Nastavno - naknom vetu Stomatoloskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu

Na sednici Nastavno - nénog veé&a StomatoloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradlu o
18. 03. 2016. godine, imenovana je komisija (odloika 3/13) u sastavu:

Prof. dr Snjezan@oli¢, Stomatolo3ki fakultet, Beograd

Doc. dr Jelena RoganayiStomatoloski fakultet, Beograd

dr Verica MiloSew, nawni savetnik Instituta za bioloSka istraziva§jmiSa Stankoyj
Beograd,

za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod nazil®RITIVANJE USPESNOSTI
REGENERACIJE KOSTNOG TKIVA NA MODELU KRITI CNOG DEFEKTA

KALVARIJE KUNI CA SA DIJABETES MELITUSOM TIP |,

Kandidat: mr. sci dr Milka Zivadinogi

Mentor: Prof. dr Bozidar Brko¥i

Imenovana Komisija je pra@ila doktorsku disertaciju i podnosi Nastavno - ¢&ream veu

Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beograddesie

IZVESTAJ

A. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije
Doktorska disertacija dr Milke Zivadinavipod nazivom ISPITIVANJE USPESNOSTI
REGENERACIJE KOSTNOG TKIVA NA MODELU KRITCNOG DEFEKTA

KALVARIJE KUNICA SA DIJABETES MELITUSOM TIP | je napisana na 1ltasia na



kojima je prikazano 6 tabela, 58 fotografija i 2@8erenci iz savremene, Ziggne nadne
literature. Disertacija sadrzi: rezime na srpskoangleskom jeziku, uvod, hipotezu, ciljeve
istrazivanja, materijal i metode, rezultate, diskys zakljucke, literaturu, upotrebljene

skratenice i biografiju.

U Uvodu su obrazlozeni mehanizmi regeneracije kostnogatkinofacijalne regije i kljenih
procesa osteoindukcije i osteokondukcije, odgovorma uspesnost osteogeneze. Poseban
osvrt je dat na tkivne é¢elijske mehanizme ovog procesa, koji ukljju razlcite aktivnosti
¢elija kosti i prisustvo osteoinduktivnin faktora sta, odgovornih za koordinirane
meducelijske aktivnosti, koje pored stvaranja kostnogdk uticu i na proces vaskulogeneze.
Imajuéi u vidu da regenerativna terapija kostnog tkivaislovima dijabetes melitusa tip |
(DM tip 1) predstavlja noviji terapijski pristup,nalizirani su principi ovakvog terapijskog
postupka. S tim u vezi, komparativno su prikazaosatlasSnji rezultati laboratorijskih
eksperimentalnih i klicgkih istrazivanja uspesnosti regenerativne terakgeti primenom
razli¢itih biomaterijala, kao i za sada malobrojni podagrimeni ovog metoda u uslovima
DM tip I. PoSto su za regeneraciju kosti na modeiticnin defekta kalvarije kuba izabrani
biomaterijali sa osteoinduktivnim (autotransplaniabsteokonduktivnim delovanjem (beta-
trikalcijum fosfat sam ili u kombinaciji sa hidrakpatitom), prikazana su njihove bioloSka,
hemijske i mehakika svojstva. Posebno je ukazano na néngat primene ovih biomaterijala
u dijabeténo izmenjenom kostnom tkivu, kao i na mali broj ataka koji se odnose na
njihovu primenu za uspesnu regenerativnu terapistrkh defektata krighe veltine, koji

bez primenjene regenerativne terapije ne mogu estegu spontano kostnim tkivom.

Ciljevi istrazivanja su precizno definisani: Ispitati histoloSke i hrstrfometrijske

karakteristike novoformiranog kostnog tkiva i odtedkoncentracije VEGF i BMP2 u



novoformiranom kostnom tkivu posle primene autatipantata, beta-trikalcijum fosfata ili
beta-trikalcijum fosfata sa hidroksiapatitom na mladkriticnih defekata kalvarije zdravih,
kontrolnih kunéa, kao i kod kurfia sa eksperimentalno izazvanim DM tip I, 4 nedptsle
primene pomenutih materijala. Komparativnhom stglsim analizom utvrditi znsaj
uspesnosti primenjene terapije na ranu fazu regeipeikostnog tkiva kod kontrolnih i kuia

sa eksperimentalno izazvanim DM tip I.

U poglavlju Materijal i metode pregledno su date karakteristike eksperimentalnog
istrazivanja na laboratorijskim zivotinjama kéima i jasno su definisani protokoli za
izvodenje eksperimenta u uslovima indukovanog DM tip & principima Dobre
laboratorijske praksePosebno su prikazani metodi analize ispitivarabraka regenerisane
kosti primenom metoda deskriptivhe histoloSke amali histomorfometrijskog péanja
ishoda regenerativne terapije. Pored toga, jagmegledno su prikazani metodi kvantitativne
analize nivoa signalnih molekula, VEGF i BMP2. tdtstickoj obradi podataka navedeni su

svi racionalno upotrebljeni statiski testovi.

Rezultati su prikazani u dva poglavlja, kao preliminarnaasivanje i kao komparativno,
kontrolisano istrazivanje uspesnosti regeneratitgrapije kosti primenom biomaterijala u
uslovima nekontrolisanog DM tip I. Prikazani reatiltprate postavljene ciljeve. U prvom
poglavlju prikazane su histoloSke i histomorfomske karakteristike novoformirane kosti
posle regenerativne terapije autotransplantatoeta-trikalcijum fosfatom samo u uslovima
dijabetes melitusa tip I, koje su peme na defektima kosti kitie veltine od 12 mm, radi

utvrdivanja standardnog protokola. Drugo poglavlje saprikaz rezultata analize histoloSkih
I histomorfometrijskih karakteristika na tkivhomvou, kod zdravih i kudia sa DM tip I, na

modelu kriténih defekta veliine 8 mm. S tim u vezi, komparativno je prikazatastalost



regeneracije tkiva novoformiranom kosti, fibroznitkivom i krvnim sudovima, kao i stepen
resorpcije biomaterijala (autotransplantata, bekaitijum fosfata samog ili u kombinaciji sa
hidroksiapatitom i spontanog zarastanja prazniklkdgt). Pored toga, Balijskom nivou dati

su rezultati promena koncentracije faktora rastaG¥E BMP2, komparativno analizirani

posle regeneratinve terapije kosti biomaterijalunizioloSkim i uslovima indukovanog DM

tip I.

U Diskusiji je naknom analizom dobijenih rezultata uteno da se primenom
autotransplantata i beta-trikalcijum fosfata pastispesSna regeneracija kosti knth defekta
kalvarije kunéa sa indukovnim DM tip | u ranoj fazi regeneradiesti u trajanju od 4
nedelje. Analiza komparativnih rezultata o efikeshaegenerativne terapije primenjenih
biomaterijala u uslovima prisutnog DM tip |, u odmona proces spontanog zarastanja
kostnog defekta i zdravih kuia, pokazuje da je ispitivana kombinacija biomatdaigfikasna
kako na tkivnom nivou, tako i n&elijskom nivou prédena promenama koncentracija
ispitivanih signalnih molekula. Istovremeno, dohijerezultati su povezani sa nalazima

dosadasnjih svremenih istrazivanja u ovoj oblasti.

Na osnovu iznetih i diskutovanih rezultata predgtav suzaklju éci koji daju jasne odgovore

na postavljene ciljeve.

U literaturi su navedene relevantne, savremene égna natne reference, koje su citirane

u radu.



B. Kratak opis postignutih rezultata

HistoloSka analiza kosti 4 nedelje posle primendenijala za regeneraciju je pokazala da
primena autotransplantata dovodi do potpunog kogtaarastanja svih regenerisanih defekta
sa izraZzenijom trabekularnom strukturom kosti kddazih u odnosu na kuie sa DM tip I.
Novoformirano kostno tkivo je bilo prisutno i u d¢emdnim delovima defekta, dobro
inkorporirano sa partikulama beta-trikalcijum fdsfakako kod zdravih tako i kod ki sa
DM tip I, dok je kod grupa sa primenjenim beta-#fdjum fosfatom i hidroksiapatitom,
novoformirano kostno tkivo registrovano uglavnom paaiferiji kriticnog defekta. Vezivno
fibrozno tkivo je bilo prisutno u centralnim delova svih defekata osim u defektima
regenerisanim autotransplantatom. Neresorbovanienjat je bio prisutan u centralnim
delovima defekta dobro inkorporiran u novoformirdmst ili u vezivno tkivogee prisutno

u dijabeténim defektima kosti.

Dobijeni rezultati unutar grupe zdravih i kaaisa DM tip |, 4 nedelje posle regenerativne
terapije, pokazali su znajno povéanje novoformirane kosti i kostne srzi u defektima
regenerisanim autotransplantatom u odnosu na ateutobijene u defektima posle primene
beta-triklacijum fosfata samog ili u kombinaciji $adroksiapatitom i kontrolne grupe.
Analiza prisustva neresorbovanih partikula matkrijagrupama sa indukovanim DM tip | je
pokazala njihovo zri@ajno prisustvo posle primene beta-trikalcijum fesfa kombinaciji sa
hidroksiapatitom u odnosu na ostale ispitivanepgrudok je procenat materijala bio
podjednak posle primene autotransplantata i batal¢ijum fosfata. Komparativha analiza u
uspesnosti regenerativne terapije idmedefekata kosti zdravih kui@ i kunia sa
indukovanim DM tip | je pokazala da DM zt&no redukuje procenat novoformirane kosti
bez obzira na primenjeni materijal za regeneratitatapiju. Meutim u dijabettnim

defektima regenerisanim sa beta-trikalcijum fostateombinaciji sa hidroksiapatitom, bilo je



prisutno zn#&ajno vise neresorbovanog materijala u odnosu re dsfekte kod zdravih
kuni¢a, a Sto nije bio sliaj registrovan u drugim ispitivanim grupama.

Znaajno poveéanje VEGF i BMP2 je registrovano u kontrolnim defela dijabeténih
kuni¢a u odnosu na zdrave. Analiza unutar grupa je @&angajno povéanje VEGF kod
zdravih kunéa sa regenerativhom terapijom beta-trikalcijum d®i u odnosu na kontrolne

defekte.

Imajwéi u vidu principe savremene regenerativne terakgstnog tkiva, kao i racionalne
metodoloSke pristupe za analizu njene efikasnostipkupni rezultati ove doktorske
disertacije ukazuju da primena autotransplantasa, ésteoinduktivhog materijala, i beta-
trikalcijum fosfata, kao osteokonduktivnog matdajgredstavlja efikasan terapijski pristup u
postizanju uspesSne, rane faze regeneracijgititidefektata kosti u uslovima DM tip | na

animalnom modelu.

C. Uporedna analiza doktorske disertacije

Rezultati ove doktorske disertacije, proisteklielzsperimentalnén vivo studije, pokazali su
uspesnost regenerativne terapije kosti primenoratiaunsplantata i beta-trikalcijum fosfata,
kao i efikasnost koncepta regenerativne terappdvutip | na modelu kritnog defekta kosti
kalvarije kunta.

Klju¢ni mehanizmi koji su odgovorni za otezano i usporearastanje kostnog tkiva u
uslovima DM tip | jeste supresija osteoblastogenezaim je redukovana aktivnost,
diferencijacija i proliferacija osteoblasta, a péaea njihova apoptoza. Rezultati ove
doktorske disertacije pokazuju po prvi put da ssmmenom autotransplantata i beta-trikalcijm

fosfata postize uspeSan koncept regenerativneijeetastnih defekata krighe veltine u DM



tip I, kao Sto je to skaj posle primene ovih materijala u uslovima fiz&ke homeostaze
(Park i sar. 2010, Humber i sar. 2010).

Savremena preporuka za ispitivanje uspeSnosti exggvne terapije kostnog tkiva u
uslovima dijabetes melitusa je komparativha anapaanene biomaterijala kod zdravih u
odnosu na postignutu uspesnost terapije ispitivekgperimentalnih grupa sa DM. Dosada
objavljena jedna studija Estevesa i sar. (20083japala je da se primenom autotransplantata
u regenerativnoj terapiji kostnog defekta tibijenkia postize stian kvantitet i bolji kvalitet
novoformirane kosti zdravih u odnosu na Kensa indukovanim DM tip |, Sto je delitmo u
saglasnosti sa dobijenim rezultatima u ovoj dokioyrsdisertaciji. Naime, analizirau
histomorfometrijske karakteristike, ovi autori nispokazali zn&ajnu redukciju
novoformiranog kostnog tkiva kod dijab&tih kunica u odnosu na zdrave. Ovakav rezultat
nije dobijen u ovoj doktorskoj disertaciji, Sto tmoglo da se pripiSéinjenici da pomenuti
autori nisu koristili model kritinog defekta kalvarije, vemale defekte tibije kuba, i kr&i
opservacioni period regeneracije kosti. Skorija kamativna, kontrolisana istrazivanja na
modelu kritenih defekta kalvarije kuka sa indukovanim DB tip | su pokazala da se
uspesnost regenerativne terapije &nitn defekata kosti z@ajno povéava kada se paja
induktivni efekat regenerativne terapije, Sto skgmala ispitivanja Gomesa i sar. (2008) i
Mariana i sar. (2010), primenom demineralizovanegtshskog matriksa, odnosno plazme
bogate trombocitima, kao i primena zastitnin meméaraa Sta su ukazala istrazivanja Vieira i
sar. (2008). Analiza rezultata doktorske diseréagg pokazala da nmge primenjivani
osteoinduktivni regenerativni materijal, autotrdaspat, i to bez kumulativhog induktivnog
efekta dodatih faktora rasta, a Sto je pokazanosadhSnjim istrazivanjima, postize uspesnu
regenerativnu terapiju krémnih defekata dijabethe kosti. Takde, dosadasnja istrazivanja su
bila bazirana na zgaju zastitnih, sintetskih membrana u regeneratignehe, Sto je

iskljucivalo zn&ajan efekat periosta, kao bioloSke membrane, u itkual postignute



regenerativne terapije tija primena predstavlja ztajan faktor kako u procesima
osteogeneze, tako i u procesima vaskulogenezeudmi@ u vidu, po prvi put su dati i
mehanizmi regeneracije kosti u DM tip I, posto jedoktorskoj disertaciji komparativno

analizirancelijski nivo promena faktora rasta VEGF i BMP2.

D. Objavljeni rad koji ¢ini deo doktorske disertacije

Milka Zivadinovic, Miroslav André, Verica MiloSevé, Milica Manojlovi¢c-Stojanoski,
Branislav Proki, Bogomir Proké, Aleksandar Dimi, Dejan Calasan, Bozidar Brkodi
Histomorphometric evaluation of bone regenerati®ingl autogenous bone and beta-
tricalcium  phosphate in diabetic rabbits. VojnosaniPregl 2016, DOI

10.2298/VSP151125013Z.

E. Zaklju ¢ak (obrazlozenje na¥nog doprinosa)

Doktorska disertacija ISPITIVANJE USPESNOSTI REGHWECIJE KOSTNOG TKIVA
NA MODELU KRITICNOG DEFEKTA KALVARIJE KUNICA SA DIJABETES
MELITUSOM TIP |, mr. sci dr Milke Zivadinow, predstavlja zngmjan i originalan natni
doprinos u analizi tkivnih icelijskih mehanizama regeneracije kosti i pronalazen
odgovarajdih terapijskih modaliteta u zarastanju defekataikoglijabetes melitusu tip I. U
radu su primenjene savremene eksperimentalne metdmalizu uspesnosti regenerativne
terapije kosti. Ova doktorska disertacija je dem@a prema svim principima naog
istraZivanja, sa precizno definisanim ciljevimagoralnim nadnim pristupom, savremenom
metodologijom rada, adekvatno prikazanim i diskatomn rezultatima i jasno uobénim

zakljuccima.



Na osnovu svega napred navedenog, i idiajuvidu objavljeni rad iz oblasti doktorske
disertacije, Komisija predlaze Nastavno - &raam veéu Stomatoloskog fakulteta Univerziteta
u Beogradu da prihvati doktorsku disertaciju podloeom ISPITIVANJE USPESNOSTI
REGENERACIJE KOSTNOG TKIVA NA MODELU KRITI CNOG DEFEKTA
KALVARIJE KUNI CA SA DIJABETES MELITUSOM TIP | mr. sci dr Milke
Zivadinovic i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja akademditule doktora

stomatoloskih nauka.

U Beogradu, 18. april 2016. godine

Clanovi komisije:

Prof. dr Snjezafiali¢

Doc. dr Jelena Roganovi

dr Verica MiloSéyvnawni savetnik




