kao $to su osteokalcin, kalcitonin, osteopontin i sijaloproteini. Anorganska komponenta
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sastoji se od kalcijeva fosfata, pretezno u obliku kristalnoga HA 173174, Takva kost u potpunosti
je biokompatibilna jer je donor sam pacijent. Zbog toga je potrebno dodatno kirur§ko mjesto s
kojega se uzima NKBM. Autogena kost obi¢no se uzima s intraoralnih i ekstraoralnih mjesta
kao $to su simfiza mandibule, ramus mandibule, vanjski kosi greben, tuber maksile i tvrdo
nepce, buduéi da oni predstavljaju dobre izvore kortikalne i spuzvaste kosti 143144150 Spyzvasta
kost najcesce se koristi za autotransplantate jer sadrzi osteoblaste i progenitorske stanice sa
znacajnim osteogenim potencijalom. Zbog relativno velike trabekularne povrsine olaksava se
uspostavljanje osteoinduktivnoga okruZenja i poticanje revaskularizacije. Suprotno tome,
kortikalnoj kosti nedostaju osteoblasti i osteogene stanice, no ona osigurava strukturnu
cjelovitost i potice cijeljenje kosti putem osteokondukcije. Kortikalni NKBM sporije se
integrira u odnosu na spuzvasti NKBM zbog svoje ograni¢ene revaskularizacije. Stoga, kako bi
se povecao ucinak remodeliranja kosti i potencijal cijeljenja, koristi se kombinacija spuzvaste i
kortikalne kosti 1170 Sto se tiGe imunogenosti u sludaju s autotransplantatima, oni
predstavljaju najveci stupanj bioloske sigurnosti. Medutim, postoji nekoliko nedostataka
povezanih s autotransplantatima. Autotransplantat kosti iz mandibularnoga ramusa povezan je
s viSe komplikacija u usporedbi s drugim intraoralnim mjestima te povecava opasnost od
oSte¢enja donjega alveolarnog zivca. Autotransplantati ramusa mandibule prikladni su u slu¢aju
kada su mjesta koja zahtijevaju augmentaciju manja od 4 mm debljine i obuhvacaju najvise
Setiri zuba 1">17® Jog jedan od glavnih problema s autotransplantatom njegova je resorpcija.
Autogena kost ima tendenciju gubitka volumena do 60 % tijekom cijeljenja i remodelacije *7".
Ostali nedostaci kao §to su sekundarno kirur§ko mjesto, ograni¢ena dostupnost, rizik od
krvarenja, edem, postoperativni bol i visi kirurski troSkovi doveli su do razvoja alternativnih
NKBM-a 178185

1.4.2. Alografti

Izvor alogenog koStanog transplantata je pojedinac (tj. zivi donor ili kadaver) iste vrste, ali
razli¢itoga genotipa. Alografti se otapaju u tkivu i oslobadaju ione kalcija i izvor su kolagena
tipa I, koji je jedina organska komponenta kosti %187 Prednosti takvoga NKBM-a su
izbjegavanje sekundarnoga kirurS§kog mjesta i skrac¢eno vrijeme zahvata. Materijali za alograft
mogu se pripremiti u tri primarna oblika — kao svjezi, zamrznuti ili osuseni smrzavanjem. Svjezi
i zamrznuti alograft (engl. fresh frozen bone, FFB) posjeduje dobra osteoinduktivna svojstva,
ali rijetko se koristi zbog povecanoga rizika od imunogenoga odgovora domacina,
ograni¢enoga roka trajanja i povecanoga rizika od prijenosa bolesti virusa humane

imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency virus, HIV) i hepatitisa B i C 1819, Druga
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dva oblika sastoje se od ljudske kosti s ili bez demineralizacije, tj. demineraliziranoga
zamrzavanjem osuSenoga kostanog alografta (engl. demineralized freeze-dried bone allograft,
DFDBA) i zamrzavanjem osuSenoga kostanog alografta (engl. freeze-dried bone allograft,
FDBA) 191192 Medutim, osteoinduktivno svojstvo (zbog uloge BMP-2 proteina)
demineraliziranoga zamrzavanjem osusenoga alografta kosti varira ovisno o dobi darivatelja,
nadinu pripreme i sterilizacije 19194, Razli¢iti rizici vezani uz takav NKBM mogu se ublaziti
obradom tkiva kao §to su: sterilizacija, ultrazvuc¢no ispiranje, gama zracenje, demineralizacija,
iako istrazivanja dokazuju da se smanjenje rizika od imunogenih reakcija ili prijenosa bolesti
ne moze jaméiti 148, Daljnja obrada alografta susenjem zamrzavanjem moze produljiti vijek
trajanja materijala i smanjiti imunogenost, iako po cijenu smanjenoga osteoinduktivnog
potencijala koji ipak nije dovoljan za odgovarajuci volumen Kosti prije postavljanja dentalnog
implantata i njegovu oseointegraciju 1. Posljednjih godina veliki se problem takvih kostanih
nadomjestaka odnosi na nedostatak opskrbe tkiva, kao i nalaz visoke stope neuspjeha nakon
dugotrajnoga lije¢enja koji su, uza sve navedeno, smanjili njihovu upotrebu. Stovise, poveéanje
regulatornih ograni¢enja u pogledu upotrebe alografta u Europi dovelo je do upotrebe novih

materijala druk&ijega podrijetla, kao $to je Zivotinjsko ili sintetsko 471%°,

1.4.3. Ksenografti

Ksenografti se koriste kao alternativa zlatnom standardu. Sastoje se od kostanoga minerala
dobivenoga od Zivotinja ili minerala sli¢nih kosti dobivenih iz kalcificirajucih koralja ili algi,
egzosekeleta rakova ili svilene bube Bombyx mori iz kojih je uklonjena organska komponenta
kako bi se smanjio rizik od imunogenih reakcija ili prijenosa bolesti 6%, Ve¢ina znanstvenih
istrazivanja spominje deproteiniziranu govedu, svinjsku, a u novije vrijeme i konjsku kost 2%,
Najc¢es¢i izvor materijala za ksenograft u podru¢ju dentalne medicine deproteinizirana je
goveda kost. Goveda se kost obraduje kemijski ili procesom toplinske deproteinizacije kao
kemijski deproteinizirana goveda kost (engl. chemical deproteinized bovine bone, CD-BB) i
termicCki deproteinizirana goveda kost (engl. thermally deproteinized bovine bone, TD-BB)
nakon ¢ega slijedi kemijska obrada s NaOH za proizvodnju poroznoga HA materijala koji
sadrzi samo anorganske komponente govede kosti. Rezultiraju¢a porozna struktura nalikuje
strukturi ljudske kosti i moze pruziti dobru mehanicku potporu i potaknuti cijeljenje kroz
osteokondukciju 2%, Takoder, porozna struktura pokazuje veliku povrsinu i poti¢e rast novih
krvnih zila putem angiogeneze koja pospjeSuje rast kosti. Deproteinizacija je kritican proces
koji se izvodi radi uklanjanja organske komponente ksenografta. Za deproteinizaciju koStanoga

tkiva koristi se uranjanje u jaku Kiselinu ili bazu ili toplinski ciklus na priblizno 1000 °C 202204,
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Opce je poznato da je deproteinizirana goveda kost biokompatibilna i osteokonduktivna, iako
metode proizvodnje imaju snazan utjecaj u sluc¢aju osteokonduktivnih svojstava i resorpcije.
Temperature veée od 1000 °C uzrokuju sinteriranje prirodnoga HA, pri ¢emu kristali HA rastu,
a medukristalni prostori u velikoj mjeri nestaju. Time se smanjuje mikrohrapavost i poroznost
kostanoga nadomjestaka i povecéava kristalnost resetke 2°>2%, Ovaj mineralni strukturni okvir
pogoduje kolonizaciji koStanoga tkiva sto olakSava migraciju osteoblasta. Veli¢ina kristala je
10 nm, a veli¢ina granula je 0,25 - 1 mm 29728 Nekoliko je studija pokazalo da se govedi HA
potpuno integrira u regeneriranu kost. Resorpcija govedeg HA je aktivna, ali se ¢ini vrlo spora.

Naime, materijal se sporije razgraduje nego §to se resorbira 20921

. Teoretski, govedi
ksenografti predstavljaju rizik za prijenos prionske infekcije na primatelja u obliku Creutzfeldt-
Jakobove bolesti, $to je jedan od nedostataka takvoga NKBM-a 2. Medutim, unatod
hipotetskom riziku od organskih ostataka u nadomjescima govede kosti, istrazivanja su
pokazala da je rizik od prijenosa bolesti zanemariv, mada sumnja i dalje postoji 2'?. Nasuprot
tome, zabiljezeno je nekoliko slucajeva prijenosa HIV-a i hepatitisa povezanih s alogenim
materijalima 23, Govedi kostani nadomjesci intenzivno se koriste u podizanju maksilarnog
sinusa i implantoloskim postupcima zbog njihove vrhunske stabilnosti i niske imunogenosti
148201 Dostupni su u obliku kostanih blokova ili granula (transplantati napravljeni od malih ili
velikih Cestica). Nedostatak koStanih blokova moguénost je loma tijekom fiksacije, §to utjece
na kirurski zahvat i zacjeljivanje kosti 1’8214-216 Bjopsija kosti nakon augmentacije grebena
potvrduje da se Cestice koStanih nadomjestaka govedega podrijetla mogu pronaci i do 10 godina
nakon zahvata. Stoga se u svakodnevnoj praksi ksenografte smatra neresorptivnim

biomaterijalima 7.

1.4.4. Sintetski biomaterijali - Aloplasti

Aloplasti¢ni koStani transplantati pripadaju skupini sintetskih biomaterijala. Za sprecavanje
potencijalne infekcije i morbiditeta na donorskom mjestu, sintetski materijali oponasaju
bioloska svojstva prirodne kosti. Unato¢ tome, trenutacno dostupni sintetski materijali imaju
samo osteointegrativna i osteokonduktivna svojstva 4. Materijali koji spadaju u ovu kategoriju
ukljucuju kalcijev fosfat, kao Sto je hidroksiapatit (HA), trikalcij fosfat (TCP) i biostaklo;
metale, kao S$to je nikal-titan; polimere kao $to je npr. polimetilmetakrilat (PMMA),
poliglikolide i kalcij fosfatne cemente 4% Prednosti takvih nadomjestaka su njihova
biokompatibilnost/histokompatibilnost i osteokondukcijska sposobnost. Osim toga, nije

potrebno donorsko mjesto, niti postoji opasnost od prijenosa infektivnih bolesti 218220
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Aloplasti¢na sposobnost biomaterijala ovisi o odrzavanju prostora za stvaranje nove Kkosti i
brzini njegove resorpcije. Stoga se mnogi od aloplasti¢nih materijala sporo resorbiraju ili ne
resorbiraju, sto je jedan od nedostataka. Nova kost zahtijeva prostor koji u pocetku zauzima
kostani transplantat, no ako se koStani materijal ne resorbira, tada je raspolozivi prostor za

stvaranje kosti ograni¢en, ¢ime se sSmanjuje ukupni volumen novostvorene kosti 22122,

Sintetski biomaterijali predstavljaju veliku skupinu anorganskih biomaterijala s razli¢itim
fizikalnim, kemijskim i strukturalnim svojstvima. Sintetski biomaterijali sastavljeni su od
fosfata hidroksiapatita. Prva eksperimentalna uporaba tih biomaterijala provedena je 1920-ih
223 Sintetski kalcijev fosfat koji se najéesée koristi u dentalnoj medicini sastoji se od
kombinacije ili samostalnoga neresorptivnog, krutog HA, resorptivnoga B-trikalcijevog fosfata
(engl. s- tricalcium phosphate, B-TCP) i kompleksa koji se naziva dvofazni (bifazni) kalcijev
fosfat (engl. biphasic calcium phosphate, BCP) koji je i koristen u nasoj studiji 1’9223, HA se
ne resorbira, ali djeluje kao potpora za odrzavanje integriteta i cjelovitosti defekta zbog svoje
osteokonduktivnosti, dok se B-TCP u potpunosti resorbira, §to doprinosi stvaranju nove Kosti

oslobadanjem iona kalcija i fosfora 223224,

1.4.4.1. Hidroksiapatit (HA)

Kemijski sastav HA vrlo je sli¢an sastavu anorganske komponente kosti, sto omogucuje da se
koristi kao NKBM 22, Medutim, sintetski ¢isti HA ne sadrzi Na+, Mg2+, K+ i Sr+ koji se
nalaze u prirodnom HA, poput govede kosti, $to utjeCe na razne biomehanicke reakcije.
Sintetski HA nema mikroporoznu strukturu, za razliku od HA dobivenoga od goveda '€
Sintetski HA ima odgodenu stopu resorpcije zbog relativno visokoga Ca/P omjera i kristalnosti.
Drugi veliki nedostatak povezana s HA-om njegova je relativno niska mehanicka ¢vrstoca koja
onemogucava koristenje na mjestima s velikim opterecenjem. Prethodne studije otkrile su da je
kvaliteta i kolic¢ina novonastale kosti nakon presadivanja samo sa sintetskim cistim HA bila
nedostatna za o¢uvanje visine alveolarnog grebena za ugradnju dentalnih implantata, podizanje
dna maksilarnog sinusa i lijeenje parodontnih kostanih defekata 22°. Nedavni napredak s
kostanim nadomjescima na bazi HA doveo je do razvoja HA nano reda velicine, koji pokazuje
poboljsana biomehanicka svojstva. Razvoj tih nanomaterijala ukljucuje mnogo vecu sli¢nost s
izvanstani¢nim matriksom kosti; brzi odgovor na vanjske podrazaje i kontrolirano otpustanje
bioaktivnih molekula, kao $to su faktori rasta, koji omogucuju poboljsanu regeneraciju Kosti

221,228 Nanostruktura omoguéuje uéinkovitije prianjanje, proliferaciju i diferencijaciju
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osteogenih progenitorskih stanica; poboljSava sinterabilnost i pojacava stvrdnjavanje sto

rezultira pobolj$anom otporno$éu na lom 22°229.230,

1.4.4.2. B-trikalcij fosfat (B-TCP)

B-TCP je vrsta materijala kalcijeva fosfata koji se Siroko koristi kao zamjena za kost. Brze se
resorbira u usporedbi s HA-om zbog niZe razine omjera Ca/P °. Cisti B-TCP posjeduje mnoga
pozeljna svojstva, poput lako¢e rukovanja, radiopaciteta koji omogucuje pracenje cijeljenja,
dobru osteokonduktivnost zbog makroporoznosti koja potice fibrovaskularni rast i osteogenu
stani¢énu adheziju, dobru resorpciju u usporedbi s transplantatima govede kosti i nisku
imunogenost i rizik od prijenosa bolesti 4231, Dok medusobno povezana porozna struktura f-
TCP omogucuje poboljsanu vaskularizaciju, ujedno rezultira loSim mehanickim
karakteristikama ¢vrstoée materijala pod velikim pritiskom 144145148 GQtoga je &isti B-TCP
prikladan za upotrebu kao punilo u kostanim defektima pri popravku rubnih parodontnih i
periapikalnih defekata 232233 Regenerativni potencijal B-TCP-a usporediv je s kostanim
alograftom, deproteiniziranim kostanim alograftom i autogenom kosti 234, Medutim, mehanic¢ka

svojstva toga materijala u samostalnom obliku ograni¢avaju njegovu Siroku primjenu 7,

1.4.4.3. Bifazni kalcijev fosfat BCP (HA + -TCP)

Napredak u prethodnih nekoliko desetlje¢a dogadao se pri razvoju NKBM-a koji bi uspio
iskoristiti resorptivni u¢inak B-TCP-a, kao i osteokonduktivni potencijal HA 2%. To je
rezultiralo razvojem bifaznog kalcijeva fosfata, gdje se B-TCP i HA obi¢no koriste zajedno.
Dakle, rezultat je brza i veca stopa regeneracije kosti u usporedbi s upotrebom samoga HA-a, i
bolja mehani¢ka svojstva od samoga B-TCP 236-238, Osim toga, resorpcija i osteokonduktivnost
bifaznog kalcijeva fosfata mogu se kontrolirati mijenjanjem omjera HA/B-TCP 2%, Unato¢
poboljsanjima u mehanickoj ¢vrstoéi u usporedbi sa samim B-TCP-om, bifazni kalcij fosfat i
dalje ima tla¢nu &vrstoéu nizu od kortikalne kosti 147, Unato¢ tome, njegova uporaba indicirana
je kao NKBM koji je pokazao predvidljive klinic¢ke rezultate i potpuno cijeljenje alveolarne

kosti tijekom dvogodisnjega razdoblja praéenja 232,

Na trzi$tu postoje brojni oblici aloplasticnih biomaterijala u obliku praha, blokova i granula u
razli¢itim veli¢inama s kojima je tesko rukovati, osobito pri unoSenju kostanoga materijala u
trodimenzionalne Supljine. Ti nedostaci doveli su do razvoja biomaterijala u injekcijskom
obliku zbog njihove viskoznosti i jednostavnosti uporabe, 2182 §to naposljetku dovodi do
boljega klini¢kog ishoda i smanjenjoga vremena operacije 21824,
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Glavna prednost injekcijskih oblika aloplasta u usporedbi s aloplastima u drugim oblicima u
tome je sto se njih moze samostalno unijeti u kostanu Supljinu bez mehanicke obrade. To
svojstvo vrlo je bitno u klini¢koj primjeni koja ukljucuje razlicite Sire ili uze kostane defekte,
Sto pogoduje daljnjem razvoju minimalno invazivnih kirurSkih postupaka. Stoga su aloplasti i
njihova upotreba u injekcijskim obliku postajali sve popularniji te predstavljaju idealnu
zamjenu u odnosu na ostale vrste NKBM-a s mogu¢no$éu prekrivanja razlicitih defekata, a time
i povecanim osteokonduktivnim svojstvima. Istrazivanja provedena na animalnim i studijama

na ljudima na bazi ovih NKBM-a imaju vaznu ulogu u bliskoj buduénosti 24%-242,

S obzirom na sve navedeno, veli¢ina dimenzionalnih promjena alveolarnog grebena nakon
ekstrakcije zuba vazna je za donoSenje pravilnih odluka i sveobuhvatno planiranje lijeCenja
tijekom implantoloske terapije. Osim toga, s pojavom vecega naglaska na estetici, temeljito
razumijevanje resorptivnoga obrasca i promjena u konturama alveolarne kosti i sluznice nakon
ekstrakcije zuba, uz primjenu odgovaraju¢ega NKBM-a, uvelike ¢e poboljsati sposobnost

rekonstruiranja kostanoga defekta do razine optimalne funkcije i zadovoljavajuce estetike.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Osnovne hipoteze ovoga istrazivanja su: Injekcijski bifazni kalcijev fosfat pri augmentaciji
alveolarnog grebena u komparaciji s anorganskom govedom kosti postize priblizno jednak

ucinak u postotku novostvorene kosti.

Injekcijski bifazni kalcijev fosfat u usporedbi s anorganskom govedom kosti pri augmentaciji

alveolarnog grebena ima jednaku histokompatibilnost.

Cilj je istrazivanja utvrditi sposobnost cijeljenja koStanih defekata alveole pri augmentaciji
injekcijskim bifaznim kalcijevim fosfatom na humanim bioptatima te ga s histoloskoga apekta

usporediti s anorganskom govedom kosti.
Specifi¢ni ciljevi istrazivanja su:

1. IzraCunati postotak novostvorene kosti na koStanim bioptatima Sest mjeseci nakon

augmentacije;

2. IzraCunati postotak zaostatnoga NKBM-a na koStanim bioptatima Sest mjeseci nakon

augmentacije;

3. IzraCunati postotak mekotkivnih struktura na koStanim bioptatima Sest mjeseci nakon

augmentacije;

4. Kvalitativno procijeniti sposobnost NKBM-a u obnavljanju oste¢enoga tkiva te opisati

patohistoloSke promjene na koStanim bioptatima Sest mjeseci nakon augmentacije;
5. Imunohistokemijski identificirati ekspresiju Osx-a u remodelaciji kosti;

6. Imunohistokemijski identificirati ekspresiju BMP-2 u diferencijaciji mezenhimnih stanica.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Nadomjesni koStani biomaterijal (NKBM)
« Injekcijski bifazni kalcijev fosfat

Aloplasti¢cni NKBM u obliku paste koji se sastoji od vodenoga gela u obliku granula bifaznog
kalcijeva fosfata sastava 60 % HA-a i 40 % B-TCP-a velicine Cestica 15 - 50 nm (maxresorb®

inject, botiss biomaterials, Zossen, Njemacka).
» Anorganska goveda kost

Ksenograft podrijetlom od goveda koji dolazi u obliku granula sastavljen od 93,6 % HA-a

veli¢ine granula 0,25 - 1 mm (Bio-Oss®, Geistlich-Pharma, Wolhunsen, Svicarska).
3.2. Ispitanici

U studiju su bila uklju¢ena 38 ispitanika. Pristup ekvivalencije ispitivanih metoda koristio se u
analizi snage testa uz neinferiornost ispitivane skupine (injekcijski bifazni kalcijev fosfat) u
odnosu na kontrolnu (anorganska goveda kost). Za razinu znac¢ajnosti od 0,05, snagu testa od
80 % te ocekivanu standardnu devijaciju predvidenoga ishoda od 10 te limit ekvivalencije d =
10, u istrazivanje je bilo potrebno uklju¢iti najmanje 36 ispitanika, odnosno 18 ispitanika po
skupini. Glavni kriterij za ukljucivanje pacijenata bio je da imaju minimalno jedan zub
predviden za ekstrakciju na kojemu su iskoriStene sve prethodne terapijske mogucnosti i koji
imaju mogucnost odgodene ugradnje dentalnog implanata na mjestu ekstrakcije nakon
augmentacije alveolarnog grebena. Kriteriji za uklju¢ivanje bili su i: 1) dob ispitanika> 18 i <
60 godina, 2) razumijevanje protokola i informirani pristanak koji je potpisan od strane svakoga
ispitanika, 3) zadovoljavajuce fizicko i mentalno zdravlje ispitanika. Ispitanici koji su imali
neki od navedenih isklju¢nih kriterija eliminirani su iz studije: 1) minimalno jedna apsolutna
kontraindikacija za implantoloku terapiju koju su opisali Wang i Hwang 2006. godine %*, a
koja ukljucuje: nedavni infarkt miokarda i mozdani udar, operaciju mitralnoga zaliska,
imunosupresivnu terapiju, koagulacijske poremecaje, trenutno lijeCenje maligne bolesti,
zlouporabu droga, psihijatrijsku bolest ili intravenoznu upotrebu bisfosfonata; 2) ispitanici koji
imaju neke od sistemskih bolesti kao $to su: osteoporoza, osteopenija, nekontrolirani dijabetes,
deficijencija vitamina D, terapija bisfosfonatima, terapija glukokortikoidima, hipotireoza,
nekontrolirane kardiovaskularne bolesti (hipertenzija, koronarna bolest srca, kongestivno

zatajenje srca) kao 1 lokalni faktori: uzivanje duhanskih proizvoda (vise od 10 cigareta dnevno),
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losa oralna higijena; 3) pacijenti s nelijeGenim parodontitisom, pacijenti s akutnom
odontogenom infekcijom, periapikalnom lezijom i pacijenti koji su prethodno primili NKMB
na ekstrakcijskom mjestu. Takoder, nisu ukljucivane trudnice ni zene u razdoblju laktacije. Ova
studija odobrena je od strane Etickoga povjerenstva Doma zdravlja Osjec¢ko-baranjske zupanije
(odobrenje broj: 03 — 1897/20). Svi pacijenti tretirani su u potpunom skladu s etickim nac¢elima,

ukljucujuéi Deklaraciju Svijetskoga medicinskog udruzenja iz Helsinkija 2%,

3.21. 1.faza

Prije pocetka zahvata napravljene su rendgenske snimke (Slika 6) i CBCT (Slika 7) na
mjestima planirane ekstrakcije zuba. Pacijentima koji su zadovoljili uklju¢ne kriterije ordiniran
je antibiotik (Amoxicilin 500 mg, Belupo, Koprivnica ili Klindamicin-MIP 600 mg, Chem.-
pharm. Fabrik GmbH, Ingbert, Njemacka, u slucaju alergije na penicilinsku skupinu
antibiotika) sat vremena prije zahvata i administrirana je lokalna anestezija s 4 % artikaina i
adrenalinom 1:100 000 (Ubistesin forte®, 3M Deutschland GmbH, Neuss, Njemacka). Nakon
odabira zuba na kojemu su iskoristene sve prethodne terapijske moguénosti, pristupilo se
ekstrakciji (Slika 8 i 9). Ekstrakcija zuba izvodena je pomocu seta za atraumatsku ekstrakciju.
Pacijenti suglasni da sudjeluju u studiji randomizirani su u dvije skupine. Prvu skupinu ¢inili
su pacijenti koji su primili ispitivani NKBM, a drugu oni koji su primili alternativu zlathom
standardu, tj. govedi ksenograft. U randomizaciji ispitanika koristeno je javno dostupno
internetsko sucelje (https://www.randomizer.org/ (Urbaniak, G. C., & Plous, S. (2013)). Nakon
ekstrakcije zuba prikazani su defekti kosti (Slika 10 i 11). U kontrolnoj skupini alveola je
punjena anorganskom govedom kosti (Slika 12), a u ispitivanoj se skupini alveola punila
injekcijskim bifaznim kalcijevim fosfatom (Slika 13). Kona¢no, u obje se skupine, nakon
punjenja defekta, kolagena resorptivna membrana (Jason®,bottis biomaterials, Njemacka)
adaptirala na mjestu kirurske rane (Slika 14 i 15) i mukoperiostalni rezanj je zatvoren 5.0
monofilamentnim neresorptivnim $avovima (Sofsilk™, Covidien, Dublin, Irska) (Slika 16 i
17). Pacijentu je ordiniran analgetik (Ibuprofen 600 mg, Belupo, Koprivnica ili Paracetamol
500 mg, Lek Pharmaceuticals d.d., Ljubljana, Slovenija, kod alergije na Ibuprofen). Pacijent je
nastavio uzimati preostalu dozu antibiotika kroz sljede¢ih 7 dana i 0,2 %-tnu otopinu
klorheksidina (Curasept ADS® 220, Saronno, Italija) za postoperativnu njegu usne Supljine.
Uputilo ga se na kontrolne preglede prvi, treéi i deseti dan nakon zahvata. Tjedan dana nakon
augmentacije pacijent je upuéen na radioloSku pretragu augmentiranoga podrucja
kompjuteriziranom tomografijom koni¢nom zrakom (CBCT), kako bi se provjerila stabilnost

NKBM-a na mjestu augmentacije. Slijedilo je razdoblje regeneracije od Sest mjeseci. U tome
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razdoblju pacijent je pozivan na kontrolne preglede prvi i drugi mjesec nakon zahvata te
neposredno prije Sestoga mjeseca, kako bi se napravila kontrolna CBCT snimka na kojoj su
izmjerene dimenzije alveolarnog grebena na mjestu postave implantata. Neposredno nakon toga

dogovorena je druga faza studije, odnosno biopsija alveolarne kosti s kona¢nom ugradnjom

dentalnog implantata.

(RN S
(T agea i

Slika 6. RTG snimka zuba 13. Slika 7. CBCT snimka zuba 25.

Slika 8. Intraoralna snimka zuba 13. Slika 9. Intraoralna snimka zuba 25.
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Slika 10. Defekt kosti i alveola Slika 11. Defekt kosti i alveola nakon

nakon ekstrakcije zuba 13. ekstrakcije zuba 25.

Slika 12. Kontrolna skupina i Slika 13. Ispitivana skupina i popunjavanje
popunjavanje alveole anorganskom alveole injekcijskim bifaznim kalcijevim
govedom kosti. fosfatom.
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Slika 14. Adaptacija kolagene Slika 15. Adaptacija kolagene resorptivne

membrane na podrucju zuba 13. membrane na podrucju zuba 25.

Slika 17. ZaSivena rana nakon Slika 18. Zasivena rana nakon augmentacije
augmentacije u podrucju zuba 13. u podrucju zuba 25.
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3.2.2. 2.faza

Nakon perioda cijeljenja u trajanju od Sest mjeseci pristupilo se drugoj fazi oralnokirurskoga
zahvata, odnosno ugradnji dentalnog implantata (Ankylos, Denstply Sirona Implants,
Mannheim, Njemacka). Pri lokalnoj anesteziji, nakon incizije i odizanja reznja pune debljine
sluznice, prikazao se alveolarni greben. Trepanacijsko svrdlo (Komet Dental, Gebr. Brasseler
GmbH & Co. KG, Lemgo, Njemacka) kojime je uzet uzorak za biopsiju kosti imalo je manji
unutarnji promjer (2,5 mm) u odnosu na finalno svrdlo iz standardiziranoga seta za oblikovanje
i pripremu lezista dentalnog implantata. S etickoga gledista time se izbjeglo prekomjerno
uklanjanje zdrave kosti. KoStani uzorak za biopsiju potom je ostavljen u 4 %-tnoj otopini
formaldehida (BioGnost Ltd.,Zagreb, Hrvatska) i potom su uzorci proslijedeni u laboratorij na

histolosku 1 imunohistokemijsku analizu.

3.2.3. Kvalitativna analiza histoloskih uzoraka biopsije kosti

Uzroci za histolosku analizu uzeti biopsijom nakon Sest mjeseci cijeljenja proslijedeni su u
histoloski laboratorij tvrtke botiss u Berlinu, Njemacka. Na uzrocima je primijenjen
standardizirani protokol histoloske obrade mineraliziranih kostanih uzoraka koji ukljucuje:
fiksiranje u 4 %-tnoj otopini formaldehida (BioGnost Ltd.,Zagreb, Hrvatska), dehidraciju u
rastu¢im koncentracijama alkohola (75 %, 85 %, 95 % te naposljetku 100 %), dekalcifikaciju
etildiamintetraoctenom kiselinom (EDTA, Osteomoll®, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
u trajanju od dva tjedna te potom posvijetljivanje, uklapanje u parafinske blokove i rezanje. Sest
kontinuiranih rezova debljine S5um napravilo se na mikrotomu (SLEE, Mainz, Njemacka) te se
potom nakon susenja, postavilo na predmetna stakalca. Prije bojenja bilo je potrebno rehidrirati
tkivo uranjanjem u ksilen (BioGnost Ltd.,Zagreb, Hrvatska) dva puta po 15 minuta, potom u
padajuci niz alkohola (100 %, 95 %, 85 % te naposljetku 75 %) i na kraju u destiliranu vodu.
Potom je, pomocu setova za histoloska bojenja, tkivo obojeno hemalaun-eozinom (HE) te
trikromnim setom za bojenje po Massonu i pentakromnim bojenjem po Movat - Rusellu.
Naposljetku, uslijedila je ponovna dehidracija u rastu¢em nizu alkohola (75 %, 85 %, 95 % te
naposljetku 100 %). Na svjetlosnom mikroskopu (Leica DMRB, Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Njemacka) sa spojenom videokamerom (Axio Imager M2, Zeiss, Oberkochen,
Njemacka) snimljene su digitalne mikrofotografije pod povecanjem od 100, 200 i 400 puta.
Kvalitativna analiza napravljena je na Fakultetu za dentalnu medicini i zdravstvo Osijek. U
kvalitativnoj analizi procijenjen je patohistoloski odgovor tkiva domacina na koristeni NKBM,
odnosno opisani su osteoblasti, osteociti, fibroblasti, fibrociti, krvne zile i stanice monocitno-

makrofagnoga sustava.
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3.2.4. Kvanitativna analiza histoloskih uzoraka biopsije kosti

Kvantitativna histoloSka analiza koStanih bioptata uzetih nakon Sest mjeseci cijeljenja
napravljena je na istim uzorcima prethodno pripremljenima za patohistolosku analizu. Digitalne
mikrofotografije pohranjene su u nekomprimiranom formatu koji se Koristi za pohranu slika
visoke rezolucije do trenutka analize. Digitalne mikrofotografije ucitane su u besplatni
rac¢unalni program ImageJ (Wayne Rasband, National Institute of Health, SAD), namijenjen za
kvantitativnu analizu histoloskih uzoraka. Sve mikrofotografije snimljene su pod istim uvjetima
(povecanje od 100, 200 i 400 puta, format PNG). Prije pocetka analize odredeni su parametri
kao §to je postavljanje skale na temelju poznate udaljenosti i pretvorbe u jedinicu duljine (um).
Takoder, postavljena je mogucnost ruéne korekcije, kako bi se iz analize iskljucili svi rubni
dijelovi koji nisu u potpunosti jasni ili predstavljaju artefakt. Pojedina¢no je analiziran svaki
uzorak na nacin da se digitalna mikrofotografija podesila pomocu opcije postavljanja praga
(engl. thresholding) pri kojemu je ru¢nom manipulacijom dozvoljeno oznacavanje regije od
interesa (engl. regions of interests, ROI) obojene razli¢itim bojama. U obzir su uzeta 3 vidna
polja svakog uzorka nakon kojeg se odredio prosjek dobivenih vrijednosti. Prema tome su
odredene povrsine novostvorene kosti, zaostatnoga NKBM-a i mekotkivnih struktura s obzirom
na ukupnu povrsinu histoloskoga preparata u vidnom polju, a nakon obrade svih rezultata
dobivene povrSine pretvorene su u volumne postotke (%). Svi preparati bili su dodatno

pregledani od strane dva nezavisna istraZivaca.

3.2.5. Imunohistokemijska analiza uzoraka biopsije kosti

Imunohistokemija je tehnika koja predstavlja specifi¢no vezanje izmedu protutijela i antigena,
a sluzi za otkrivanje i lokalizaciju specifi¢nih proteina u stanicama i tkivu pomoc¢u imunoloskih
i kemijskih reakcija. Kao specifi¢na dijagnosti¢ka metoda ima veliku ulogu i $iroku primjenu u
detekciji i klasifikaciji razli¢itih bolesti i patoloskih stanja. Na etiri histoloska uzorka biopsije
kosti napravljena je imunohistokemijska analiza pri laboratoriju Zavoda za anatomiju
Medicinskoga fakulteta u Rijeci u svrhu detekcije transkripcijskoga faktora Osx i proteina
BMP-2 koji ima ulogu u osteogenoj diferencijaciji mezenhimnih stanica. Uzorci kostanoga
tkiva debljine 5 um deparafinizirani su u ksilenu (BioGnost Ltd.,Zagreb, Hrvatska) i potom
rehidrirani u alkoholu opadajué¢ih koncentracija (100 %, 95 %, 85 % te naposljetku 75 %).
Sljedeci je korak renaturacija proteina koja se postize inkubacijom rezova u citrathom puferu
(10 mM natrijev citrat, 0,05 % Tween 20, pH 6.0) 10 minuta u vodenoj kupelji na 90°. Nakon
hladenja uzorci su isprani u fizioloskoj otopini koja je puferirana s fosfatnim puferom (engl.

phosphate buffered saline, PBS) ¢iji je pH iznosio 7.2. Blokada endogene aktivnosti
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peroksidaze kako bi se izbjeglo nespecifi¢no vezanje provedena je s 0,3 %-tnim vodikovim
peroksidom H202 (Merck, Darmstadt, Njemacka) nakon ¢ega je uslijedilo ispiranje u PBS-u od
10 min za detekciju antigena. Uzorci su preko noéi inkubirani ze¢jim poliklonskim Anti-
Sp7/Osterix protutijelom (ab229258, Abcam, Cambridge, Velika Britanija) i ze¢jim
poliklonskim Anti-BMP-2 protutijelom (ab14933, Abcam, Cambridge, Velika Britanija)
razrijedenim 1:200 na 4° prema uputama proizvodaca. Pojedinosti o protutijelima i protokoli
inkubacije navedeni su u Tablici 1. Nakon toga je slijedilo ispiranje i inkubacija sa sekundarnim
protutijelom u trajanju od 45 minuta na sobnoj temperaturi. Streptavidin konjugiran s
peroksidazom (LSAB + Kit, DakoCytomation, Glostrup, Danska) i 3,3'-diaminobenzidin
(DAB, DakoCytomation, Glostrup, Danska) su zatim dodani za vizualizaciju. Uzorci su nakon
toga isprani destiliranom vodom, filtrirani i bojeni hemalun-eozinom po standarnom protokolu
koji je ranije spomenut. Predmetna stakalca su uklopljena u medij (Biomount, Biognost,
Zagreb, Hrvatska) i analizirana na svjetlosnom mikroskopu (Olympus, Tokyo, Japan) na kojega
je postavljen digitalni fotoaparat (Sony, Tokyo, Japan). Imunohistokemijski nalazi s razinom
ekspresije (Osx i BMP-2) semikvantitativno su procijenjeni od strane iskusnoga patologa koji
je prema jacini obojenosti dodijelio razine od 0 — 3 ,,pluseva‘“ na na¢in: 0 = negativno; 1 = slabo
obojenje (+); 2 = umjereno obojenje (++) ; 3 = jako obojenje (+++). Svi preparati bili su dodatno
pregledani od strane dva nezavisna istrazivaca. Statisticka analiza nije provodena za

imunohistokemijsku analizu uzoraka biopsije kosti zbog male koli¢ine analiziranih uzoraka.

Tablica 1. Protutijela koriStena za imunohistokemijsku analizu

Protutijelo Izotip Proizvodac Inkubacija
Anti-Sp7/ Osx Zecje Abcam, 1:200, preko
poliklonsko Cambridge, Velika noci, 4°
Britanija
Anti-BMP-2 Zecje Abcam, 1:200, preko
poliklonsko Cambridge, Velika noci, 4°
Britanija
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3.3. Statisticke metode

Za statisticku analizu koristio se program IBM SPSS statistika (inaCica 24, IBM Corporation,
NY, SAD). Normalnost distribucije ispitala se Shapiro-Wilkovim testom. Svi rezultati
prikazani su kao srednja vrijednost + standardna pogreska srednje vrijednosti. Pri normalnoj
distribuciji, za odredivanje znacajnosti razlike izmedu dva uzorka koristio se t-test. Sve P

vrijednosti manje od 0,05 smatrale su se znacajnima.
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4. REZULTATI

4.1. Demografski podaci

U ovome istrazivanju sudjelovalo je 38 ispitanika, od kojih je 17 bilo muskih (45 %), a 21 (55
%) Zenskih, rasporedenih u dvije skupine — ispitivanu i kontrolnu. Prosje¢na dob ispitanika
iznosi 35.03 + 9.16, (Zene = 36.67 = 6.39; muskarci = 33.00 = 11.61). Ne postoji statisticki
znaCajna razlika medu skupinama s obzirom na dob i spol. Skraéeni prikaz karakteristika

samoga uzorka nalazi se u Tablici 2.

Tablica 2. Usporedba ispitivane i kontrolne skupine po prosje¢noj dobi za muskarce i Zene i

najniza i najvisa dob po skupini

Muskarci Zene Min Max
(N=17) (N = 21)
Kontrolna 33.54 £ 10.08 35.58 £ 7.48 22 52
(N = 19)
Ispitivana 32.60 £ 13,10 38.11 + 4.60 20 56
(N =19)
Ukupno 33.00 £ 11.61 36.67 £ 6.39
(N = 38)
Min 20 25
Max 56 50
P* 0.872 0.383

*znacajnina 5 % (P < 0,05)

U ovome istrazivanju ekstrahirano je ukupno 38 zubi, od toga 12 premolara, 15 molara, 7

inciziva i 4 o¢njaka. Skracéeni prikaz ekstrahiranih zubi prikazan je u Tablici 3.
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Tablica 3. Usporedba kontrolne i ispitivane skupine po broju ekstrahiranih zubi

Premolar Molar Inciziv Oc¢njak
Kontrolna 6 8 3 2
(N =19)
Ispitivana 6 7 4 2
(N =19)
Ukupno 12 15 7 4
(N = 38)

U gornjoj Celjusti (maksili) ekstrahirano je 20 zubi (11 u kontrolnoj; 9 u ispitivanoj), dok je u
donjoj celjusti (manidbuli) ekstrahirano 18 zubi (8 u kontrolnoj; 10 u ispitivanoj). Skraceni

prikaz ekstrahiranih zubi po skupinama prikazan je u Tablici 4 i Tablici 5.

Tablica 4. Usporedba ispitivane i kontrolne skupine po ¢eljusti

Maksila Mandibula

Kontrolna 11 8
(N =19)

Ispitivana 9 10
(N =19)
Ukupno 20 18
(N = 38)
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Tablica 5. Raspodjela ekstrakcijskih podrucja po skupinama (kontrolna i ispitivana)

Premolar Molar Inciziv Oc¢njak
Maksila? 6 3 1 1
Maksila? 3 2 2 2
Mandibula? 0 5 2 1
Mandibula? 3 5 2 0

1 kontrolna, 2 ispitivana

Kod muskih ispitanika ekstrahirano je ukupno 15 zubi, dok je kod Zenskih ispitanika

ekstrahirano ukupno 23 zuba. Usporedba ekstrahiranih zubi po spolu prikazana je u Tablici 6.

Tablica 6. Usporedba ekstrahiranih zubi po spolu

Premolar Molar Inciziv Ocnjak
Muskarci 7 5 2 3
(N = 17)
Zene 7 10 5 1
(N = 21)
Ukupno 14 15 7 4
(N = 38)
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4.2.Povrsine histoloskih struktura kontrolne i ispitivane skupine

Kvanitativnom analizom odredene su povrSine novostvorene kosti, zaostatnoga NKBM-a i
mekotkivnih struktura s obzirom na ukupnu povrSinu histoloskoga preparata u vidnom polju, a
nakon obrade svih rezultata dobivene povrsine pretvorene su u volumne postotke (%). Prikaz
minimalnih i maksimalnih vrijednosti novostvorene kosti, zaostatnoga biomaterijala i mekoga

tkiva izrazenih u postocima nalazi se u Tablici 7.

Tablica 7. Minimalne i maksimalne vrijednosti novostvorene kosti, zaostatnoga biomaterijala

I mekoga tkiva izmedu kontrolne i ispitivane skupine izrazeno u postocima

Novostvorena Biomaterijal Meko tkivo
kost

Min Max Min Max Min Max

Kontrolna 15.05% 68.61% 7.58% 65.62% 12.76% 38.86 %
(N =19)

Ispitivana 24.70% 51.77 % 4.66 % 50.04 % 19.24% 55.00 %
(N = 19)

4.2.1. Udjeli novostvorene kosti, zaostatnoga biomaterijala i mekoga tkiva

Specifi¢ni ciljevi ovoga istrazivanja u svrhu kvantitativne analize bili su:

1. Izracunati postotak novostvorene kosti na koStanim bioptatima Sest mjeseci nakon
augmentacije;

2. lIzraCunati postotak zaostatnoga biomaterijala na koStanim bioptatima Sest mjeseci
nakon augmentacije;

3. Izracunati postotak mekotkivnih struktura na kostanim bioptatima Sest mjeseci nakon

augmentacije.

Prije toga ispitale su se sve varijable u kontrolnoj i ispitivanoj skupini te prikazale

zadovoljavaju li postavke normalne distribucije.
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4.2.2. Distribucija kontrolnih i ispitivanih skupina

4.2.2.1. Q-Q graf normalnosti prema kontrolnoj i ispitivanoj skupini

Prema prikazu Q-Q grafova, tj. slikovnih prikaza normalnosti po varijablama, vidi se da sve
varijable u kontrolnoj i ispitivanoj skupini zadovoljavaju postavke normalne distribucije
(,,tockice* se nalaze Sto blize crti). Takoder, ekstremni slucajevi koji postoje u ovom uzorku
nisu statisticki znacajni, S§to zna¢i da, iako su prisutni, njithova vrijednost nije toliko
problemati¢na da ih je potrebno izbaciti. Testiranje linernosti Q-Q grafovima izmedu skupina
prikazano je na Slici 19.
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Slika 19. Usporedba kontrolne i ispitivane skupine, testiranje linearnosti Q-Q grafovima
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* Primjenom SW testa potvrdena je normalnost distribucije izmedu skupina
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4.2.2.2. Histogram frekvencija kontrolne i ispitivane skupine

Histogram frekvencija sluzi za prikazivanje numerickih podataka. Prije izrade histograma
potrebno je grupirati podatke u intervale te izraditi tablicu frekvencija grupiranih podataka.
Histogram se crta u koordinatnom sustavu tako da se stupci postavljaju nad odgovaraju¢im
intervalima. Visina stupca odgovara frekvenciji intervala. Histogrami frekvencija pokazuju
zastupljenost pojedinih rezultata po grupama. Pregledom histograma vidi se kako ne postoji
normalna distribucija rezultata u svim skupinama, kao sto je vidljivo na Slici 20. Kako bi se
utvrdilo mogu li se koristiti parametrijski testovi, vazno je koristiti i druge metode za testiranje
parametrijskih testova. Prilikom testiranja normalnosti distribucije primarno se koristio
Shapiro-Wilkov test i analiza Q-Q grafova 2*°. Ono ¢emu se tezi kod Shapiro-Wilkovoga testa
je njegova neznacajnost. Dakle, da se njegova znacajnost krece ispod 0.05. Kako je vidljivo na
Slici 20, sve vrijednosti su neznaCajne, Sto znaci da je zadovoljen uvjet za KoriStenje
parametrijskih testova za kontrolnu i ispitivanu skupinu. Pregledom drugih testova za testiranje
normalnosti distribucije, zakljucuje se kako se ipak radi o uzorku normalne distribucije. Razlog
»iskrivljenosti“ grafova vjerojatno lezi u veli¢ini uzorka. Kada bi se prikupio veci uzorak (~150

sudionika), tada bi i grafovi poceli pokazivati normalnu distribuciju.
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Slika 20. Usporedba histograma frekvencija kontrolne i ispitivane skupine po varijablama

(kost, zaostatni biomaterijal, meko tkivo)
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* Primjenom SW testa potvrdena je normalnost distribucije izmedu skupina
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4.2.2.3. Normalnost distribucije kontrolne i ispitivane skupine
Usporedba ispitivane i kontrolne skupine

S obzirom na to da je zadovoljen uvjet za provodenje parametrijskih testova, za usporedbu
malih uzoraka Koristen je t-test. T-testom su usporedivane svaka varijabla zasebno, tj.
novostvorena kost, zaostatni biomaterijal i meko tkivo izrazeni kao srednja vrijednost =+

standardna pogreska srednje vrijednosti, kao $to je prikazano u Tablici 8.

Tablica 8. Usporedba ispitivane i kontrolne grupe po varijablama izrazeno u postocima

Kost Biomaterijal Meko tkivo
(N = 38) (N = 38) (N = 38)
Kontrolna 41.73 £13.99% 31.72+15.52% 26.54 £7.25%
(N =19)
Ispitivana 39.91 £8.49% 28.61+£11.38% 31.49+11.09%
(N = 19)
P* P=0.629 P = 0.485 P=0.113

*t-test za nezavisne uzorke, znacajnina 5 % (P < 0,05)

Kao §to je vidljivo iz vrijednosti t-testova, ne postoji statistiCki znaCajna razlika izmedu
ispitivane i kontrolne grupe po pitanju novostvorene kosti, zaostatnoga biomaterijala i mekoga

tkiva.
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4.3. Patohistoloski odgovor tkiva kontrolne i ispitivane skupine

U kvalitativnoj analizi procijenio se patohistoloski odgovor tkiva domacina na koriSteni
NKBM, odnosno opisani su osteoblasti, osteociti, fibroblasti, fibrociti, krvne zile i stanice
monocitno-makrofagnoga sustava. Uz to, opisana je novostvorena kost, zaostatni biomaterijal

I meko tkivo.
Specifi¢ni cilj ovoga istrazivanja u svrhu kvalitativne analize bio je:

1. Kvalitativno procijeniti sposobnost NKBM-a u obnavljanju oste¢enoga tkiva i opisati

patohistoloSke promjene na koStanim bioptatima Sest mjeseci nakon augmentacije.

4.3.1. Hemalaun-eozin histolosko bojenje kontrolne i ispitivane skupine

Reprezentativni uzorci kontrolne skupine i histoloskoga bojenja hemalaun-eozinom pod
povecanjem od 100 (Slika 21), 200 (Slika 22) i 400 puta (Slika 23) i ozna¢eni novostvorena
kost, zaostatni biomaterijal i meko tkivo.

Slika 21. Primjeri preparata kontrolne skupine (A, B, C) s ozna¢enom novostvorenom Kosti
(NK), zaostatnim biomaterijalom (BM) i mekim tkivom (MT). HE, 100 X
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Slika 22. Primjeri preparata kontrolne skupine (A, B, C) s ozna¢enom novostvorenom kosti
(NK), zaostatnim biomaterijalom (BM) i mekim tkivom (MT). HE, 200 X

Slika 23. Primjeri preparata kontrolne skupine (A, B, C) s ozna¢enom novostvorenom kosti
(NK), zaostatnim biomaterijalom (BM) i mekim tkivom (MT). HE, 400 X
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Reprezentativni uzorci ispitivane skupine i histoloskoga bojenja hemalaun-eozinom pod
poveéanjem 100 (Slika 24), 200 (Slika 25) 1 400 puta (Slika 26) i oznac¢ene novostvorena kost,
zaostatni biomaterijal i meko tkivo.
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Slika 24. Primjeri preparata ispitivane skupine (A, B, C) s ozna¢enom novostvorenom kosti
(NK), zaostatnim biomaterijalom (BM) i mekim tkivom (MT). HE, 100 X
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Slika 25. Primjeri preparata ispitivane skupine (A, B, C) s oznacenom novostvorenom kosti
(NK), zaostatnim biomaterijalom (BM) i mekim tkivom (MT). HE, 200 X

Slika 26. Primjeri preparata ispitivane skupine (A, B, C) s ozna¢enom novostvorenom kosti
(NK), zaostatnim biomaterijalom (BM) i mekim tkivom (MT). HE, 400 X
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Reprezentativni uzorci kontrolne skupine i histoloskoga bojenja hemalaun-eozinom pod
poveéanjem 100 (Slika 27), 200 (Slika 28) i 400 puta (Slika 29) i oznaceni osteoblasti na
granici s novostvorenom kosti i zaostatnim biomaterijalom, osteociti u novostvorenoj kosti i
Howshipova lakuna u kostanoj gredici s krvnom zilom koja upucuje na integraciju biomaterijala

i novostvorene kosti.
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Slika 27. Primjeri preparata kontrolne skupine (A, B, C) s ozna¢enim osteoblastima (plavo
ispunjen trokut), osteocitima (crno ispunjen trokut) i Howshipova lakuna u kostanoj gredici s

krvnom zilom (zelena strelica). HE, 100 X
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Slika 28. Primjeri preparata kontrolne skupine (A, B ,C) s oznacenim osteoblastima (plavo
ispunjen trokut), osteocitima (crno ispunjen trokut) i Howshipova lakuna u kostanoj gredici s
krvnom Zilom (zelena strelica). HE, 200 X

Slika 29. Primjeri preparata kontrolne skupine (A, B, C) s ozna¢enim osteoblastima (plavo
ispunjen trokut), osteocitima (crno ispunjen trokut) i Howshipova lakuna u kostanoj gredici s
krvnom zilom (zelena strelica). HE, 400 X
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Reprezentativni uzorci ispitivane skupine i histoloskoga bojenja hemalaun-eozinom pod
poveéanjem 100 (Slika 30), 200 (Slika 31) i 400 puta (Slika 32) i oznaceni osteoblasti na
granici s novostvorenom kosti i zaostatnim biomaterijalom, osteociti u novostvorenoj kosti i

Howshipova lakuna u kostanoj gredici s krvnom zilom koja upucuje na integraciju biomaterijala

i novostvorene kosti.

Slika 30. Primjeri preparata ispitivane skupine (A, B, C) s oznacenim osteoblastima (plavo
ispunjen trokut), osteocitima (crno ispunjen trokut) i Howshipova lakuna u kostanoj gredici s

krvnom Zilom (zelena strelica). HE, 100 X
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Slika 31. Primjeri preparata ispitivane skupine (A, B, C) s oznacCenim osteoblastima (plavo
ispunjen trokut), osteocitima (crno ispunjen trokut) i Howshipova lakuna u kostanoj gredici s
krvnom Zilom (zelena strelica). HE, 200 X

Slika 32. Primjeri preparata ispitivane skupine (A, B, C) s oznacenim osteoblastima (plavo
ispunjen trokut), osteocitima (crno ispunjen trokut) i Howshipova lakuna u kostanoj gredici s
krvnom zilom (zelena strelica). HE, 400 X
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Reprezentativni uzorci kontrolne skupine i histoloskoga bojenja hemalaun-eozinom pod
povecanjem 100 (Slika 33), 200 (Slika 34) i 400 puta (Slika 35) i oznaceni fibroblasti i fibrociti
u mekom tkivu te stanice monocitno-makrofagnoga sustava oko zaostatnoga biomaterijala koje

upucuju na razgradnju biomaterijala.

Slika 33. Primjeri preparata kontrolne skupine (A, B, C) s oznacenim fibroblastima (zuto
ispunjen trokut), fibrocitima (narancasto ispunjen trokut) i stanicama monocitno-

makrofagnoga sustava (crveno ispunjen trokut). HE, 100 X
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Slika 34. Primjeri preparata kontrolne skupine (A, B, C) s oznacenim fibroblastima (zuto
ispunjen trokut), fibrocitima (narancasto ispunjen trokut) i stanicama monocitno-makrofagnoga

sustava (crveno ispunjen trokut). HE, 200 X
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Slika 35. Primjeri preparata kontrolne skupine (A, B, C) s oznacenim fibroblastima (zuto
ispunjen trokut), fibrocitima (narancasto ispunjen trokut) i stanicama monocitno-makrofagnoga

sustava (crveno ispunjen trokut). HE, 400 X
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Reprezentativni uzorci ispitivane skupine i histoloskoga bojenja hemalaun-eozinom pod
povecanjem 100 (Slika 36), 200 (Slika 37) 1 400 puta (Slika 38) i oznaceni fibroblasti i fibrociti
u mekom tkivu te stanice monocitno-makrofagnoga sustava oko zaostatnoga biomaterijala koje

upucuju na razgradnju biomaterijala.

Slika 36. Primjeri preparata ispitivane skupine (A, B, C) s oznacenim fibroblastima (zuto
ispunjen trokut), fibrocitima (narancasto ispunjen trokut) i stanicama monocitno-makrofagnoga

sustava (crveno ispunjen trokut). HE, 100 X
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Slika 37. Primjeri preparata ispitivane skupine (A, B, C) s oznacenim fibroblastima (zuto
ispunjen trokut), fibrocitima (narancasto ispunjen trokut) i stanicama monocitno-makrofagnoga

sustava (crveno ispunjen trokut). HE, 200 X

Slika 38. Primjeri preparata ispitivane skupine (A, B, C) s oznacenim fibroblastima (zuto
ispunjen trokut), fibrocitima (narancasto ispunjen trokut) i stanicama monocitno-makrofagnoga

sustava (crveno ispunjen trokut). HE, 400 X
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4.3.2. Histolosko bojenje po Massonu i Movat-Rusellu kontrolne i ispitivane skupine

Reprezentativni uzorci kontrolne skupine i histoloskoga trikromnog bojenja po Massonu pod
povecanjem 100, 200 i 400 puta (Slika 39) i oznacene novostvorena kost, zaostatni biomaterijal
i meko tkivo (A); osteoblasti na granici s novostvorenom kosti i zaostatnim biomaterijalom,
osteociti u novostvorenoj kosti i Howshipova lakuna u kostanoj gredici s krvnom zilom koja
upucuje na integraciju biomaterijala i novostvorene kosti (B); oznaceni fibroblasti i fibrociti u
mekom tkivu te stanice monocitno-makrofagnoga sustava oko zaostatnoga biomaterijala koje

upucuju na razgradnju biomaterijala (C).

Slika 39. Primjeri preparata kontrolne skupine (A, B, C) s ozna¢enom novostvorenom kosti
(NK), zaostatnim biomaterijalom (BM), mekim tkivom (MT) (A); osteoblastima (plavo
ispunjen trokut), osteocitima (crno ispunjen trokut), Howshipova lakuna u kostanoj gredici s
krvnom Zilom (zelena strelica) (B); fibroblastima (Zuto ispunjen trokut), fibrocitima (naranc¢asto
ispunjen trokut) i stanicama monocitno-makrofagnoga sustava (crveno ispunjen trokut) (C).
Masson, 100 X, 200 X, 400 X
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Reprezentativni uzorci ispitivane skupine i histoloskoga trikromnog bojenja po Massonu pod
poveéanjem 100, 200 i 400 puta (Slika 40) i oznac¢ene novostvorena kost, zaostatni biomaterijal
I meko tkivo (A); osteoblasti na granici s novostvorenom kosti i zaostatnim biomaterijalom,
osteociti u novostvorenoj kosti i Howshipova lakuna u kostanoj gredici s krvnom Zilom koja
upucuje na integraciju biomaterijala i novostvorene kosti (B); oznaceni fibroblasti i fibrociti u
mekom tkivu te stanice monocitno-makrofagnoga sustava oko zaostatnoga biomaterijala koje

upucuju na razgradnju biomaterijala (C).

Slika 40. Primjeri preparata ispitivane skupine (A, B, C) s ozna¢enom novostvorenom kosti
(NK), zaostatnim biomaterijalom (BM), mekim tkivom (MT) (A); osteoblastima (plavo
ispunjen trokut), osteocitima (crno ispunjen trokut), Howshipova lakuna u kostanoj gredici s
krvnom zilom (zelena strjelica) (B); fibroblastima (Zuto ispunjen trokut), fibrocitima
(narancasto ispunjen trokut) i stanicama monocitno-makrofagnoga sustava (crveno ispunjen
trokut) (C). Masson, 100 X, 200 X, 400 X

Iste rezultate pokazalo je i histolosko bojenje po Movat-Russelu.
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4.4. Prisutnost transkripcijskog faktora Osx i BMP-2 proteina

Imunohistokemijska analiza uzoraka biopsije kosti provedena je u svrhu detekcije

transkripcijskoga faktora Osx i BMP-2 proteina.

Specifi¢ni ciljevi i svrha imunohistokemijske analize bili su:

5. Imunohistokemijski identificirati ekspresiju Osx-a u remodelaciji kosti;

6. Imunohistokemijski identificirati ekspresiju BMP-2 u diferencijaciji mezenhimnih stanica.

Reprezentativni uzorci kontrolne skupine i Osx imunohistokemijskoga bojenja pod poveéanjem
100, 200 i 400 puta (Slika 41) i oznacene novostvorena kost, zaostatni biomaterijal i stanice s
ekspresijom jacine 3 (+++) Osx-a u pre-osteoblastima usidrenima na granici novostvorene
kosti, $to upucuje na njihov prijelaz u zrele osteoblaste i osteocite. Stovise, primijeéena je i

trabekularizacija nove kosti koja upuéuje na kontinuiranu remodelaciju.

Slika 41. Primjeri preparata kontrolne skupine (A, B, C) i Osx imunohistokemijskoga bojenja
dijelova kosti nakon implantacije Osx transkripcijskoga faktora s oznacenom novostvorenom
kosti (NK), zaostatnim biomaterijalom (BM) i stanicama s ekspresijom jacine 3 (+++) Osx-a
(plavo oznaceni trokut). Osx, 100, 200 i 400X
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Reprezentativni uzorci ispitivane skupine i Osx imunohistokemijskoga bojenja pod pove¢anjem
100, 200 i 400 puta (Slika 42) i oznacene novostvorena kost, zaostatni biomaterijal i stanice s
ekspresijom jacine 3 (+++) Osx-a u pre-osteoblastima usidrenima na granici novostvorene
kosti, §to upucuje na njihov prijelaz u zrele osteoblaste i osteocite. Stovise, primijecena je i

trabekularizacija nove kosti koja upuéuje na kontinuiranu remodelaciju.

Slika 42. Primjeri preparata ispitivane skupine (A, B, C) i Osx imunohistokemijskoga bojenja
dijelova kosti nakon implantacije Osx transkripcijskoga faktora s oznacenom novostvorenom
kosti (NK), zaostatnim biomaterijalom (BM) i stanicama s ekspresijom jacine 3 (+++) Osx-a
(plavo oznacen trokut). Osx, 100, 200 i 400 X
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Reprezentativni uzorci kontrolne skupine i BMP-2 imunohistokemijskoga bojenja pod
poveéanjem 100, 200 i 400 puta (Slika 43) i oznac¢ene novostvorena kost, zaostatni biomaterijal
i stanice s ekspresijom jacine 3 (+++) BMP-2 uglavnom prisutne u zonama u kojima se nastavila
diferencijacija mezenhimnih stanica u pre-osteoblaste $to upucuje na obnavljanje, tj.

regeneraciju o$tecenoga tkiva.

Slika 43. Primjeri preparata kontrolne skupine (A, B, C) i BMP-2 imunohistokemijskoga
bojenja dijelova kosti nakon implantacije BMP-2 proteina s ozna¢enom novostvorenom kosti
(NK), zaostatnim biomaterijalom (BM) i stanicama s ekspresijom jacine 3 (+++) BMP-2 (plavo
oznacen trokut). BMP-2, 100, 200 i 400 X
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Reprezentativni uzorci ispitivane skupine i BMP-2 imunohistokemijskoga bojenja pod
poveéanjem 100, 200 i 400 puta (Slika 44) i oznac¢ene novostvorena kost, zaostatni biomaterijal
I stanice s ekspresijom jacine 3 (+++) BMP-2 uglavnom prisutne u zonama u kojima se nastavila
diferencijacija mezenhimnih stanica u pre-osteoblaste $to upucuje na obnavljanje, tj.

regeneraciju o$tecenoga tkiva.

Slika 44. Primjeri preparata ispitivane skupine (A, B, C) i BMP-2 imunohistokemijskoga
bojenja dijelova kosti nakon implantacije BMP-2 proteina s oznaéenom novostvorenom Kosti
(NK), zaostatnim biomaterijalom (BM) i stanicama s ekspresijom jacine 3 (+++) BMP-2 (plavo
oznacen trokut). BMP-2, 100, 200 i 400 X
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5. RASPRAVA

Nakon ekstrakcije zuba alveolarna kost prolazi kroz dimenzionalne promjene s posljedi¢nim
smanjenjem njezine $irine i visine, koja moze doseéi ¢ak 50 % 2%, Taj gubitak kostane mase
javlja se uglavnom u prva tri mjeseca nakon ekstrakcije zuba, nakon ¢ega slijedi kontinuirani
proces resorpcije s prosjekom od 0,5 % do 1,0 % godi$nje $to je dokazano u mnogim starijim i
novijim studijama 116135247-249 " Smanjenje dimenzija alveolarne kosti nakon vadenja zuba
klini¢ki je znacajno i moze utjecati na postavljanje implantata ', Nakon ekstrakcije zuba
alveolarna kost prolazi kroz proces remodelacije; meko tkivo kolabira, a u kosti koja obuhvaca
alveolu dolazi do slijeda reakcija koje utjecu na dimenziju volumena i samu morfologiju kosti
250,251 - Resorpcija kosti dovodi do recesije sluznice i estetskih komplikacija. Za suzbijanje
resorpcije kosti nakon ekstrakcije zuba mogu se koristiti tehnike ocuvanja alveolarnog grebena
(ARP). Kao $to je ranije objavljeno u pretklinickim i klinickim studijama, razli¢ite vrste
augmentacijskih postupaka, kao $to je i ranije opisan koncept vodene regeneracije kosti,
dokazano pruza strukturnu i dimenzionalnu stabilnost alveolarnog grebena potrebnu za

konaénu ugradnju dentalnog implantata 22-2%4,

Za tu su svrhu dizajnirani i primijenjeni razli¢iti NKBM-i i membrane, a mnogo
eksperimentalnih i klinickih studija potvrdilo je ué¢inkovitost takve metode u svrhu regeneracije
alveolarnog grebena 2°°2%° Vode¢i se tim razmisljanjem, odluéeno je da se takav koncept
primijeni u ovome istrazivanju u kojemu su koristeni NKBM-i i zastitna membrana. Prema
prethodnim istrazivanjima, prvi i jedan od najboljih materijala za augmentaciju alveolarnog
grebena koristen za ovakve intervencije je autogena kost, koja predstavlja “zlatni standard".
Djeluje osteoinduktivno, osteokonduktivno i ima osteogene sposobnosti. Unato¢ prednostima,
njezina je klinicka upotreba ograni¢ena zbog smanjene dostupnosti, brze resorpcije i
morbiditeta na donorskom mijestu 261262 To je glavni razlog potrage za zamjenskim NKBM-
om. U posljednjih nekoliko desetlje¢ca biomaterijali kao S§to su ksenografti, alografti,
aloplasticni NKBM-i, faktori rasta, koncentrati trombocita i mnogi drugi ispitani su kako bi se
pronaslo optimalno rjesenje za regeneraciju alveolarnog grebena, sto pokazuju razne studije
252261 Alografti, ksenografti i aloplasti kategorizirani su kao NKBM-i razvijeni za
prevladavanje problema s autogenom kosti. Alografti, koji su zbog regulatornih ograni¢enja u
pogledu upotrebe jos uvijek zabranjeni, doveli su do upotrebe novih materijala iz drugih izvora,
kao $to su zivotinjski ili sintetski 471%, Ksenografti koji potjecu od Zivotinja su NKBM-i s

osteokonduktivnim svojstvima koji se koriste za augmentaciju alveolarnog grebena i
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predstavljaju alternativu zlathom standardu. IstraZzivanja su pokazala da su ti NKBM-i sigurni i
ucinkoviti pri regeneraciji alveolarnog grebena 2%, S druge strane, aloplasti su sintetski NKBM-
I koji imaju dobra osteointegrativna i osteokonduktivna svojstva. Jedan od njih je i kombinacija
HA i B- TCP u obliku BCP-a %,

S obzirom na sve prednosti i nedostatke odredenih NKBM-a, u ovome istrazivanju koriSten je
ksenograft (Bio-Oss®) i injekcijski aloplast (maxresorb® inject). Ova studija ispituje u¢inak
ksenografta i injekcijskog oblika aloplasta, tj. BCP-a sastava od 60 % HA-a i 40 % B-TCP-a.
Trenutno ne postoji komparativna histoloska studija ispitivanja histoloskoga i
histomorfometrijskog ucinka na regeneraciju alveolarnog grebena na ljudima, niti
imunohistokemijske analize ksenografta i aloplasticnoga biomaterijala u injekcijskom obliku.
Prema tome, rasprava ¢e se koncentrirati na istrazivanja i prikaze slucajeva u kojima su
koriSteni ksenograft Bio-Oss® i injekcijski oblici aloplasta omjera 60 % HA i 40 % B-TCP
samostalno ili u kombinaciji s drugim NKBM-ima.

U ovoj studiji sudjelovalo je 38 ispitanika, od kojih 17 (45 %) muskoga spola, a 21 (55 %)
zenskoga spola, rasporedenih u dvije skupine — ispitivanu i kontrolnu. Prosje¢na dob ispitanika
iznosila je 35.03 £ 9.16, (Zene = 36.67 = 6.39; muskarci = 33.00 + 11.61). Moze se povuci
paralela s istrazivanjima na ljudima koje su proveli Candrlié¢ i sur. 2%, Jelusié i sur. 2%%i Cordaro
i sur. 266, U studiji Candrlié¢ i sur. koja je ispitivala kvalitativni i kvantitativni u¢inak injekcijskog
bifaznog klacijeva fosafata i druge vrste ksenografta u tehnici prezervacije alveole, sudjelovalo
je 40 ispitanika, od kojih je 15 (37.5 %) muskoga spola i 25 (62.5 %) zenskoga spola. U studiji
Jelusic¢a i sur. u kojoj se ispitivao kvalitativni i kvantitativni u¢inak ¢istoga jednofaznog B-TCP-
a i granuliranoga BCP-a u tehnici podizanja dna sinusa, sudjelovalo je 43 ispitanika, 53.3 %
ispitanika muskoga spola i 46,7 % zenskoga spola, dok je u studiji Cordara i sur., u kojoj se
takoder ispitivao ucinak granuliranoga BCP-a i druge vrste ksenografta u tehnici podizanja dna
sinusa, sudjelovalo 37 ispitanika. Te tri studije, iako su u njima koriSteni razli¢iti ksenografti i
aloplasticni NKBM-i mogu potvrditi ustroj istrazivanja slican ovome u kojemu je najniza dob
ispitanika bila 18 godina, a glavni ukljucni i iskljucni kriteriji koji se odnose na indikacije i
kontraindikacije za implantolosku terapiju potvrdeni su u svim studijama. Takoder, u ovoj su
studiji glavni kriterij za uklju¢ivanje bili pacijenti koji imaju najmanje jedan zub predviden za
ekstrakciju na kojemu su prethodno iskoristene sve terapijske mogucnosti i koji imaju
mogucnost odgodene ugradnje dentalnog implanata na mjestu ekstrakcije nakon augmentacije
alveolarnog grebena. U studiji Candrlié i sur. glavnina pozornosti bila je usmjerena na postupak

prezervacije alveole uz sve oCuvane stijenke, a u ovoj studiji indikacija je postavljena i na
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alveolarne stijenke koje nemaju o¢uvan kontinuitet, dok se studijama Jelu$i¢a i sur. i Cordara i
sur. klini¢ki postupak odnosio na tehniku podizanja dna maksilarnog sinusa. Mangano i sur. 267
su u svome istrazivanju s BCP-om ukljucili samo 10 ispitanika, od kojih su 4 ispitanika bila

zenskoga spola, a 6 muskoga, u dobi izmedu 36 i 67 godina, dok su Oh i sur. 28

u svojoj studiji
ispitivanja BCP-a i ksenografta u tehnici podizanja dna sinusa ukljuéili 58 ispitanika od kojih
je 25 ispitanika bilo Zenskoga spola, a 33 ispitanika muskoga spola, tako da takvi podaci
odskacu od ove i prethodne tri studije. Medutim, u svim prethodno navedenim studijama
kostani bioptat na mjestu buducega implantata uzet je Sest mjeseci nakon augmentacijskoga

postupka §to korelira s ovim i mnogim drugim istrazivanjima.

Za procjenu regeneriranih augmentacijskih podrucja koriste se kvantitativna i kvalitativna
analiza uzoraka biopsije kosti, $to, osim nase, dokazuju i mnoge prethodne studije 292", Ve¢i
postotak novonastale kosti upucuje na uspjesnu integraciju kostanoga presatka, a vitalna kost
jedan je od najvaznijih ¢imbenika za oseointegraciju dentalnog implantata. OpsezZni
eksperimentalni dokazi dobiveni prethodnim animalnim i studijama na ljudima prate
postavljene ciljeve ovoga istrazivanja nakon augmentacije u kontrolnoj i ispitivanoj skupini 2%
Kvanitativnom analizom odredile su se povrsine novostvorene kosti, zaostatnoga NKBM-a i
mekotkivnih struktura s obzirom na ukupnu povrSinu histoloskoga preparata u vidnom polju, a
nakon obrade svih rezultata dobivene povrsine pretvorene su u volumne postotke (%). Rezultati
usporedbe tih struktura u kontrolnoj skupini u kojoj se koristio ksenograft Bio-0ss® izrazeni su
kao srednja vrijednost + standardna pogreska srednje vrijednosti, a iznosili su: novostvorena
kost (41.73 £ 13.99 %), zaostatni biomaterijal (31.72 £ 15.52 %), mekotkivne strukture (26.54
+ 7.25 %). S druge strane, kvalitativnom je analizom procijenjen patohistoloski odgovor tkiva
domacina na koristeni NKBM, odnosno opisani su osteoblasti, osteociti, fibroblasti, fibrociti,

krvne zile i stanice monocitno-makrofagnoga sustava.

U literaturi je Bio-Oss® jedan od najbolje dokumentiranih govedih ksenografta i Cesto je
koristen kao kontrolna skupina u mnogim istrazivanjima 29622273 Slijede¢i trenutno dostupnu
literaturu o animalnim studijama, kao $to je studija Jensen-a i sur. iz 1996. godine 27* prvi je put
kvantitativnom i kvalitativnom analizom opisan nastanak novostvorene kosti i sposobnost
NKBM-a za obnavljanje oste¢enoga tkiva potaknuto koristenjem ksenografta (Bio-Oss®) ¢iji
je ucinak u kontrolnoj skupini ispitivan u ovom istrazivanju. Tako je u istrazivanjima poput
onoga McAllistera i sur. 2”27 y dvije studije na ¢impanzama 7.5 mjeseci nakon augmentacije
postotak novostvorene kosti iznosio 47 % i 62 %, dok je postotak zaostatnoga NKBM-a iznosio

19 % u obje studije. Mah i sur. i Scarano i sur. 2’2’8 y svojim su studijama, na animalnim
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modelima kalvarije Stakora, u razdoblju izmedu 112 i 168 dana opisali postotak novostvorene
kosti od 47.4 + 7.1 % te 39 + 3.3 %. Takoder, u novijoj studiji Aluddena i sur. iz 2020. godine
219 provedenoj na svinjama, postotak novostvorene kosti nakon 20 tjedana od augmentacijskoga
postupka iznosio je 60 %, dok je zaostatnoga NKBM-a preostalo 25 %. Takvi rezultati i period
pracenja koreliraju priblizno i s ovim rezultatima, bez obzira na navedene animalne modele i

veli¢inu uzorka.

Prate¢i literaturu 0 studijama na ljudima u kojima se koristio ovaj oblik ksenografta sest mjeseci
nakon augmentacije, starija studija Zitzmanna i sur. iz 2001. godine 2% potvrdila je 36.7 + 26.6
% novostvorene kosti, 30.5 + 4.6 % zaostatnoga NKBM-a i 37.6 + 20.5 % mekotkivnih
struktura, $to je priblizno jednako rezultatima dobivenima u ovoj studiji. Takoder, novija studija
Amoiana i sur. 8! mozZe se povezati s ovom kontrolnom skupinom u smislu novostvorene kosti
koja je u toj studiji iznosila 38.66 %, iako je uzorak ¢inilo samo Sest pacijenata. S druge strane,
studija Scarana i sur. 282, jako je provedena na puno veéem broju ispitanika, potvrdila je
regenerativni u¢inak Bio-Oss®-a u smislu novostvorene kosti od 39 = 1.6 %, 31 + 1.4 %
zaostatnoga NKBM-a i 34 £+ 1.6 % mekotkivnih struktura, $to je najblize rezultatima u ovoj
studiji Sest mjeseci nakon augmentacije istim NKBM-om. Suprotno tome, neke studije na
ljudima otkrile su da su mjesta defekta alveolarnog grebena presadena s Bio-Oss®-om
rezultirala razliitim postocima novostvorene kosti, zaostatnoga NKBM-a i mekotkivnih
strukura od spomenutih rezultata, kao $to su studije Frouma i sur. 283, Schmitta i sur. 2, Lorenza
i sur. 284 Fienitza i sur. 2 itd. Takoder, istrazivanja provedena u posljednih nekoliko godina
upucuju na razliite udjele ve¢ spomenutih varijabli, kao $to je slucaj u studijama Sivolelle i
sur. 28, Pignatona i sur. 2%’ te Santosa i sur. ?®8. Takvi rezultati mogu se objasniti razli¢itom
pocetnom morfologijom defekta, vrstom zatvaranja rane, elevacijom reznja, koriStenjem
razlicitih zastitnih membrana, mjestom uzimanja bioptata i razli¢itim periodom pracenja. Bez
obzira na to, takvi rezultati dokazuju da ucinkovitost Bio-Oss®-a u poticanju stvaranja nove
kosti u animalnim i studijama na ljudima blisko odgovara, ako ne i premasuje, autogenu kost
289 Osim histomorfometrijske analize, interes prethodnih studija, kao i ove, bio je usmjeren na
interakcije koje se javljaju izmedu NKBM-a i tkiva domacina, kao Sto je bioloski odgovor tkiva
povezan s podrijetlom NKBM-a koji je klju¢an za kvalitativnu analizu. Prvotno provedene in
vitro i in vivo animalne studije opisale su osteokonduktivna svojstva Bio-Oss® uz taloZenje
mineraliziranoga izvanstani¢nog matriksa i odgovarajuce diferenciranih maticnih stanica koje
imaju sposobnost integracije s kostanim tkivom domacina bez upalnoga odgovora 2%, Bez

obzira na sporu resorpciju koja je dokazana u mnogim istrazivanjima, kvalitativna svjetlosna
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mikroskopska analiza drugih, a i ovoga istrazivanja, snazno dokazuju da mjesta tretirana Bio-
Oss®-om pokazuju dobru integraciju izmedu biomaterijala i okolnoga tkiva domagéina 209216:2%2,
Stovise, na ovim se uzorcima nakon razdoblja od $est mjeseci mogu uo&iti osteoblasti na granici
s novostvorenom kosti i zaostatnim biomaterijalom, osteociti u novostvorenoj kosti i
Howshipova lakuna u kostanoj gredici s krvnom Zilom koja upucuje na integraciju biomaterijala
i novostvorene kosti. Takoder, na reprezentativnim uzorcima histoloskoga bojenja uocavaju se
stanice monocitno-makrofagnoga sustava oko zaostatnoga biomaterijala koje upucuju na
razgradnju biomaterijala, $to se moze povezati s mnogim drugim istrazivanjima, jedno od kojih
je istrazivanje Piattellija i sur. koji su nakon odredenoga perioda pracenja na histoloskim
preparatima dokazali prisustvo stanica monocitno—makrofagnoga sustava koji okruzuju
navedeni NKBM i upuéuju na njegovu sporiju resorpciju 2723, Prema nekim autorima, takvo
ponasanje in vivo moglo bi dijelom biti sprijeCeno specificnom obradom na visokim
temperaturama i sterilizacijom NKBM-a, prije nego bude dostupan za klini¢ku upotrebu.
Zapravo, odsutnost proteina klju¢na je za izbjegavanje nezeljenih imunoloskih, alergijskih
reakcija i svih mogucih rizika od kriznih infekcija. Ovaj tretman modificira mineralnu strukturu
kosti hidroksiapatita, pa tako dobiveni NKBM obi¢no ima smanjen resorpcijski potencijal 2%.
Ovakvi nalazi koreliraju s dobivenim rezultatima te upucuju na veéu koli¢inu zaostatnoga
biomaterijala u kontrolnoj skupini (Bio-Oss® - 31.72 + 15.52 %) u odnosu na ispitivanu
skupinu (maxresorb inject® - 28.61 + 11.38 %) te zakljucno sporiju resorpciju ksenografta. Bez
obzira na sve navedeno, u klinickom smislu, Bio-Oss® se pokazao kao vrijedna alternativna
zlatnom standardu koji osigurava dobru kvalitetu novostvorene kosti i obecava dugoro¢nu stopu

regeneracije 2%.

U ispitivanoj skupini koristen je injekcijski bifazni kalcijev fosfat (maxresorb® inject) sastava
60 % HA-a i 40 % B-TCP-a, predstavnik skupine aloplasticnih NKBM-a. Aloplasticni NKBM-
I, za koje nije potrebno donorsko mjesto i nemarizika od prijenosa infektivnih bolesti, uz njihov
dizajn, odnosno upotrebu sa Strcaljkama razli¢itih veli¢ina, postali su vrlo popularni i idealna
su zamjena za druge vrste NKBM-a sa sposobnos§¢u pokrivanja razlicitih oblika defekta u usnoj
Supljini i posjeduju dobra osteokonduktivna svojstva. Animalne i studije na ljudima o
injekcijskim NKBM-ima imaju vaznu ulogu u podru¢ju dentalne medicine 2422%42%
Kvantitativni rezultati ove studije, tj. usporedbe novostvorene kosti, zaostatnoga NKBM-a i
mekotkivnih struktura u ispitivanoj skupini u kojoj se koristio injekcijski BCP (maxresorb®

inject) izraZeni su takoder kao srednja vrijednost + standardna pogreska srednje vrijednosti, a

iznosili su: novostvorena kost (39.91 £ 8.49 %), zaostatni biomaterijal (28.61 = 11.38 %),
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mekotkivne strukture (31.49 + 11.09 %). S druge strane, u kvalitativnoj se analizi i ovdje
procijenio patohistoloski odgovor tkiva domacina na koristeni NKBM, odnosno opisani su
osteoblasti, osteociti, fibroblasti, fibrociti, krvne zile i stanice monocitno-makrofagnoga

sustava.

Prema dostupnoj literaturi, Gauthier i sur. 2 medu prvima su izveli animalnu studiju na psima
o koristenju injekcijskih sintetskih NKMB-a u omjeru 60/40 HA/B-TCP i njihovoj moguénosti
da potaknu formaciju nove kosti. Postotak novostvorene kosti u toj studiji iznosio je 48.96 +
8.90 % nakon tri mjeseca od augmentacije. Na temelju prvih histomorfometrijskih rezultata u
animalnoj studiji moze se zakljuciti da taj aloplastiéni NKBM s injekcijskim svojstvima u
omjeru 60/40 HA/B-TCP podrzava stvaranje nove kosti. Isti autori u studiji iz 2004. koja je
provedena na psima dokazali su da tri mjeseca nakon implantacije injekcijskog BCP-a dolazi
do znac¢ajnoga porasta novostvorene kosti u usporedbi s nepopunjenim defektima 2%’. To je
potvrdilo i istrazivanje Arala i sur., u kojoj je koristen NKBM u injekcijskom obliku. Nakon tri
mjeseca histoloske i histomorfometrijske analize potvrdile su izvrsnu biokompatibilnost kosti i
osteokonduktivna svojstva, usporedive s autolognim kostanim transplantatom, bez znakova
upalne reakcije, koja pogoduju stvaranju nove kosti 24, Takoder, u nesto kasnijoj studiji
Struilloua i sur. 2% u kojoj se koristio injekcijski oblik BCP-a, postotak novostvorene kosti
iznosio je 35.5 + 13.9 %, §to je vrlo sli¢no rezultatima dobivenima u ovoj studiji. U to vrijeme
navedeni autori zakljucili su da bi dugorocne studije bile korisne za procjenu ponaSanja
biorazgradnje biomaterijala, $to nas navodi na zakljucak da je tri mjeseca nakon augmentacije
relativno kratko razdoblje za promatranje razgradnje biomaterijala. S obzirom na navedeno,
histoloski uzorci bioptirani su i u ovoj skupini nakon sest mjeseci od augmentacije kako bi se
dobili $to to¢niji i realniji rezultati.

Slijede¢i trenutnu literaturu o studijama na ljudima u kojima je koristen injekcijski oblik BCP-
a, iako ih je vrlo malo, predstavljeni su najrelevantniji dokazi u smislu uspjesnoga
regeneracijskog potencijala i stvaranja nove kosti. U studijama Papancheva i sur. *° i Lorenza
i sur. 218 nakon getiri i $est mjeseci od augmentacije, histoloske i histomorfometrijske analize
uzoraka biopsije kosti pokazale su usporedivu koli¢inu novostvorene kosti i mekoga tkiva. Ono
Sto se istiCe u studiji Papancheva i sur. tehnika je podizanja dna sinusa koja je bilateralno
izvedena na samo jednom pacijentu nakon Sest mjeseci od augmentacije i koja je pokazala
postotak novostvorene kosti od 15 % i 21%. Bilo bi zanimljivo provesti istrazivanje na ve¢emu
broju ispitanika kako bi takvi rezultati bili usporedivi. S druge strane, u studiji Lorenza i sur.

uzorci biopsije kosti 21 pacijenta uzeti su Cetiri mjeseca nakon augmentacije, Sto je prili¢no
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rano u usporedbi s preporukama, medutim, pokazali su postotak novostvorene kosti od 44.92 +
5.16 % §to korelira i s ovim istrazivanjem, za razliku od zaostatnoga biomaterijala koji je u toj
studiji bio 2.59 + 2.05 % i mekotkivnih struktura od 52.49 £ 6.43 %. U studiji Candrlié i sur.
264 koja je ve¢ prethodno spomenuta, a u kojoj je koristen injekcijski BCP u kombinaciji
drugim ksenograftom, postotak novostvorene kosti bio je 26.47 + 14.72 %, zaostatnoga
biomaterijala od 13.1 + 14.07 % i mekotkivnih struktura 60.43 + 12.73 %. Bez obzira na
drugacije rezultate u usporedbi s ovim istrazivanjem, regeneracijski potencijal injekcijskog
BCP-a dokazan je u oba istrazivanja. Vazno je spomenuti i neka novija istrazivanja u kojima se
koristio BCP sastava 60/40 HA/B-TCP u granuliranom obliku, a koji su pokazali rezultate sli¢ne
ovom istrazivanju s injekcijskim BCP-om Sest mjeseci nakon augmentacije. Tako je u studiji
Jelugica i sur.?®® na 30 pacijenata postotak novostvorene kosti iznosio 38.42 + 61 %; u studiji
Nerya i sur. 3 na 10 pacijenata 43.4 + 6.1 %, a u studiji Flichy-Fernanadeza i sur. *°! na 16
pacijenata 34.09 + 14.11 %. Takvi kvantitativni rezultati potvrduju osteokonduktivni potencijal
BCP-a.

Kvalitativnom je analizom i u ovoj skupini procijenjen patohistoloski odgovor tkiva domacina
na koristeni NKBM. Djelujuci kao strukturni okvir za migraciju osteogenih stanica, aloplasti¢ni
NKBM-i podrzavaju rast i proliferaciju in vivo i poticu talozenje mineraliziranoga
izvanstani¢nog matriksa od strane osteoblasta 2°%3%2, Osim kemijskoga sastava, geometrija,
ultrastruktura i mehanicka svojstva ovih NKBM-a odrednice su za uspjesno cijeljenje kostanih
defekata, resorpciju i istodobnu zamjenu s novostvorenom kosti 3%, Geometrijski dizajn
strukturnoga okvira pojacava aktivaciju signalnih molekula $to dovodi do indukcije stvaranja
kosti. Prema studijama Ripamontija i sur. 3**, geometrija biomaterijala, a posebno konkavnost
stvorena u biokeramici na bazi hidroksiapatita i/ili bifaznog kalcijeva fosfata, kada se unese u
misi¢no tkivo primata, pokreée diferencijaciju stanica. Studije Khaleda i sur. **° i Georgieva i
sur. 3% koristenjem injekcijskin NKBM-a u kombinaciji s nanogesticama HA-a sugerirale su da
HA u obliku manjih granula doprinosi boljoj stani¢noj interakciji, $to dovodi do brze resorpcije
biomaterijala i stvaranja nove kosti. To je potvrdeno i u ovoj studiji u kojoj je koristen NKBM
uz dodatak HA-a. Histoloske analize pokazale su da su se cestice NKBM-a integrirale i
postupno zamijenile novostvorenom kosti. S druge strane, resorpcija NKBM-a moze se
objasniti na na¢in da se, neposredno nakon uno$enja, vodeni dio gela otapa ostavljaju¢i za
sobom nano-HA i HA/B-TCP cestice. Kao $to je poznato prema upustvima ovoga NKBM-a i iz
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nekih istrazivanja poput studije Gotza. i sur. ", nano-HA cestice pokazuju visoku biolosku

aktivnost zbog svoje velike povrsine. Cini se da nanoporoznost biomaterijala omogucuje
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apsorpciju molekula i faktora rasta specifi¢nih za kost, kao $to su alkalna fosfataza, BMP-2,
kolagen tipa I, osteokalcin i osteopontin, ¢ime se omogucuje regrutiranje prekursora osteoblasta
i njihova diferencijacija u zrele osteoblaste, zajedno s adhezijom stanica monocitno—
makrofagnoga sustava, $to ¢e kona¢no dovesti do postupne resorpcije NKBM-a i nastanka
zreloga kosStanog tkiva. Na temelju tih spoznaja moze Se zakljuCiti da takva aktivnost
predstavlja snaznu interakciju sa stanicama koje stvaraju kost uz urastanje novih krvnih zila,
kao i sa stanicama monocitno—makrofagnoga sustava. Sve navedene stanice i strukture opisane
su i na reprezentativnim uzorcima ove studije. Bitno je istaknuti da na uzorcima nije bilo
znakova upalnoga odgovora, dok su stanice monocitno—makrofagnoga sustava koje upucuju na
resorpciju detektirane samo na granici NKBM-a. Prema prethodnim studijama, B-TCP ¢e se
resorbirati unutar ~ 3 - 6 mjeseci, a HA unutar ~ 2 - 3 godine . To nam dokazuje da strukturni
okvir podrzava progresivni proces regeneracije kosti. Naime, ove specificne karakteristike
temelje se na ravnotezi izmedu manje topljivoga HA i vise topljivoga TCP-a. Variranje omjera
HAJ/TCP, tj. mehanicka i bioloSka uc¢inkovitost za induciranje stvaranja nove kosti mogu se
prilagoditi 3%°. Usporedujuéi studije Weissa i sur. 31° i Lorenza i sur. 28 u smislu resorpcije
biomaterijala, moZzemo zakljuciti da proces resorpcije ovisi i 0 kemijskoj strukturi
biomaterijala, tj. promjeru ¢estica. Male Cestice vrlo se brzo resorbiraju, ali takoder poti¢u brzo
stvaranje nove kosti u nastalim slobodnim prostorima. U isto vrijeme B-TCP/HA granule
pruzaju strukturni okvir za migraciju stanica koje stvaraju kost i talozenje nove kosStane matrice.
Logic¢no, §to su Cestice biomaterijala vece, to je resorpcija Sporija, §to navodi na zakljucak da
koristenje nanocCestica U injekcijskom obliku, koje se brzo resorbiraju i zamjenjuju
novostvorenom Kosti, za zahvate kao §to je ugradnja implantata, dovode do boljega klinickoga

uspjeha i dugoroc¢ne stabilnosti implantata.

Stovise, bitno je izdvojiti i neke druge biomehani¢ke prednosti injekcijskog oblika ovoga
NKBM-a prilikom rukovanja, od kojih se medu prvima isticu fluidnost, koja omogucava
popunjavanje trodimenzionalnih Supljina uz sposobnost nestvrdnjavanja na licu mjesta, sto je i
zakljuceno tijekom provodenja ove klinicke studije. Zahvaljujuéi svom specifi¢nom sastavu i
viskoznosti prilikom popunjavanja defeka primijeceno je savrSeno oblikovanje, uklapanje u
defekt i1 prianjanje na okolnu koStanu povrSinu. Uz to, poseban dizajn u obliku Strcaljke
omogucio je izravan pristup i manjim defektima. Na temelju ovih ¢injenica moze se zakljuciti
da je ovaj NKBM u injekcijskom obliku dizajniran za regeneraciju manjih ostecenja koja ne
zahtijevaju dodatnu stabilnost volumena. S druge strane, NKBM-i u obliku blokova bili bi

indicirani za mnogo sloZenije postupke gdje NKBM sluzi kao drza¢ prostora kod vecega
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defekta kosti. S obzirom na to da u studiju nisu bili ukljuceni pacijenti s opseznim alveolarnim

kostanim defektima, primjena injekcijskog oblika NKBM-a bila je opravdana.

Nedavne in vitro i animalne studije posvecene su poboljsanju spomenutoga injekcijskog oblika
kalcij-fosfatnih cemenata promjenom razli¢itih ¢imbenika, ukljucujuéi sastav, veli¢inu Cestica,
omjer tekuce faze i praha te obrade prilikom pripreme. Mnogi organski ili anorganski aditivi,
poput limunske kiseline, citozana, zelatine, kolagena, natrijevoga alginata, polilakti¢éne-ko-
glikolne kiseline, mati¢nih stanica iz krvi, polimernih vlakana i njihovih primjesa, derivata
matrice cakline, dodani su u prah ili teku¢u fazu radi poboljSanja rukovanja i mehanickih

svojstava 240311313

Vecina injekcijskih sintetskih biomaterijala temelji se na hidrofilnim polimerima kao $to su
kolagen, hijaluronska kiselina (HY) i celuloza, uz granule na bazi kalcijevog fosfata. U studiji
Barbecka i sur. 2*° pokazalo se da dodavanje HY i metilceluloze s B-TCP granulama rezultira
nastankom NKBM-a koji ima integrativnu ulogu inducirajué¢i kontinuiran rast stanica od
periferije do jezgre, ¢ime se poveéava vaskularizacija oko implantata Osim toga, Sa i sur. 314
otkrili su da ugradnja sinteriranih HA cestica milimetarske veli¢ine znacajno poboljSava
osteokonduktivno ponaSanje poroznoga injekcijskog cementa, §to je i dokazano u ovom

istrazivanju.

Kalcij-fosfatni cementi bez ikakvih aditiva obi¢no pokazuju loSu injektibilnost zbog
razdvajanja tekuce i krute faze. U veéini slucajeva Ciste anorganske kalcij-fosfatne paste imaju
tendenciju raspadanja u ranim fazama kontakta s bioloSkim tekuc¢inama (krv) zbog slabe
kohezije. Naposljetku, otpusStanje Cestica kalcijevog fosfata u krvotok moze uzrokovati
odredene komplikacije, pojacanom kolagulacijom krvi mozZe do¢i do poremecaja u

kardiovaskularnom sustavu te uzrokovati stanje kao $to je pluéna embolija 241,

Buduca istrazivanja trebala bi se usredotociti na biomehanicka svojstva ovih NKBM-a, poput
kohezije tijekom stvrdnjavanja i poveéanja viskoznosti razli¢itim aditivima, tako da ubrizgani
oblik biomaterijala zadovoljava sve kriterije za upotrebu u kirur§kim zahvatima, tj. omogucuje

lako rukovanje i kontrolu od strane terapeuta.

Zakljuccei koji se odnose na ispitivanu skupinu sugeriraju da augmentacija kosti injekcijskim
BCP-om (maxresorb® inject) omogucuje stvaranje nove kosti i zadovoljava sve kriterije za
upotrebu u kirurS§kim zahvatima, u ovom slucaju odgovarajuc¢ega postavljanja dentalnog
implantata. Injekcijski oblik NKBM-a nudi moderniji pristup unosenja u defekt, to¢nije, moze

se to¢no prilagoditi u trodimenzionalni okvir, za razliku od drugih oblika, koji su obi¢no u
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obliku bloka i potrebno ih je posebno prilagoditi svakom pojedinom defektu. Na temelju dosad
istrazenih animalnih i studija na ljudima, uz ovu studiju, prednosti injekcijskog oblika BCP-a
bolja su moguénost rukovanja i primjena za manje defekte u smislu unosenja na tesko dostupna
mjesta, smanjenje vremena zahvata, ¢vrstoca, brza resorpcija povezana s uporabom manjih
Cestica | mogucnost mijeSanja NKBM-a s razli¢itim dodacima (kao $to je HA), koji naposljetku

povecavaju interakciju izmedu stanica.

Imunohistokemijska analiza kontrolne i ispitivane skupine provedena je u svrhu detekcije
transkripcijskoga faktora Osx-a i BMP-2 proteina, a specifi¢ni ciljevi bili su identificirati
ekspresiju Osx-a u remodelaciji kosti i1 ekspresiju BMP-2 proteina u diferencijaciji
mezenhimnih stanica na koStanim bioptatima Sest mjeseci nakon augmentacije.
Imunohistokemijski nalazi s razinom ekspresije (Osx i BMP-2) pregledani su na svjetlosnom
mikroskopu i semikvantitativno procijenjeni od strane iskusnoga patologa koji je prema jacini
obojenosti dodijelio razine od 0 — 3 ,,pluseva‘ na nacin: (0 = negativno; 1 = slabo obojenje (+);
2 = umjereno obojenje (++) ; 3 = jako obojenje (+++). U obje skupine prikazana je razina jacine
3 (+++), tj. jako obojenje koja upucuje na osteokonduktivna svojstva oba NKBM-a.
Reprezentativni uzorci kontrolne i ispitivane skupine te Osx imunohistokemijskoga bojenja
prikazali su stanice s ekspresijom ja¢ine 3 (+++) Osx-a u pre-osteoblastima usidrenima na
granici novostvorene kosti, §to upucuje na njihov prijelaz u zrele osteoblaste i osteocite. Stovise,
primijecena je i trabekularizacija nove kosti koja upucuje na kontinuiranu remodelaciju. Prateci
trenutno dostupnu literaturu, prethodne studije pokazale su da je Osx bitan transkripcijski

¢imbenik u osteogenoj diferencijaciji 2’

. Naime, potvrdeno je da je Osx ukljuen u
diferencijaciju, sazrijevanje i aktivnost osteoblasta 3!°, tj. njegove sposobnosti regulacije
ekspresije raznih markera, odnosno proteina osteoblasta od kojih su najznacajniji osteopontin
(OPN) i osteokalcin (OCN) i dr. 36317, S obzirom na navedenu ulogu Osx-a u novostvorenoj
kosti i indukciji navedenih osteoblasti¢nih markera, a i na nedostatak istrazivanja s kojima Su
usporedivani rezultati, istrazivanja sa specifi¢cnim proteinima poput OPN-a i OCN-a koji su s
pojacanom eskpresijom detektirani u novostvorenoj kosti, potvrdili su dobru integraciju izmedu

NKBM-a te osteoblasta i osteocita 318320,

S druge strane, reprezentativni uzorci kontrolne i ispitivane skupine i BMP-2
imunohistokemijskoga bojenja prikazali su stanice s ekspresijom jacine 3 (+++) BMP-2,
uglavnom prisutnoga u zonama u kojima se nastavila diferencijacija mezenhimnih stanica u
pre-osteoblaste koje upuc¢uju na obnavljanje, tj. regeneraciju oStec¢enoga tkiva. Sukladno

literaturi, BMP-2 je protein koji djeluje kao snazan osteogeni faktor i promotor diferencijacije
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osteoblasta eksprimiran i u sliénim studijama s ovom vrstom NKBM-a koje potvrduju dobivene
rezultate 3°7318, Imunohistokemijska analiza s ova dva protutijela obradena je na samo par
uzoraka u kontrolnoj i ispitivanoj skupini, a dobiveni rezultati bez statistiCke analize ne mogu
u potpunosti omogucditi konkretan zakljucak. No, semikvantitativna analiza transkripcijskoga
faktora Osx-a i BMP-2 proteina na histoloSkim uzorcima potvrduje njihovu ulogu u osteogenoj

diferencijaciji $to je u skladu s prethodno objavljenim studijama.

Ova studija usporedivala je dva NKBM-a koja se koriste u augmentaciji alveolarnog grebena:
Bio-Oss®-a i maxresorb® injecta. Histopatoloske, histomorfometrijske i imunohistokemijske
analize pokazale su usporedive rezultate za ove NKBM-e te su dokazale da je maxresorb®
inject isto tako prikladan i uspjesan kao NKBM za augmentaciju alveolarnog grebena, a iz
vrijednosti t-testova vidljivo je kako ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu ispitivane i
kontrolne grupe po pitanju novostvorene kosti, zaostatnoga biomaterijala i mekoga tkiva. Time
su potvrdene hipoteze da injekcijski bifazni kalcijev fosfat pri augmentaciji alveolarnog
grebena u komparaciji s anorganskom govedom kosti postize priblizno jednak ucinak u
postotku novostvorene kosti te da injekcijski bifazni kalcijev fosfat u usporedbi s anorganskom

govedom kosti pri augmentaciji alveolarnog grebena ima jednaku histokompatibilnost.

Potrebno je istaknuti prednosti ove studije. Studija je provedena kao randomizirana kontrolirana
klinicka studija na ljudima koja je usporedivala kvantitativnu, kvalitativnu i
imunohistokemijsku analizu dva NKBM-a. Zaklju¢ci su dakle ograni¢eni na usporedbu
ukupnih ishoda izmedu skupina, a ne usporedbu pojedinacnih komponenata izmedu skupina.
Histomorfometrijska, histoloska i imunohistokemijska analiza i koriStenje standardiziranoga
besplatnog programa uz detaljan opis uzoraka omogucili su reprodukciju metodologije i
usporedbu dobivenih rezultata s budu¢im studijama. Svi ispitanici u studiji prosli su
standardizirani protokol u pogledu operativnih postupaka i vremena od koStane augmentacije
do uzimanja biopsije. Medutim, zbog male kolic¢ine obradenih uzoraka, posebno u
imunohistokemijskoj analizi, daljnja klinicka ispitivanja s ve¢im uzorkom i duzim vremenom

pracenja mogu posluziti prije kona¢nih izjava u tom pogledu.

Bez obzira na neka metodoloska ogranicenja, usporedivi rezultati dobiveni koriStenjem
injekcijskog bifaznog kalcijeva fosfata u odnosu na alternativu zlathom standardu tj. anorganski
govedi ksenograft, pruzaju obecavajuci ishod u svrhu augmentacije alveolarnog grebena nakon

ekstrakcije zuba te konacne ugradnje dentalnog implantata.
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6. ZAKLJUCCI

1. Injekcijski bifazni kalcijev fosfat pri augmentaciji alveolarnog grebena u komparaciji s
anorganskom govedom kosti postize priblizno jednak uc¢inak u postotku novostvorene
kosti.

2. Injekcijski bifazni kalcijev fosfat u usporedbi s anorganskom govedom kosti pri
augmentaciji alveolarnog grebena ima jednaku histokompatibilnost.

3. Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu ispitivane i kontrolne grupe po pitanju
novostvorene Kosti.

4. Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu ispitivane i kontrolne grupe po pitanju
zaostatnoga biomaterijala.

5. Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu ispitivane i kontrolne grupe po pitanju
mekoga tkiva.

6. Kvalitativna analiza oba NKBM-a pokazala je sposobnost NKBM-a za obnavljanje
oste¢enoga tkiva, tj. osteoblasta na granici s novostvorenom Kkosti i zaostatnim
biomaterijalom, osteocita u novostvorenoj kosti i Howshipovih lakuna u kostanoj
gredici s krvnom zilom koja upucuje na integraciju biomaterijala i novostvorene kosti.
Stanice monocitno-makrofagnoga sustava primijeCene su samo oko zaostatnoga
biomaterijala gdje upucuju na njegovu resorpciju.

7. Imunohistokemijska ekspresija transkripcijskoga faktora Osx primijeCena je u pre-
osteoblastima usidrenima na granici novostvorene kosti, §to upucuje na njihov prijelaz
u zrele osteoblaste i osteocite uz trabekularizacija nove kosti, tj. kontinuiranu
remodelaciju.

8. Imunohistokemijska ekspresija BMP-2 proteina primije¢ena je u zonama u kojima se
nastavila diferencijacija mezenhimnih stanica u pre-osteoblaste sto upuéuje na

obnavljanje, tj. regeneraciju oste¢enoga tkiva.
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8. SAZETAK

Ciljevi istraZzivanja: Utvrditi sposobnost cijeljenja kostanih defekata alveole pri augmentaciji
injekcijskim bifaznim kalcijevim fosfatom na humanim bioptatima te ga s histoloSkoga apekta
usporediti s anorganskom govedom kosti. Dodatni ciljevi bili su izracunati postotak
novostvorene Kosti, zaostatnoga biomaterijala i mekotkivnih struktura na kostanim bioptatima
Sest mjeseci nakon augmentacije, kvalitativno procijeniti sposobnost nadomjesnog kostanog
biomaterijala u obnavljanju osteCenoga tkiva, opisati patohistoloske promjene na kosStanim
bioptatima Sest mjeseci nakon augmentacije te imunohistokemijski identificirati ekspresiju

Osx-a i BMP-2 u remodelaciji kosti i diferencijaciji mezenhimnih stanica.
Nacrt istrazivanja: randomizirana kontrolirana klinicka studija

Ispitanici i metode: U studiju su bila ukljucena 38 ispitanika randomiziranih u dvije skupine.
Prvu skupinu ¢inili su ispitanici koji su primili ispitivani nadomjesni koStani biomaterijal tj.
injekcijski bifazni kalcijev fosfat, a drugu oni koji su primili alternativu zlathom standardu, tj.
govedi ksenograft. Sest mjeseci nakon augmentacije pristupilo se biopsiji alveolarne kosti s
kona¢nom ugradnjom dentalnog implantata. KosStani bioptati proslijedeni su u laboratorij na

kvantitativnu, kvalitativnu i imunohistokemijsku analizu.

Rezultati: Histopatoloske, histomorfometrijske i imunohistokemijske analize pokazale su
usporedive rezultate za ove nadomjesne koStane biomaterijale te su dokazale da je injekcijski
bifazni kalcijev fosfat isto tako prikladan i uspjeSan za augmentaciju alveolarnog grebena, a iz
vrijednosti t-testova vidljivo je kako ne postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu ispitivane i
kontrolne grupe po pitanju novostvorene kosti, zaostatnoga biomaterijala i mekoga tkiva. Time
je potvrdeno da injekcijski bifazni kalcijev fosfat pri augmentaciji alveolarnog grebena u
komparaciji s anorganskom govedom kosti postize priblizno jednak ucinak u postotku
novostvorene kosti te da injekcijski bifazni kalcijev fosfat u usporedbi s anorganskom govedom
kosti ima jednaku histokompatibilnost. Takoder, semikvantitativna analiza ekspresije Osx-a i

BMP-2 proteina potvrduje njihovu ulogu u osteogenoj diferencijaciji.

Zakljucak: Usporedivi rezultati dobiveni koriStenjem injekcijskog bifaznog kalcijeva fosfata
u odnosu na alternativu zlatnom standardu tj. anorganski govedi ksenograft, pruzaju
obecavajuci ishod u svrhu augmentacije alveolarnog grebena nakon ekstrakcije zuba te konacne

ugradnje dentalnog implantata.

Kljucéne rije¢i: aloplast; augmentacija; histologija; imunohistokemija; ksenograft
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9. SUMMARY

Aims and Objectives: To determine the healing ability of alveolar bone defects during
augmentation with injectable biphasic calcium phosphate on human biopsies and to compare
them with anorganic bovine bone from a histologic standpoint. Additional objectives were to
calculate the percentage of newly formed bone, residual biomaterial, and soft tissue structures
on bone biopsies six months after augmentation, to qualitatively assess the ability of the
replacement bone biomaterial to restore damaged tissue, to describe pathohistological changes
on bone biopsies six months after augmentation, and to immunohistochemically determine the

expression of Osx and BMP-2 during bone remodeling and mesenchymal cell differentiation.
Study Design: randomized controlled clinical trial

Subjects and Methods: 38 subjects randomly divided into two groups participated in the study.
The first group consisted of subjects who received the tested bone substitute biomaterial, i.e.,
injectable biphasic calcium phosphate and the second group consisted of subjects who received
an alternative to the gold standard, i.e., a bovine xenograft. Six months after augmentation, a
biopsy of the alveolar bone was performed with final placement of a dental implant. The bone
biopsies were sent to the laboratory for quantitative, qualitative and immunohistochemical

analysis.

Results: The histopathological, histomorphometric and immunohistochemical analyzes gave
comparable results for these substitute bone biomaterials, proving that injectable biphasic
calcium phosphate is equally suitable and successful for alveolar ridge augmentation, and the
t-test values show that there is no statistically significant difference between the tested and
control groups in terms of newly formed bone, residual biomaterial and soft tissue. Thus, it was
confirmed that injectable biphasic calcium phosphate achieves approximately the same effect
in terms of the percentage of newly formed bone in augmentation of the alveolar ridge compared
with anorganic bovine bone and that injectable biphasic calcium phosphate has the same
histocompatibility compared with anorganic bovine bone. Semiquantitative analysis of protein

expression of Osx and BMP-2 confirmed their role in osteogenic differentiation.

Conclusion: The comparable results obtained with injectable biphasic calcium phosphate
compared with the gold standard alternative, i.e., anorganic bovine xenograft, are a promising
outcome for augmentation of the alveolar ridge after tooth extraction and final placement of a
dental implant.

Keywords: alloplast; augmentation; histology; immunohistochemistry; xenograft
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