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BIOGRAFIJA

Dr Jelena Stepi¢ je rodena 31.05.1985. godine u Sisku, Republika Hrvatska. Osnovnu
Skolu i1 gimnaziju ,,Uro§ Predi¢* je zavrSila u Pancevu, kao nosilac Vukove diplome. Na
Stomatoloski fakultet, Univerziteta u Beogradu, upisana je Skolske 2004/2005 godine i
diplomirala je u oktobru 2009. godine sa prose¢nom ocenom 9,69 (devet i 69/100).

Ucestvovala je na 48., 49. 1 50. kongresu studenata biomedicinskih nauka Srbije sa
internacionalnim uces¢em, sa ukupno 6 (Sest) studentskih radova. Vise puta je nagradivana kao
najbolji student za I (prvu), IV (Cetvrtu) i V (petu) godinu osnovnih studija. Osim toga, studije je
zavrsila prva u generaciji 1 nagradena je kao II (drugi) po uspehu najbolji diplomirani student.
Tokom studija bila je stipendista Ministarstva prosvete, Fondacije za razvoj naucnog i
umetni¢kog podmlatka Republike Srbije, Zaduzbine ,,.Dragoljub Marinkovi¢*“ i Fonda za mlade
talente Vlade Republike Srbije. Pripravnicki staz je obavila na klinikama Stomatoloskog fakulteta

u Beogradu i polozila strucni ispit decembra 2010. godine.

Doktorske studije na Stomatoloskom fakultetu, Univerziteta u Beogradu, upisala je
Skolske 2010/2011 godine, na modulu ,,Klinicka istrazivanja zasnovana na bazicnim naukama* i
polozila sve ispite sa prosenom ocenom 9,75 (devet i 75/100). Ucesnik je na projektu
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije pod nazivom ,,Kontrola bola
1 molekularni mehanizmi kao faktori regenerativne terapije u stomatologiji kod zdravih i

pacijenata sa dijabetes melitusom* (175021).
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PREDMET ISTRAZIVANJA

Primarna stabilnost endoosealnog implantata predstavlja osnovni preduslov uspesne
oseointegracije (1), a moZe se posti¢i ukoliko ima dovoljno volumena zdrave 1 vitalne kosti na
mestu njegove ugradnje (2). Medutim, procenjuje se da kod oko 50% implantatnih lezista
postoji potreba za nadogradnjom kosti, pre ili u toku ugradnje implantata (3). Jedna od
najces¢e primenjivanih tehnika kojom se obezbeduje uspesna regeneracija kosStanog tkiva je

vodena koStana regeneracija (4).

Tehnika vodene koStane regeneracije zasnovana je na upotrebi membrane kao fizicke
barijere koja se postavlja preko ivica defekta, ¢ime se stvara pogodna sredina za koStanu
regeneraciju (5-6). Na ovaj nacin se defekt izoluje od prodora brzoproliferiSucih ¢elija okolnih
mekih tkiva, stabilizuje koagulum i omogucéava migracija osteoprogenitornih celija iz
kostanih zidova, njihova diferencijacija u osteoblaste i stvaranje nove kosti (7). Istovremeno,
membrana pruza podrSku mekim tkivima reznja, sprecavajuci njihov kolaps u kostani defekt i
sledstveno smanjenje prostora za regeneraciju (7). Efikasnost principa vodene koStane
regeneracije potvrdena je u brojnim eksperimentalnim i klinickim studijama (8), ali predmet

stalnog polemisanja predstavlja izbor barijerne membrane.

Zahtevi koji su postavljeni kako bi membrana bila efikasna podrazumevaju
biokompatibilnost materijala, integraciju sa okolnim tkivima, odgovaraju¢u barijernu mo¢,
oCuvanje prostora za koStanu regeneraciju i jednostavnu klini¢ku primenu (9). lako je
upotreba  prve generacije  barijernth membrana, neresorptivnog ekspandiranog
politetrafluroetilena (ePTFE), pokazala veoma uspesnu 1 predvidljivu koStanu regeneraciju
(10-11), hirurSka trauma zbog uklanjanja membrane u drugom aktu, a narocito komplikacije
koje prate njenu cestu ekspoziciju - bakterijska kontaminacija, infekcija tkiva i

kompromitovan ishod regeneracije (12-15), su uslovile razvoj resorptivnih membrana.

Danas se najcece primenjuju resorptivne membrane na bazi prirodnog kolagena tipa I i
III, svinjskog ili govedeg porekla (16). Prednosti kolagena, nad drugim resorptivnim
materijalnim, jesu aktivna uloga u stvaranju koaguluma, adhezija progenitornih Ccelija,
hemotaksa gingivalnih fibroblasta i fibroblasta periodontalnog ligamenta, stimulacija
osteoblasta, kao i slab inflamatorni i imunogeni odgovor, odlicna tkivna integracija i
jednostavna klini¢ka primena (16). Osim toga, ekspozicija kolagene membrane ne izaziva

infekciju okolnih tkiva (14), iako se membrana tada pod dejstvom bakterijskih proteolitickih



enzima (17) brze resorbuje. Sa druge strane, kolagen ima nezadovoljavaju¢e mehanicke
karakteristike koje dodatno slabe usled resorpcije od strane makrofaga i polimorfonukleara
(18), uzrokuju kolabiranje membrane u koStani defekt (19-20) i potrebu za postavljenjem
nekog kosStanog supstituenta kao podrske (19). Takode, standardna neumrezena kolagena
membrana se resorbuje nepredvidljivo i relativno brzo (21-22), §to moze da ograni¢i njenu

barijernu mo¢ na manju od optimalne.

Uvodenjem brojnih tehnika za umrezavanje kolagenih vlakana (16) poboljSane su
mehanicke karakteristike membrane 1 otpornost kolagena na resorpciju, ¢ime je omogucena
duza podrska osteogene aktivnosti (21-23). Medutim, hemijsko umreZzavanje kolagenih
vlakana nije dovelo do znacajno bolje koStane regeneracije, u odnosu na prirodni kolagen (19,
23-25), jer je zabelezeno da smanjuje tkivnu integraciju i vaskularizaciju membrane (21),
dovodi do inflamatorne reakcije na strano telo (21), Ceste ekspozicije pracene jakom
inflamacijom mekih tkiva (23, 26-27) i moZe da prouzrokuje inhibitorni efekat na kulturi
¢elija slicnih osteoblastima (28). NeSto bolji rezultati koStane regeneracije postignuti su
umrezavanjem kolagenih vlakana ribozom (29-30), Sto je verovatno posledica imitiranja

procesa prirodnog umrezavanja koji postoji izmedu vlakana kolagena (31).

Perikardijalne membrane odlikuje prirodno umrezeni kolageni matriks 1 viSeslojna
strukturna grada perikarda (32). Novije studije su pokazale da imaju i bolje mehanicke
karakteristike - otpornost na pritisak i istezanje (33), kao i duzu barijernu mo¢ u odnosu na
standardnu neumrezenu kolagenu membranu (21, 34), §to sve moze biti od znacaja za
primenu perikarda u vodenoj koStanoj regeneraciji. Osim toga, perikardijalne membrane
zadrzavaju pozitivne odlike prirodnog kolagena - ranu vaskularizovanost i odlicnu tkivnu
integraciju, 1 dovode do sli¢ne (28) ili ¢ak superiornije athezije i proliferacije humanih SaO2
osteoblasta u odnosu na neumrezeni kolagen (34). Zahvaljuju¢i kompaktnoj i viseslojnoj
strukturi usporena je resorpcija membrane, $to bi moglo imati pozitivne efekte na koStanu
regeneraciju, naroCito kod velikih defekata (34). Tako su, na primer, Thomatis 1 saradnici (35)
zapazili da na animalnom modelu preko kritiéne veli¢ine mandibule kuni¢a, neresorbovane
humana i goveda perikardijalna membrana ne izazivaju jaku inflamatornu reakciju i dovode
do kostane regeneracije histoloski komparabilne sa zlatnim standardom ePTFE. Takode je, i
nedavna multicentri¢na klinic¢ka studija pokazala da se goveda perikardijalna membrana moze
koristiti za predvidljivu horizontalnu augmentaciju alveolarnog grebena (36). Poslednjih par

godina, i perikardijum konjskog porekla se pokazao kao pogodan graft u terapiji rupture aorte



(37-38) i timpani¢ne membrane (39), dok je njegova uspesnost u kostanoj regeneraciji ostala
neistrazena.

Drugi nacin da se produZi barijerna mo¢ i mehanicka stabilnost standardne neumrezene
kolagene membrane moze se posti¢i tehnikom postavljanja dva sloja membrane preko ivica
defekta (40). Pretpostavlja se da dodatni sloj membrane smanjuje mikro pokrete membrane,
poboljsava barijernu funkciju, kao i stabilizaciju koStanog grafta (40). Iako je pokazano da
dodatni sloj membrane nema uticaja na stepen njene resorpcije, dvoslojna tehnika doprinosi
znaajno vecoj debljini preostale membrane i povrsini prisutnog kolagena (41). Osim toga,
kod ove tehnike je primecena i osifikacija centralnog dela membrane, nezavisna od kostanog
stvaranja sa periferije (41). Do sli¢nog zapazanja dosli su Taguchi i1 saradnici koji smatraju da
porozni sloj neumreZzene kolagene membrane moZe sluziti kao matrica za urastanje
mezenhimalnih ¢elija, zarobljavanje osteoinduktivnih faktora i osteoblastnu diferencijaciju
(42). Pretpostavlja se, i da znacajno povecenje debljine membrane i duZine barijerne moci
moze dovesti do povecanog prorastanja krvnih sudova i naseljavanje vlakana kolagena
osteoprogenitornim celijama, Sto dalje vodi prolifereciji, osteoblastnoj diferencijaciji i

osteogenezi (43).

U skorije vreme u upotrebi je dvoslojni kolageni matriks, koji je prvenstveno namenjen
za mekotkivnu augmentaciju. Dvoslojni kolageni matriks sacinjen je od kompaktnog i
spongioznog sloja, Sto znaci da ima isti sastav i strukturnu gradu kao i standardna neumrezena
kolagena membrana, ali znatno vec¢u debljinu. Kompaktni sloj kolagenih vlakana je elastican,
gladak 1 histoloski dokazano poseduje barijernu mo¢ (44), dok je spongiozni vrlo porozan,
namenjen za prorastanje fibroblasta i tkivnu integraciju. Prednosti kolagenog matriksa nad
membranom, od koje se razlikuje prvenstveno u debljini spongioznog sloja, ogledaju se u
lakSoj manipulaciji 1 vecoj otpornosti na mastikatorne sile (45). Dosadasnje studije su
pokazale da se kolageni matriks odlicno integriSe u okolna tkiva, izaziva minimalni
inflamatorni odgovor i ima uspes$nu klinicku primenu u terapiji mukogingivalnih anomalija
(44-46). Osim toga, nedavna eksperimentalna studija pokazala je da primena kolagenog
matriksa kod hroni¢nih defekata alveolarnog grebena, ne samo do dovodi do augmentacije
mekih tkiva, ve¢ podstice 1 kosStano zarastanje (47). Zbog svega navedenog kolageni matriks

mogao bi naci uspeSnu primenu i u vodenoj kostanoj regeneraciji.

Poznato je da angiogeneza vremenski i prostorno prethodi osteogenezi (48-49), kao i da
najveci broj krvnih sudova i1 nove kosti potice iz kostne srzi sa zidova defekta (15). Medutim,

uoceno je da se nova kost moze stvarati i neposredno ispod membrane, nezavisno od



regeneracije koje napreduje sa dna defekta (15). Imajuci u vidu da osteoblasti mogu nastati i
iz pericita malih krvnih sudova vezivnog tkiva (50), smatra se da je za ovo nezavisno
periferno kosStano stvaranje odgovorna rana vaskularizacija barijerne membrane (15,51). U
literaturi postoje kontradiktorni podaci o vaskularizaciji kolagenih membrana. Dok jedna
grupa autora pokazuje brzu i potpunu vaskularizaciju neumreZene kolagene membrane, ve¢ u
prvim nedeljama po implantaciji (15,34,51), Ghanaati i saradnici u ¢etvrtoj nedelji nalaze tek
umerenu vaskularizovanost perifernog dela neumrezene kolagene membrane (44), kao i
srediSnjeg dela poroznog dvoslojnog kolagenog matriksa (52). Isto tako, ni posle 8 nedelja
zarastanja, ova grupa autora ne uocava potpunu vaskularizovanost kolagene membrane i
matriksa (44,52). Rana potpuna vaskularizacija barijerne membrane mogla bi poboljsati
vaskularizaciju koStanog grafta i tako podstac¢i regeneraciju tkiva (34). Novostvoreni krvni
sudovi imaju klju¢nu ulogu u stvaranju, remodelaciji i regeneraciji kosti (15, 53-54). Naime,
pored transporta kiseonika 1 hranljivih materija, krvni sudovi obezbeduju transport
osteoprogenitornih (54) i endotelijalnih progenitornih ¢elija (55) u regiju defekta. Osim toga,
endotelne c¢elije novoformirane vaskularne mreze sintezom signalinih molekula (citokina,
hemokina,prostanoida, adhezivnih molekula i faktora rasta) utiCu na procese proliferacije
,diferencijacije 1 funkcije osteoblasta i osteoklasta (55).

Kako je primena razli¢itih barijernih membrana, bez obzira na razlike u vaskularizaciji,
pokazala podjednaku koStanu regeneraciju na modelu akutnih defekata, ovaj model nije
sasvim pouzdan obzirom da ima veliki potencijal da spontano regenerise (15). Pogodan model
za procenu regenerativnog efekta novih biomaterijala 1 poredenje uspesnosti kosStane
regeneracije razli¢itim materijalima predstavlja model defekata kriti¢ne veli¢ine (56). Defekti
kriti€ne veli¢ine jesu oni defekti koStanog tkiva koji nece regenerisati kada se ostave da
zarastaju spontano odreden period vremena, odnosno defekti koji zahtevaju vodenu
regeneraciju (57). Kalvarija kuni¢a je medu najceS¢im modelima kriticnih defekata koji se
koriste u istrazivanjima (58) obzirom da po svojoj strukturnoj gradi i slabijoj vaskularizaciji
odgovara gradi donje vilice coveka, kao i da nije izlozena pritisku i optere¢enju (59). Promer
kriticnog defekta kalvarije moze varirati od 6 do 15 mm, zavisno od perioda koji se ispituje
(58), a defekti od 8 milimetara se smatraju kriticnim ukoliko je zarastanje krace od 12 nedelja
(56,58). Defekti ovog promera su narocito pogodni jer omogucavaju formiranje vise defekata
po jednoj zivotinji, ¢ime se smanjuje invazivnost, duzina trajanje intervencije i broj Zivotinja,

kao 1 varijacija rezultata unutar jedinki (60).



RADNA HIPOTEZA

Karakteristike razli€itih kolagenih membrana, struktura, tkivna integracija i duzina
barijerne mo¢i, utiCu na regeneraciju koStanog tkiva. Rana vaskularizacija membrane
doprinosi vecem stepenu revaskularizacije grafta 1 uspesnijoj regeneraciji defekata kriticne

veli¢ine.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Poredenje inflamatornog odgovora sa odredivanjem gigantocelularne reakcije kod
primene razli¢itih kolagenih membrana u procesu regeneracije kosStanog tkiva;

2. Ispitivanje stepena neoangiogeneze kod primene razli¢itih kolagenih membrana u
procesu regeneracije koStanog tkiva;

3. Kvalitativna i kvantitativna analiza morfoloskih obelezja koStane regeneracije kod

primene razlicitih kolagenih membrane;

4. Gradiranje stepena regeneracije pri primeni razli¢itih kolagenih membrana.

OPRAVDANOST ISTRAZIVANJA

Imajuéi u vidu da je na trziStu prisutan veliki broj razli¢itih barijernih membrana, za
koje nema dovoljno podataka u literaturi koje bi opravdale njihovu uspe$nu primenu, a da se
izbor membrane prepusta klinicaru, ovo istrazivanje bi trebalo da pokaze u kako membrane
utiCu na ranu revaskularizaciju grafta 1 koStanu regeneraciju zahtevnih defekata, 1 time

olaksaju dileme oko izbora barijerne membrane u klini¢koj praksi.

MATERIJAL I METOD

Kontrolisano istrazivanje na eksperimentalnim zivotinjama bi¢e sprovedeno na Klinici
za hirurgiju Fakulteta veterinarske medicine, Univerziteta u Beogradu. U istrazivanje ¢e biti
ukljuceno 10 novozelandskih belih kuni¢a, muSkog pola, starosti od 6 do 8 meseci i telesne
tezine od 3,5 do 5 kilograma. Eksperimentalne zivotinje ¢e biti uzgajane u kontrolisanim

laboratorijskim uslovima uzgajivacnice Vojnomedicinske akademije u Beogradu, u skladu sa



domaé¢im i medunarodnim standardima (ISO 10993-2: 2006, Part 2: Animal welfare
requirements, Vodi¢ Nacionalnog Instituta za zdravlje, za brigu 1 koriS¢enje laboratorijskih
zivotinja). Tokom trajanja eksperimenta svaka Zivotinja ¢e biti smeStena u posebnom kavezu,
u stacionaru Klinike za hirurgiju, Fakulteta veterinarske medicine, Univerziteta u Beogradu,
gde ¢e imati stalni nadzor, kontrolisanu ishanu (Veterinarski zavod Subotica, Srbija) i dnevnu
profesionalnu negu. Na kalvarijama svih eksperimentalnih Zivotinja, na isti nacin, ¢e biti
napravljena cCetiri defekta kriticne veli€ine, u koje ¢e biti implantirani deproteinizovani govedi
kostani zamenik (Bio-oss, Geistlich AG,Switzerland) prekriven sa po jednom barijernom
membranom - perikardijalnom membranom konjskog porekla (Heart, Bioteck, Italy),
dvoslojnim kolagenim matriksom (Mucograft, Geistlich AG, Switzerland) i neumreZenom
kolagenom membranom (Bio-Gide, Geistlich AG, Switzerland) ili ostavljen bez membrane za
negativnu kontrolu. Kod prve eksperimentalne Zivotinje membrane ¢e biti postavljane po
principu sluc¢ajnog uzorka u smeru kazaljke na satu, i taj redosled bi¢e postovan kod svih

eksperimentalnih Zivotinja.

Hirurska procedura

Hirurska intervencija ¢e biti izvedena u opS$toj anesteziji, po protokolu za
eksperimentalne kunice, primenom 15 mg/kg zoletila im. 1 5 mg/kg ksilazina i.m.
Neposredno nakon aplikovanja opSteg anestetika, koza glave kuni¢a ¢e biti obrijana i
denzinfikovana rastvorom povidon joda. Incizija ¢e biti u€injena sredinom lobanje, od
frontalne do okcipitalne kosti, a koza i periost odignuti kako bi se pristupilo kostima kalvarije.
Sa obe strane kalvarije, ispred i1 iza frontoparietalne suture, bi¢e napravljena po dva kruzna
bikortikalna defekta pomera 8 milimetara. Defekti ¢e prvo biti markirani trepan borerom
spoljsnjeg pre¢nika od 8 mm, a zatim preparisani okruglim dijamantskim borerom, uz
konstantno i obilno hladenje fizioloskim rastvorom (Natrii Chloridi Infundibile, rastvor za
infuziju, Zdravlje A.D.Leskovac). Tokom preparacija defekata posebno ¢e se voditi racuna da
se ne povredi tvrda mozdanica.

Nakon zavrSene preparacije defekti ¢e prvo biti dobro isprani fizioloskim rastvorom, a
zatim do vrha popunjavani sa deproteinizovanim govedim koStanim zamenikom (Bio-oss,
Geistlich AG,Switzerland). Tako popunjeni kostani defekti ¢e potom biti redom prekriveni sa
perikardijalnom membranom konjskog porekla (Heart, Bioteck, Italy), dvoslojnim kolagenim
matriksom (Mucograft, Geistlich AG, Switzerland) i neumrezenom kolagenom membranom
(Bio-Gide, Geistlich AG, Switzerland), dok ¢e jedan defekt biti ostavljen bez membrane za

negativnu kontrolu. Sve membrane ¢e biti kvadratnog oblika i za 2 mm Sire od precnika



defekta. Stabilan polozaj barijernih membrana bi¢e obezbeden uSivanjem periosta
horizontalnim madrac Savovima. Nakon uSivanja periosta koza biti vra¢ena na mesto i uSivena
pojedina¢nim Savovima. Postoperativno kuni¢ima ¢e biti ordinirana analgetska (Butrofanol
0,1 mg/kg s.c.) 1 antibiotska terapija ( Amoksicilin sa klavulonskom kiselinom 125 mg/kg
s.c.) prva tri dana. Zivotinje ¢e biti smestene u individualne kaveze, uz svakodnevni nadzor i
kontrolisanu ishranu, sve do zavrSetka eksperimenta.

Posle perioda ispitivanja od 2 i1 4 nedelje po 5 eksperimentalnih kuni¢a bi¢e humano
zrtvovano, intravenskom injekcijom 10ml rastvora Pentobarbitola od 100mg/kg. Neposredno
po zrtvovanju kosti kalvarije ¢e biti ispreparisane, isprane fizioloSkim rastvorom i potopljene
u 10% formalin. Reprezentativni uzorci koStanog tkiva kalvarije, koji makroskopski
odgovaraju eksperimentalnim defektima, bie dalje pripremani za histoloSku,
histomorfometrijsku i imunohistohemijsku analizu opti¢kom mikroskopijom ( mikroskopski

aparat Olympus 5).

HistoloS$ko ocenjivanje

Sve analize bioloSkog materijala bi¢e vrSene na Institutu za patologiju, Medicinskog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Uzorci ¢e prvo biti dekalcifikovani primenom jakih
kiselina- ,,metod brze dekalcinacije. Nakon potpune dekalcinacije, procenjene subjektivnom
metodom, iskustveno, uzorci ¢e biti fiksirani u Aparatu za automatsku fiksaciju Leica 1300 sa
softverskom kontrolom kvaliteta. Fiksirani uzorci ¢e biti ukalupljeni u parafinske blokove 1
seceni u 10 serijskih tkivnih preseka, debljine 4um. Za osnovnu vizuelizaciju bi¢e primenjeno
standardno hematoksilin-eozin (HE) bojenje, dok ¢e se od histohemijskih metoda koristiti
trihromna bojenja: Masson trihromno 1 Azzan trihromno. Osim trihromnih bojenja za procenu

mineralizacije primenice se i bojenje von Kossa.

I. Procena bezbednosti primene membrana

Bezbednost primene ispitivanih barijernih membrana bi¢e analizirana optickom
mikroskopijom, na 4 razli¢ita uveli¢anja (10x, 20x, 100x, 400x). Analiza ¢e obuhvatati
semikvantitativnu procenu lokalne tolerancije okolnog tkiva prema medunarodnim
standardima (I1SO 10993-6: 2007, Part 6: Tests for local effects after implantation). Parametri

koji ¢e se odredivati semikvantitativno, na polju velikog uvelicanja 400x (HPM), jesu :

1. intenzitet inflamatorne reakcije (0-odsutan, 1-blag, 2-srednji , 3- izrazen, 4-veoma

izrazen),



2. prisustvo dzinovskih celija tipa oko stranog tela (0-odsutne, 1do3 -blago, 4-6
umereno, 7 1 viSe- intenzivno)
3. intenzitet nekroze (0- odsutna, manje od 10% lakostepena, 11-20% umerena, vise od

21% intenzivna)

4. intenzitet fibroze (0- odsutna, manje od 20% lakostepena, 21-40% umerena, viSe od
41% intenzivna)

5. intenzitet koStane metaplazije (0- odsutna, manje od 10% lakostepena, 11-20%
umerena, viSe od 21% intenzivna)

Kvalitativno ¢e biti odredivano prisustvo granula kostanog supstituenta (0- nisu prisutne, 1-
prisutne su) .

I1. Procena specificnosti neoangiogeneze

Specificnosti neoangiogeneze bi¢e procenjivana u celokupnoj regiji koStanog defekta,
kao 1 zasebno u regiji neposredno ispod barijerne membrane histoloSkom,
histomorfometrijskom i imunohistohemijskom analizom. Pored standardnog HE bojenja za
procenu prisustva i karakteristika postignute neoangiogeneze koristi¢e se histohemijska
bojenja za vizuelizaciju miSiénih 1 elasticnih vlakana (Masson trihromno i elastica Van
Gieson). Osim toga, endotel novostvorenih krvnih sudova bi¢e markiran primenom
komercijalnih antitela (At) : CD31, FVIII, a za obeleZavanje zida krvnog suda ¢e se koristiti
a-SMA. Sva navedena primarna At aplikovace se na reprezentativne uzorke, uz standardnu
streptavidin-biotin tenhiku, sa LSAB vizuelizacionim sistemom i hromogenom.

Rezultati primenenjene imunohistohemijske analize bi¢e odredivani semikvantitativno,
uz spoljasnju kontrolu tkiva benignog vaskularnog tumora tipa hemangioma. Kao pozitivna
interpretira¢e se aktivnost u citoplazmi, a odredivade se intenzitet i rasprostranjenost

pozitivnosti, kao i njihova kombinacija:

A. Intenzitet pozitivnosti

1. 0- nema pozitivnosti
2. 1+ slab intenzitet pozitivnosti
3. 2+ umeren intenzitet pozitivnosti

4. 3+ jak intenzitet pozitivnosti



B. rasprostranjenost pozitivnosti

1. pojedinacne Celije ( < 1% celija)
2. fokalna pozitivnost (1-30% celija)

3. difuzna pozitivnost (>31%¢elija)

III.Procena uspesnosti koStane regeneracije

Efikasnost koStane regeneracije bi¢e analizirana histoloski i1 histomorfometrijski.
Optickom mikroskopijom bi¢e kvalitativno ocenjivano prisustvo novostvorene Kkosti,
fibroznog tkiva, kao i tkivna integracija i degradacija membrane. Histomorfometrijskom
analizom, uz primenu programa za morfometriju (Software “ Cell-B” by Olympus), bice
izdvojena regija defekta sa njenim granicama, u kojoj ¢e se meriti procentualna zastupljenost
novostvorene kosti, kostne srzi, fibroznog tkiva, partikula postavljenog koStanog supstituenta,

kao 1 debljina barijerne membrane, ukoliko nije prethodno potpuno resorbovana.

Statisticka obrada

Svi dobijeni podaci u okviru istraZivanja bice izrazeni kao srednja vrednost + standardna

devijacija i obradeni adekvatnim statistickim testovima
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NASTAVNO-NAUCNOM VECU STOMATOLOSKOG FAKULTETA UNIVERZITETA
U BEOGRADU

Na V redovnoj sednici u Skolskoj 2013/2014. godini, Nastavno-nau¢no vece StomatoloSkog

fakulteta u Beogradu je 26.06.2014. godine imenovalo komisiju u sastavu:

1. Prof. dr Snjezana Colié, Stomatoloski fakultet, Univerzitet u Beogradu
2. Doc. dr Bozidar Brkovi¢, Stomatoloski fakultet, Univerzitet u Beogradu

3. Doc. dr Jelena Sopta, Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

za ocenu podobnosti prijavljene teme doktorske disertacije pod nazivom ISPITIVANJE
UTICAJA RAZLICITIH KOLAGENIH MEMBRANA NA REGENERACIJU KOSTI
KALVARIJE KUNICA

Kandidat: dr Jelena Stepi¢
Mentor: Prof. dr Snjezana Coli¢
Imenovana komisija je proucila obrazlozenje predlozene teme doktorske disertacije i podnosi

Nastavno-nau¢nom vecéu Stomatoloskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ O OCENI PREDLOGA TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

A. Biografski podaci o kandidatu

Dr Jelena Stepi¢ je rodena 31.05.1985. godine u Sisku (Republika Hrvatska). Osnovnu $kolu i
gimnaziju je zavrsila u Pancevu, kao nosilac Vukove diplome. Stomatoloski fakultet Univerziteta
u Beogradu upisala je Skolske 2004/2005 godine, a diplomirala je prva u generaciji oktobra 2009.
godine, kao drugi po uspehu najbolji student sa prosecnom ocenom 9,69 (devet i 69/100). Tokom
osnovnih studija uCestvovala je na 48., 49. 1 50. kongresu studenata biomedicinskih nauka Srbije

sa internacionalnim uce$¢em i nagradivana je kao najbolji student za I (prvu), IV (Cetvrtu) i V



(petu) godinu osnovnih studija. Tokom Skolovanja bila je stipendista Ministarstva prosvete i
nauke Republike Srbije, Fondacije za razvoj nau¢nog i umetnickog podmlatka, Zaduzbine
»Dragoljub Marinkovi¢*“ i Fonda za mlade talente Vlade Republike Srbije. Pripravnicki staz je
obavila na klinikama Stomatoloskog fakulteta u Beogradu i decembra 2010.godine polozila

strucni ispit.

Doktorske studije na Stomatoloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu upisala je Skolske
2010/2011 godine, na modulu ,,Klinicka istrazivanja zasnovana na bazi¢nim naukama“ i polozila
sve ispite sa prosecnom ocenom 9,75 (devet 1 75/100). Ucesnik je na projektu Ministarstva
prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije pod nazivom ,Kontrola bola i
molekularni mehanizmi kao faktori regenerativne terapije u stomatologiji kod zdravih i

pacijenata sa dijabetes melitusom* (175021).

B. Objavljeni nauéni radovi i saopStenja

Rad u ¢asopisu nacionalnog znacaja:

Stepi¢ J, Pejovic M, Coli¢ S. Marsupijalizacija juvenilne paradentalne ciste — prikaz slucaja.
Stomatoloski glasnik Srbije 2011, 58(4): 239-243.

Saopsteni radovi na medunarodnim skupovima:

Pejovic M, Stepi¢ J, Dragovi¢ M, Magi¢ M, Coli¢ S. Alveolar zygomatic buttress as a donor site

for localized ridge augmentation-case report. 23" Congress of the European Association for

Osseointegration, Rome, Italy, septembar 2014.

Pejovic M, Stepi¢ J, Dragovié¢ M, Colié S. Effectiveness of decompression of large cystic lesions

in children. 19™ Congress of the Balkan Stomatological Society, Serbia, Belgrade, april 2014.

Dragovi¢ M, Stepié¢ J, Pejovic M, Magi¢ M, Coli¢ S. Effectiveness of decompression followed
by enucleation of large cystic lesions in adults. 19™ Congress of the Balkan Stomatological

Society, Serbia, Belgrade, april 2014.

Saopsteni radovi na domacéim skupovima:



Stepi¢ J, Pejovi¢ M. Barijerne membrane — karakteristike i klinicka primena. Sastanak Sekcije

oralnih hirurga i implantologa Srbije, Arandelovac, jun 2013.

Stepi¢ J, Pejovic M, Coli¢ S. Konzervativno hirurski pristup u terapiji odontogenog
keratocisti¢nog tumora: prikaz slucaja. Deveti simpozijum oralnih hirurga i implantologa Srbije,

Beograd, novembar 2012.
Pejovié¢ M, Stepi¢ J, Coli¢ S. Konzervativni hirurski modaliteti u terapiji viliénih cista kod dece-
marsupijalizacija/dekompresija: prikazi slucajeva. Deveti Simpozijum oralnih hirurga i
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C. ObrazloZenje teme

1. Naucna oblast- Stomatoloske nauke- Oralna hirurgija

2. Predmet rada— Predlozena disertacija dr Jelene Stepi¢ za predmet rada ima uticaj razlicitih

kolagenih membrana na ranu neoangiogenzu i stepen koStane regeneracije na modelu defekta

kriti¢ne veli¢ine kalvarije kunica.



3. Naucni ciljevi istrazivanja- Ciljevi predloZene disertacije jesu: (1) Poredenje inflamatornog
odgovora sa odredivanjem gigantocelularne reakcije kod primene razlicitih kolagenih membrana
u procesu regeneracije kostanog tkiva; (2) Ispitivanje stepena neoangiogeneze kod primene
razli¢itih kolagenih membrana u procesu regeneracije kosStanog tkiva; (3) Kvalitativna i
kvantitativna analiza morfoloskih obelezja kostane regeneracije kod primene razli¢itih kolagenih

membrana i (4) Gradiranje stepena regeneracije pri primeni razli¢itih kolagenih membrana.

4. Metode istrazivanja- Planirano je da se kontrolisano istrazivanje na eksperimentalnim
zivotinjama sprovede na Klinici za hirurgiju Fakulteta veterinarske medicine, Univerziteta u
Beogradu. U istrazivanje bi bilo uklju¢eno 10 skeletno zrelih novozelandskih belih kunic¢a
muskog pola na ¢ijim kalavarijama bi se pravilo po 4 defekta kriticne veli¢ine prec¢nika 8
milimetara. Svaki defekt bi prvo bio popunjen sa deproteinizovanim govedim koStanim
zamenikom (Bio-oss®, Geistlich AG, Switzerland) preko kojeg bi bila postavljena neka od tri
ispitivane kolagene membrane: (1) perikardijalna membrana konjskog porekla (Heart®, Bioteck,
Italy); (2) dvoslojni kolageni matriks (Mucograft®, Geistlich AG, Switzerland); ili (3)
standardna neumrezena kolagena membrana (Bio-Gide®, Geistlich AG, Switzerland); dok bi
cetvrti defekt sluzio kao kontrolni, bez uticaja barijerne membrane. Kod prve eksperimentalne
Zivotinje membrane bi bile postavljane po principu slu¢ajnog uzorka u smeru kazaljke na satu, i
taj redosled postavljanja bi bio istovetan kod svih zivotinja. Posle perioda ispitivanja od 2 i 4
nedelje, planirano je da bude Zrtvovano po 5 nasumicno odabranih eksperimentalnih kunica.
Analizom uzoraka kostanog tkiva, koji makroskopski odgovaraju eksperimentalnim defektima,
bic¢e procenjivana bezbednosti primene barijernih membrana, specifi¢nost rane neoangiogeneze i

stepen kosStane regeneracije.

Bezbednost primene barijernih membrana bi¢e analizirana optiCkom mikroskopijom i
obuhvatace semikvantitativnu procenu lokalne tolerancije okolnog tkiva prema medunarodnim
standardima (1SO 10993-6: 2007, Part 6: Tests for local effects after implantation) kojom ¢e se
odredivati intenzitet inflamatorne reakcije, prisustvo dzinovskih celija tipa oko stranog tela,

intenzitet nekroze, intenzitet fibroze i intenzitet kostane metaplazije.

Specificnosti neoangiogeneze bi¢e procenjivana histoloSkom, histomorfometrijskom 1

imunohistohemijskom analizom. Pored standardnog hematoksilin-eozin (HE) bojenja za procenu



prisustva i karakteristika postignute neoangiogeneze koristice se histohemijska bojenja za
vizuelizaciju miSi¢nih i elasticnih vlakana (Masson trihromno i elastica Van Gieson). Osim toga,
endotel novostvorenih krvnih sudova bi¢e markiran primenom komercijalnih antitela (At) :
CD31 i FVIII, a za obelezavanje zida krvnog suda ¢e se koristiti a-SMA. Sva navedena primarna
At aplikovace se na reprezentativne uzorke, uz standardnu streptavidin-biotin tenhiku, sa LSAB
vizuelizacionim sistemom i hromogenom. Rezultati primenenjene imunohistohemijske analize
bi¢e odredivani semikvantitativno, uz spoljasnju kontrolu tkiva benignog vaskularnog tumora
tipa hemangioma. Kao pozitivna interpretirace se aktivnost u citoplazmi, a odredivace se

intenzitet i rasprostranjenost pozitivnosti i njihova kombinacija.

Stepen koStane regeneracije bice ispitivana histoloskim i histomorfometrijskim metodama.
Standardno ¢e biti primenjeno HE bojenje za osnovnu vizuelizaciju. Od histohemijskih bojenja
koristice se trihromna bojenja: Masson trihromno, Azzan trihromno, u cilju verifikacije
prisustva vezivnog tkiva, dok ¢e se za procenu mineralizacije pored trihromnih koristiti i von
Kossa bojenje. Optickom mikroskopijom bice kvalitativno ocenjivano prisustvo i struktura
novostvorene kosti dok ¢e se histomorfometrijskom analizom, uz primenu programa za
morfometriju (Software “Cell-B” by Olympus), procenjivati procentualna zastupljenost
novostvorene kosti, kostne srzi, fibroznog tkiva, partikula postavljenog kosStanog supstituenta,

kao 1 debljina preostale barijerne membrane.

S. Aktuelnost problematike u svetu- Savremena regenerativha terapija u oralnoj i
maksilofacijalnoj hirurgiji usresredena je na primenu prirodnih i sintetskih materijala kojima se
podstice slozen fizioloski proces kostane regeneracije (Aghalo, 2007; Retzepi, 2010). lako je
dokazano da primena barijernih membrana omogucava nesmetano odvijanje procesa osteogeneze
time Sto spreCava migraciju brzoproliferiSu¢ih neosteogenih ¢elija (Schrenk, 1994), u klini¢kim
uslovima ova tehnika ne rezultira uvek predvidljivom kostanom regeneracijom (Becker, 2009).
Danasnja istrazivanja su usmerena na resorptivhe materijale, posebno prirodni kolagen tipa I i I1I
kojem je najveéa zamerka nepredvidljiva duzina barijerne moc¢i. Sa tim u vezi razvijene su
brojne tehnike umreZavanja kolagenih vlakana, koje iako obezbeduju duzu barijernu mo¢ ona ne
znaci obavezno i veéi stepen koStane regeneracije, verovatno usled uticaja jake inflamatorne
reakcije i slabijeg integrisanja membrane u okolna tkiva (Rothamel, 2005; Becker, 2009; Shin,

2013). I dalje postoje nedoumice kako faktori poput sastava barijerne membrane, njene strukture,



morfologije, poroznosti, sposobnosti adherencije i duZine barijerne moc¢i uti¢u na ishod
regeneracije (Bornstein, 2007; Calvo-Guirado, 2014). Osim toga, znaju¢i da angiogeneza
zauzima znacajno mesto u koStanoj regeneraciji, jer vremenski i prostorno prethodi osteogenezi
(Schmid, 1997; Carano, 2003), vazno je istraziti uticaj membrane na neoangiogenezu u procesu
kostane regeneracije obzirom da su rezultati dosadasnjih istrazivanja suprotstavljeni. Schwarz i
saradnici su pokazali da su standardne neumrezene kolagene membrane potpuno vaskularizovane
ve¢ u drugoj nedelji po postavljanju u tkiva, kao 1 da se u regiji neposredno ispod membrane
zapaza koStano stvaranje nezavisno od regeneracije koja napreduje sa dna koStanog defekta
(Schwarz, 2008). Pretpostavka ove grupe autora jeste da bi rana vaskularizovanost membrane
mogla da poboljsa vaskularizaciju grafta i time pozitivno utiCe na koStanu regeneraciju
(Rothamel, 2012). Nasuprot tome, rezulatati Ghanaatia i saradnika pokazuju da je standardna
neumrezena kolagena membrana samo delimi¢no i periferno vaskularizovana, a da poseduje
stabilan barijerni efekat tokom perioda ispitivanja od 8 nedelja (Ghanaati, 2012). Takode, autori
isticu da rana potpuna vaskularizovanost nastaje kod materijala koji izazivaju jaku inflamatornu
reakciju, Sto doprinosi brzoj degradaciji membrane i moZe negativno uticati na upeh terapije.
Osim toga, pokazano je primena standardne neumrezene kolagene membrane podstice znacajniju
revaskularizaciju autolognog blok grafta tek nakon 12. nedelje, Sto utiCe na smanjenje resorpcije
1 povecanje stabilnosti grafta (Koerdt, 2013, 2014). Kako se jo§ uvek traga za idealnom
membranom i na trziStu postoji veliki broj razli¢itih membrana bez dobro kontrolisanih studija za
primenu mnogih, rezultati ovog istrazivanja trebalo bi da pokazu koje karakteristike kolagenih
membrana najviSe utiCu na stepen koStane regeneracije 1 time olakSaju dileme oko izbora
barijerne membrane u svakodnevnoj klini¢koj praksi.

Na osnovu postavljenog naucnog problema i njegovog obrazlozenja komisija smatra da je tema
ISPITIVANJE UTICAJA RAZLICITIH KOLAGENIH MEMBRANA NA
REGENERACIJU KOSTI KALVARIJE KUNICA znadajna, savremena i podobna za izradu
doktorske disertacije jer ispunjava uslove za originalan naucni doprinos u istrazivanjima koja se
odnose na regeneraciju kostanog tkiva u oralnoj i maksilofacijalnoj hirurgiji. Komisija predlaze
odgovarajuéu izmenu naslova koji bi glasio UTICAJ RAZLICITIH KOLAGENIH
MEMBRANA NA R ANU NEOANGIOGENEZU U PROCESU KOSTANE
REGENERACIJE NA MODELU KRITICNOG DEFEKTA KALVARIJE KUNICA. Kako

kandidat, dr Jelena Stepi¢, ispunjava sve potrebne uslove da moze prijaviti doktorsku tezu, na



osnovu pozitivnog misljenja o predloZzenoj temi, komisija jednoglasno predlaze Nastavno-
nauénom veéu Stomatoloskog fakulteta da prihvati obrazlozenu temu UTICAJ RAZLICITIH
KOLAGENIH MEMBRANA NA RANU NEOANGIOGENEZU U PROCESU KOSTANE
REGENERACIJE NA MODELU KRITICNOG DEFEKTA KALVARIJE KUNICA za
izradu doktorske disertacije. Naucno-nastavnom vecu se predlaze da za mentora odredi prof. dr

Snjezanu Coli¢.

U Beogradu, CLANOVI KOMISIJE:

( Prof. dr Snjezana Coli¢)

(Doc.dr Bozidar Brkovic)

(Prof. dr JelenaSopta, Medicinski fakultet, Beograd)



Na osnovu ¢lana 50. Statuta Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu Nastavno nau¢no vece Stomatoloskog fakulteta, na II redovnoj sednici
u Skolskoj 2014/15. godini, odrZzanoj 16.12.2014. godine, donelo je slede¢u

ODLUKU

Usvaja se pozitivan izvestaj struCne komisije za ocenu predloga teme
doktorske disertacije dr Jelene Stepi¢, pod korigovanim nazivom UTICAJ
RAZLICITIH KOLAGENIH MEMBRANA NA RANU
NEOANGIOGENEZU U PROCESU KOSTANE REGENERACIJE NA
MODELU KRITICNOG DEFEKTA KALVARIJE KUNICA.

Utvrduje se da kandidat moze pristupiti radu na doktorskoj disertaciji pod
korigovanim nazivom, pod uslovom da se sa izveStajem komisije i odlukom
ovog Veca saglasi Vece naucnih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u
Beogradu.

Za mentora kandidatu imenuje se prof. dr Snjezana Colié.

Odluku dostaviti:

- Vecu nauénih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu
- Imenovanom/oj,

- Mentoru,

- Vecu,

- Odseku za nastavu,

- Pisarnici.

Referent kadrovskog odseka Dekan
Violeta Rastovi¢

Stomatoloskogfakulteta

Prof.drMiroslavVukadinovi¢



Obrazac 1.

Fakultet STOMATOLOSKI UNIVERZITET U BEOGRADU

STRUCNO VECE ZA MEDICINSKE

Broj zahteva NAUKE

(Naziv struénog veca kome se zahtev upucuje, aglasno

¢lanu 6. 1 ¢lanu 7. stav 1 .ovog pravilnika)
2014.

(Datum)
Beograd,
Studentski trg br.1

ZAHTEV

za davanje saglasnosti na predlog teme doktorske disertacije

Molimo da, shodno ¢lanu 57. st.3. Zakona o univerzitetu ("Sluzbeni glasnik RS" br. 21/02), date saglasnost Na
predlog teme doktorske disertacije:

LUTICAJ RAZLICITIH KOLAGENIH MEMBRANA NA RANU NEOANGIOGENEZU U
PROCESU KOSTANE REGENERACIJUE NA MODELU KRITICNOG DEFEKTA KALVARIJE
KUNICA¥

NAUCNA KLINICKE STOMATOLOSKE NAUKE
OBLAST
PODACI O KANDIDATU:
1.Ime, ime jednog od roditelja i prezime kandidata: .
STEPIC ZORAN JELENA

2. Naziv i sediste fakulteta na kome je stekao visoko obrazovanje:
STOMATOLOSKI FAKULTET U BEOGRADU
3. Godina diplomiranja: 2009

4. Naziv magistarske teze kandidata: /
5. Naziv fakulteta na kome je magistarska teza odbranjena: /
6. Godina odbrane magistarske teze: /
7. Naziv fakulteta na kome je kandidat zavr$io doktorske studije: /

odsek, smer ili grupa /
Godina zavrSetka doktorskih studija: /
Obavestavamo vas da je Nastavno nau¢no vece

(naziv nadleznog tela fakulteta)

na sednici odrzanoj 16.12.2014. razmotrilo predlozenu temu i zakljucilo da je tema podobna za izradu

doktorske disertacije.

DEKAN FAKULTETA

Prof. dr Miroslav Vukadinovié¢

Prilog:
1. Predlog teme doktorske disertacije sa obrazloZenjem,
2. Akt nadleZnog tela fakulteta o podobnosti teme za izradu
doktorske disertacije.





