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Sazetak

NOVE SPOZNAJE O KOLAGENIM MEMBRANAMA U VODENOJ REGENERACIJI
KOSTI

Vodena kostana regeneracija uhodan je postupak augmentacije koji se moze izvesti koristenjem
razli¢itih membrana. Membrana predstavlja jedan od kljuc¢nih dijelova terapije. U uporabi su
resorptivne 1 neresorptivne membrane. Primarna funkcija membrane je bivanje barijere, tj.
izdvajanje stanica mekog tkiva iz prostora u kojem ¢e se regenerirati kost. Medutim, dokazano
je da se preko membrane vrse transferi nutrijenata koji su bitni za regeneraciju. Danas se
najcesce koriste kolagene membrane. Cilj novih membrana je biodegradacija 1 bioaktivnost
membrana. Pokazalo se da kolagene membrane bolje medudjeluju s mekim tkivima,
omogucujuc¢i veéu izmjenu kisika, prolaz mikronutrijenata i perfuziju krvi te pogoduju
stani¢noj proliferaciji i1 diferencijaciji. Negativne osobine kolagenih membrana su losa
mehanicka svojstva, tj. kolaps membrane 1 brza biorazgradnja, stoga se preporuca koristenje
autogenih ili alogenih presadaka kako bi poduprli membranu te koristenje pri¢vrsnih vijaka. U
svrhu poboljsanja kolagenih membrana razvijaju se krizno umrezavajuce tehnologije, koristi
kolagen razliCitog porijekla, ugraduju se bioloSki signali, prirodni elementi, faktori rasta,
stanice, sintetiCki bioaktivni materijali te antibakterijski agenti u membrane. Danas se od
membrane ocekuje da aktivno doprinese molekularnim procesima regeneracije kostanog tkiva

putem difuzije ili putem transmembranske vaskularizacije.

Kljuéne rijeci: GBR; membrane; kolagene membrane; krizno umreZene kolagene membrane;

bioaktivna svojstva membrana



Summary

NEW INSIGHTS INTO COLLAGEN MEMBRANES IN GUIDED BONE
REGENERATION

Guided bone regeneration is a well-established augmentation procedure, which can be
performed using different membranes. The membrane is one of the key parts of the therapy.
Both resorbable, as well as non-resorbable membranes are in use. The primary function of the
membrane is to act as a barrier, i.e. to separate soft tissue cells from the space where the bone
is going to regenerate. However, it has been proven that nutrients, which are essential for
regeneration, are transferred through the membrane. Collagen membranes are most commonly
used today. The purpose of new membranes is the biodegradation and bioactivity of
membranes. It has been shown that collagen membranes interact better with soft tissues,
enabling greater oxygen exchange, transit of micronutrients, blood perfusion, and favoring cell
proliferation and differentiation. Negative features of collagen membranes are poor mechanical
properties, i.e. membrane collapse and rapid biodegradation, therefore it is recommended to use
autogenous or allogeneic grafts to support the membrane, as well as fixation pins. To improve
collagen membranes, cross-linking technologies are developed, collagen of different origins is
used, and biological signals, natural elements, growth factors, cells, synthetic bioactive
materials and antibacterial agents are incorporated into the membranes. Today, the membrane
is expected to actively contribute to the molecular processes of bone tissue regeneration through

diffusion or transmembrane vascularization.

Keywords: GBR; membranes; collagen membranes; cross-linked collagen membranes;

bioactive properties of membranes
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Popis skracenica

GBR (guided bone regeneration)- vodena regeneracija kosti

GTR (guided tissue regeneration)-vodena regeneracija tkiva

PTFE (polytetrafluoroethylene)- politetrafluoroetilen

ePTFE (expanded polytetrafluoroethylene)- ekspandirani politetrafluoretilen
d-PTFE (high-density polytetrafluoroethylene)- politetrafluoroetilen visoke gustoce
n-PTFE (high-density polytetrafluorethylene)- politetrafluoroetilen visoke gustoce
FDBA (freeze-dried bone allograft)- liofilizirani alotransplantat

DFDBA (demineralized freeze-dried bone allograft)- demineralizirani liofilizirani

alotransplantat

PLA (polylactic acid)- polilakti¢na kiselina

PGA (polyglutamic acid)- poliglutaminska kiselina

PCL (Poly e-caprolactone)- polikaprolakton

PLLA (poly-L-lactic acid)- poli-L-lakti¢na kiselina

PLGA (poly(lactic-co-glycolic acid))- poli(lakti¢na-ko-glikolna kiselina

Ti-mesh (titanium mesh)- titanska mreza

cbfa-1 (core-binding factor subunit alpha-1)- podjedinica faktora vezanja jezgre alfa-1
Runx2 (runt-related transcription factor 2)- transkripcijski faktor 2 povezan s Runtom
ALP (alkaline phosphatase)- alkalna fosfataza

MMPs (matrix metalloproteinases)- matri¢ne metaloproteinaze

RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand)- receptorski aktivator nuklearnog

faktora kappa-B liganda
DNA (deoxyribonucleic acid)- deoksiribonukleinska kiselina

mRNA (messenger RNA)- glasnicka RNK



VEGEF (vascular endothelial growth factor)- faktor rasta vaskularnog endotela
nBG (nanosized bioactive glass)- bioaktivno staklo nano veli¢ine

FGF2 (fibroblast growth factor 2)- fibroblasni faktor rasta2

CS (chitosan)- kitozan

Gp (genipin)- genipin

TPP (tripolyphosphate)- natrijev trifosfat

PDL (periodontal ligament)- parodontni ligament

ADM (acellular Dermal Matrix)- acelularni dermalni matriks

HDM (human Dermal Matrix)- ljudski dermalni matriks

FDDMA (freeze-dried dura mater)- liofilizirana dura mater

AHAM (acellular human amniotic membrane)- acelularna ljudska amnionska membrana
MSCs (mesenchymal stem cells)- mezenhimske mati¢ne stanice

ABP (acellular bovine membrane)- acelularna goveda membrana

HP (human pericardium)- ljudski perikard

BP (bovine pericardium)- govedi perikard

BMP-2 (bone morphogenetic protein 2)- kostani morfogenetski protein 2
rhBMP-2 (recombinant human BMP2)- rekombinantni ljudski BMP2

BMP-7 (bone morphogenetic protein 7)- koStani morfogenetski protein 7
bFGF (fibroblast growth factor-basic)- osnovni faktor rasta fibroblasta

PDGEF (platelet-derived growth factor)- trombocitni faktor rasta

BFP1 (bone forming peptide-1)- peptid za formiranje kosti-1

CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4)- C-X-C kemokinski receptor tipa 4

MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1)- monocitni kemoatraktantni protein 1



OP (osteopontin)- osteopontin
OC (osteocalcin)- osteokalcin
TGF-B (transforming growth factor beta)- transformirajuéi ¢cimbenik rasta beta

BMGC (biomaterial-associated Multinucleated Giant Cells)- viSejezgrene divovske stanice

povezane s biomaterijalom

CXP (creos xenoprotect)- creos xenoprotect kolagena membrana
BG (Bio-Gide)- bio-gide kolagena membrana

DBB (deproteinized bovine bone)- deproteinizirana goveda kost
IL-6 (interleukin 6)- interleukin 6

TNF (tumor necrosis factor)- faktor tumorske nekroze

SDF-1a (stromal derived factor 1a)- faktor 1 izveden iz stromalnih stanic
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1. UVOD
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Jedan od najvaznijih uvjeta za uspjesnu osteointegraciju je dostatna visina i Sirina alveolarnog
grebena (1). Resorpcija alveolarnog grebena ugrozava strukturalni, funkcionalni i estetski ishod
implantoloske terapije. Nakon gubitka zuba resorpcija u prvih 6 mjeseci nastupa u
horizontalnom smijeru, a zatim i u vertikalnom (2). Otkako su se implantati poceli postavljati
u protetski ispravnom polozaju, porasla je potreba za koStanom augmentacijom, naroCito u
estetskoj zoni (3). Implantati postavljeni na mjesta gdje nedostaje bukalna kost imaju vecu stopu
mekotkivnih komplikacija te je kompromitirana dugoro¢na prognoza. Kako bi se izbjegle ove
komplikacije, predlaze se da se u sluaju neadekvatnog volumena kosti, koji se smatra
kontraindikacijom, lokalno augmentira tehnikom koja ¢e regenerirati kost te se potom postavlja
implantat. Predlozene tehnike ukljucuju augmentaciju horizontalnog i vertikalnog grebena
autogenim koStanim transplantatom (kod izrazito atroficne gornje i donje ¢eljusti), podizanje
dna maksilarnog sinusa, primjenu onley autolognih transplantata, split crest tehniku. Uz ove
tehnike razvija se koncept vodene regeneracije kosti (eng. Guided bone regeneration, GBR), s
koristenjem membrane kao barijere (1). Koncept vodene regeneracije kosti bazira se na hipotezi
da je membrana barijera koja ¢e odrzati i stabilizirati krvni ugrusak i kosStani transplantat te
ograniCiti resorpciju istog, sprjecavajuéi neosteogeno tkivo da remeti cijeljenje i formiranje
kosti (4,5). GBR se smatra uspjeSnim kada su samo osteoprogenitorne stanice ponovnho
,haselile” kostani defekt. Procjenjuje se da je kod 40% osteointegriranih implantata potrebna
vodena regeneracija kosti. Stopa prezivljavanja implantata u augmentiranim podruc¢jima je veca
od 90% nakon prve godine funkcijskog optereenja. Membrana koriStena kod vodene
regeneracije kosti klju¢na je komponenta terapije. Danas se mogu koristiti razli¢ite membrane
kod vodene regeneracije kosti (resorptivne 1 neresorptivne) u kombinaciji s razli¢itim
materijalima za koStanu augmentaciju. Izbor materijala ovisi o veli¢ini 1 konfiguraciji defekta.
Koncept GBR-a je sveopce prihvacen, ali osnovni bioloski mehanizmi nisu jo§ do kraja
objaSnjeni (6). Iako su prve membrane bile neresorptivne, danasnji cilj novih membrana u
GBR-u je biodgradacija i bioaktivnost membrana u svrhu boljih rezultata (7). Komercijalno
najdostupnije resorptivne membrane su membrane od kolagena tipa 1 ili kombinacije kolagena
tipa 1 1 tipa 3. U literaturi su izdvojene neke prednosti ovih membrana kao Sto su hemostaza,
kemotaksija fibroblasta periodontalnog ligamenta 1 gingivalnih fibroblasta, slaba
imunogeni¢nost, jednostavna manipulacija, direktni utjecaj na stvaranje kosti i sposobnost
augmentiranja debljine tkiva. Negativnhe osobine su loSa mehanicka svojstva 1 brza
biorazgradnja kroz enzimatsku aktivnost makrofaga i polimorfonuklearnih limfocita. Kako bi
se produzio efekt barijere koji stvara membrana, koristi se nekoliko krizno umrezavajucih

tehnologija (1). Podaci istraZivanja govore da razlicite fizikalno-kemijske modifikacije te

2
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mehanicka svojstva membrana mogu unaprijediti regeneraciju kosti (2). Svrha ovog rada je
pokazati nova istrazivanja vezana za kolagene membrane i njihov doprinos aktivhom

sudjelovanju kod vodene regeneracije kosti.
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2. VODENA REGENERACIJA KOSTI
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2.1. Principi regeneracije alveolarne kosti

Nakon vadenja zuba, u prvoj godini, oko 25% koStanog volumena je izgubljeno. Gubitak kosti
napreduje od 40 od 60% kroz prve tri godine. Defekti grebena su rezultat postupne horizontalne
1 brze vertikalne resorpcije. UspjeSni protokoli augmentacije grebena uzimaju u obzir osnovne
bioloske i fizioloske principe kosti i tako povecavaju regenerativni potencijal. Postavljanje
kostanih transplantata u koStane defekte ili augmentacija bezubog atrofi¢nog grebena u svrhu
postavljanja implantata, postali su zlatni standard. Osteogeno okruzenje koje doprinosi
maksimalnom regenerativnom potencijalu tradicionalnih augmentacijskih postupaka pod
utjecajem je lokalnih i sistemskih faktora koji mogu djelomicno ili potpuno Stetiti ugradnji
koStanog presatka. Kao posljedica moze doc¢i do gubitka volumena ili da defekt cijeli fibroznim
vezivnim tkivom umjesto koStanim. Zbog toga je bitno zbrinjavanje rane koje se sastoji od
primarnog zatvaranja rane (zatvaranje reznja treba biti pasivno bez tenzije kako bi se izbjeglo
izlaganje membrane, kontrakcija rane, stvaranje kolagena i remodelacija, reepitelizacija i
nelagoda pacijenta) 1 povecanja proliferacije 1 diferencijacije stanica (osiguravaju
prokrvljenost, kisik, nutrijente tkivu, ali i ponasaju se kao izvor angiogenih i osteogenih
stanica). Izvor osteogenih stanica su periost, endoost i nediferencirane pluripotentne
mezenhimalne stanice. KosStana srz je odli¢an izvor mezenhimalnih stanica koje se mogu
diferencirati u osteoblase 1 osteoklaste. Kako bi se povecalo rano cijeljenje, preporuca se
perforacija kortikalnog zida ¢ime se olakSava migracija stanica, perfuzja krvi 1 faktora rasta,

zastita stabilnosti 1 intgreta rane, a stabilnost se dobiva postavljanjem membrane (8).

2.2. Dijagnoza i planiraje terapije

Ne postoje specificne kontaindikacije za augmetacije koStanog grebena kod pacijenata koji se
mogu podvrgnuti oralnokiur§kim zahvatima. Postoje relativne kontraindikacije koje se moraju
uzeti u obzir, medicinska stanja koja bi mogla oteZati normalno cijeljenje kosti. Pacijenti s
dijabetesom imaju sli¢nu stopu uspjesnosti kao i1 zdravi pacijenti pod uvjetom da je dijabetes
reguliran. PuSenje ima negativan utjecaj na dugorocnu prognozu osteointegracije. Studije
pokazuju vecu stopu odbacivanja implantata (9), komplikacija oko uspjesno integrianih
implantata, kao 1 vecu incidenciju periimplantarnog mukozitisa i perimiplantitisa. Koli¢na
augmentirane kostane strukture je manja u odnosu na nepusace, a upala mekog tkiva veca. Kako

bi se izabrala adekvatna augmentacijska strategija, morfologija dostupnog kostnog grebena
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mora se pazljivo procijeniti klinickim pregledom i trodimenzionalnom radiografijom. Prema

Sibertu (8) defekt alveolarnog grebena klasificiran je u tri kategorije:
Klasa 1 : defekt je pretezito horizontalne dimenzije

Klasa 2 : defekt je pretezito vertikalne dimenzije

Klasa 3 : defekt horizontalne i vertikalne dimenzije

Ovisno o koli¢ini dostupne kosti i tipu defekta moze se izabrati postavljanje implantata i
augmentacija kosti u jednom koraku kod klase 1 ili augmentacija kosti i odgodena implantacija
kod klase 2 1 3. Augmentacija kosti moze se takoder primijeniti kod imedijatne implantacije u

ekstrakcijsku alveolu.

Hammerle 1 Jung klasicifirali su defekte ekstrakcijskih alveola:

Klasa 1 : intaktan kostani zid postekstrakcijske alveole

Klasa 2 : marginalna dehiscijencija/fenestracija bukalnog zida postekstrakcijske alveole
Klasa 3 : velika dehiscijencija bukalnog zida nakon ekstrakcije zuba

GBR u jednom koraku indiciran je kod defekta klase 1 i 2, dok je kod velikih defekata klase 3
indiciran odgodeni pristup (Slikal.). Kod implantacije u ekstrakcijsku ranu vrijeme kosStane
augmentacije je klju¢no, jer se ovisno o proteklom vremenu od ekstrakcije nailazi na meka tkiva

u razli¢itim uvjetima (8).
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Slika 1. Indikacija za vodenu regeneraciju kosti, s dopustenjem dr. sc.

Snjezane Pohl

2.3. Razvoj vodene regeneracije kosti

Koristenje membrana u vodenoj kostanoj regeneraciji (GBR) potaknuto je koristenjem
membrana u vodenoj tkivnoj regeneraciji (eng. Guided tissue regeneration, GTR). Pocetne
studije 0 membranama napravljene su s Milliporeom (celulozni acetat) (10), no potencijal ovih
membrana nije prepoznat. Sljedeca studija (11) napravljena je s bioinertnim proSirenim
polytetrafloroethylen (eng. Expanded polytetrafluoroethylene, ePTFE) membranama koje
postaju standardne membrane za GTR i GBR u razvojnoj fazi obiju tehnika. Primjenom ePTFE
membrane (Slika 2.) stvara se fizicka barijera koja razdvaja tkivo od stanica koje bi mogle
utjecati na zarastanje rane. Membrana stvara izoliran prostor i olakSava proliferaciju angiogenih
i osteogenih stanica u defekt bez interferiranja fibroblasta. GBR tehnika pocela se primjenjivati
1980-ih, jednofazno ili dvofazno. Jednofazno se pristupalo kod imedijatne implantacije u
postekstrakcijsku ranu kako bi se regenerirao periimplantarni koStani defekt, a dvofazno kod

nedostatne Sirine grebena.
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Slika 2. ePTFE membrana, s dopusStenjem dr. sc. Darka Bozi¢a

Prvom operacijom povecala se Sirina grebena, a nakon 6-9 mjeseci drugom se operacijom
postavio implantat. Jedna od cesto videnih komplikacija je kolaps membrane, $to uzrokuje
smanjenje volumena regeneriranog tkiva ispod membrane. Druge komplikacije su nedostatno
stvaranje kosti 1 stvaranje tkiva slicnog periostu ispod membrane. Stoga se preporuca koriStenje
autogenih ili alogenih presadaka, ne samo kako bi se poduprla membrana 1 sprijecio njezin
kolaps, nego kako bi se poveéalo novo stvaranje kosti kroz osteogeni potencijal autograftova
(1). Neresorptivne membrane PTFE i titanska mrezica pokazale su dobra mehanicka svojstva
kao S§to su rigidnost i odrzavanje volumena augmentiranog defekta (12). Kombinacija
ePTFE/titanske membrane i1 autogenog koStanog transplantata pokazala je dobre rezultate, no
postoje 1 neke slabosti ove tehnike: izlaganje membrane zbog dehiscijencije mekog tkiva
uzrokuje upalu ispod membrane i tako dovodi u pitanje ishod regeneracije kosti, tesko
rukovanje membranom tijekom zahvata zbog hidrofobnih svojstava, potreba stabilizacije mini
vijkom 1 potreba za drugim operativnim zahvatom zbog otklanjanja bioinertne neresorptivne
membrane. Postavljaju se ciljevi za poboljSanje GBR tehnike: predvidljiviji ishod terapije i
smanjene komplikacije s izlaganjem membrane 1 infekcijom, lakSa primjena membrane i
smanjenje broja operativnih zahvata. Uvode se resorptivne membrane (polimerne i kolagene)
(1). Prva uspjes$na primjena resorptivnih membrana dogodila se ranih 1990-ih (13), s kolagenom
1 alifatskim poliesterima (14). Ove se membrane obi¢no koriste u kombinaciji s autolognim ili

sintetskim koStanim transplantatima sa ili bez fiksacijskih vijaka, jer zbog nedostatka rigidnosti
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teSko odrzavaju defektni prostor (15,16). Danas se kolagene membrane rutinski koriste u GBR-
u. Implantati postavljeni GBR tehnikom imaju povoljnu stopu prezivljavanja i GBR je dobro
dokumentirana tehnika (17). Klini¢ari imaju mogu¢nost biranja kirurSkog pristupa i materijala.
Ipak, treba se drzati primarnih i sekundarnih ciljeva GBR procedure. Primarni su ciljevi:
uspjeSna regeneracija defekta s predvidljivim rezultatima, pruzanje dugorocne estetike i
funkcije te nizak rizik komplikacija. Sekundarni su ciljevi: smanjen broj kirurskih intervencija,
nizak morbiditet za pacijenta i smanjen period cijeljenja. Svi segmenti su bitni, medutim
zadovoljiti primarne ciljeve je prioritet. Klini¢ar mora napraviti ispravnu procjenu klinicke
situacije, pacijenta, izbora biomaterijala i izbora terapijskog pristupa kako bi osigurao

predvidljiv terapijski ishod, te procjenu rizika koji moze biti nizak, srednji ili visok (1).

2.4. Postupak

U GBR tehnici fizicka barijera ili membrana postavlja se izmedu gingivalnog vezivnog tkiva i
alveolarnog kostanog defekta. Membrana je oblikovana tako da svojim oblikom prekriva cijeli
kostani defekt i proteze se barem 2mm preko njega, stvarajuci prostor i sprjecavajuci prodiranje
vezivnog tkiva u defekt. Ovim je nacinom osigurano neometano cijeljenje krvnog ugruska
unutar koStanog defekta. Osim stvaranja prostora gdje se stanice u izoliranoj sredini ubrzano
dijele, membrana stiti krvni ugrusak od mehanickog stresa, stoga mora biti stabilizirana. Rubovi
membrane ugurani su ispod reznja ili pricvr§¢eni mini vijcima. Stabilizacija rane je klju¢na jer
mikropokreti membrane preko krvnog ugruska tijekom pocetnog cijeljenja direktno utjeu na
diferencijaciju stanica. Pokreti od 10 do 20um dovoljni su da se diferencijacija mezenhimalnih
stanica promijeni iz osteoblasta u fibroblaste (18). Neresorptivna membrana ostavlja se na
poziciji do druge kirurSke faze. Osim osiguravanja prostora i stabilizacije rane, jo§ nekoliko

¢imbenika utjece na predvidljivost GBR-a:

1. membrana treba biti od materijala koji ima odredenu ¢vrstocu i prilagodljivost osiguravajuci

Zeljeni volumen kosti
2. vaskularizirana koStana podloga treba biti zdrava
3. membrana mora biti zadrzana u svome poloZaju

4. treba biti osigurana dovoljna koli¢ina vremena cijeljenja od minimalno 3 mjeseca za

mandibulu, a 6 mjeseci za maksilu
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Kostani se defekti mogu kategorizirati kao: postekstrakcijski defekti, dehiscijencije i
fenestracije, lokalizirani defekti alveolarnog grebena, defekti vezani uz periimplantitis ili

gubitak implantata (18).

2.4.1. Dehiscijencije i fenestracije

Preporucena minimalna bukolingvalna Sirina za ostavljanje implantata bez komplikacija je 6
mm. Postavljanje implantata u uzak alveolarni greben i u estetski prihvatljivu poziciju ima za
posljedicu dehiscijenciju ili fenestraciju. Studije pokazuju da GBR omogucava stvaranje kosti
oko implantata s fenestracijom i1 dehiscijencijskim defektom. Jedine su komplikacije kod

pusaca i kod ranog izlaganja membrane (18).
Na osnovu prikaza slu€ajeva i studija doneseni su sljedeci zakljucci:
1. GBR tehnika osigurava potpuno prekrivanje povrsine implantata s fenestracijskim defektom

2. kostani defekti sa stvorenim prostorom mogu biti uspjeSno tretirani membranom sa i1 bez

koStanog transplantata

3. za dehiscijencije i fenestracije bez stvorenog prostora potreban je koStani transplantat

4. autogene kosti, mineralizirana smrznuto-osuSena alogena kost (eng. freeze-dried bone
allograft, FDBA) 1 demineralizirani smrznuto-osuSeni koStani alotransplantat (eng.
demineralized freeze-dried bone allograft, DFDBA) uspjesno su koriStene

5. najcesce koriSten materijal za transplantat je DFDBA
6. najcesce koriStena membrana je e-PTFE, ali 1 druge membrne uspje$no su koriStene
7. rano izlaganje membrane kompromitira rezultat GBR-a.

2.4.2. Lokalna augmentacija grebena

Lokalni defekti grebena rezultat su gubitka kosti zbog vadenja zuba, razvojnih defekata,
parodontne bolesti, vertikalne frakture zuba, periradikularne patoze, patogene koStane lezije,
kirurS§ke traume ili traumatske ozlijede. Ovi defekti rezultiraju neestetskim deformiranim
grebenima nedostatnog volumena za postavljanje implantata. Postavljanje implantata u takve

grebene moze rezultirati protetski kompromitiraju¢im rezultatom nadomjeska. GBR se koristi
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da bi se omogucio horizontalno i vertikalno pogodan greben za postavljane implantata estetski
i funkcionalno u optimalnoj poziciji. Ovaj se odgodeni pristup pokazao pouzdaniji od
imedijatne implantacije ili ne augmentiranja grebena. Vrijeme izvodenja GBR-a odreduje
veli¢ina defekta oko zuba koji ¢e se izvaditi. Regeneracija se moze raditi za vrijeme vadenja,

4-6 tjedana nakon vadenja ili 3-4 mjeseca nakon $to zacijeli kost.

Problemi vezani za imedijatnu implantaciju s augmentacijom su uzrokovani time Sto se
nerijetko ne moze zatvoriti rana i tako je membrana izloZena, $to je uzrok manjem stvaranju
kostanoga tkiva. Klinicari tvrde da je to slucaj kada je membrana mobilna ili su njezini rubovi
izlozeni, medutim najbolje je da se membrana u cijelosti prekrije. Prednost imedijatnog pristupa
je potencijal cijeljenja ekstrakcijske rane. Kako bi se izbjegla ekspozicija membrane, moze se
pricekati 6 tjedana od ekstrakcije kako bi se gingiva zatvorila. Problem kod ovog pristupa je §to
se nakon ekstrakcije formira krvni ugrusak i nastaje natjecanje izmedu vezivnog i koStanog
tkiva da ga zamijene. Nezrela kost nakon 6 tjedana ne moze poduprijeti stabilan Cvrst
transplantat i moze ga zamijeniti za meko tkivo. Jo$ je jedan problem resorpcija vestibularne
kosti koja nastupa ve¢ nakon prvog tjedna, $to je narocito problemati¢no kod prednjih zuba
gornje ¢eljusti koji imaju prominentne korijene. Zbog svega navedenog, donesena je suglasnost
da se kod velikih postekstrakcijskih defekata radi dvofazni pristup kojim se prvo primijeni
kostani transplantat s membranom, a nakon cijeljenja se postavljaju implantati. Odgadanje
implantacije kako bi se prvo napravila augmentacija kosti ima svoje prednosti. Moguca je
dehiscijencija mekog tkiva i izlaganje membrane za vrijeme ranog cijeljenja nakon GBR-a.
Zbog toga su potrebne Ceste kontrole pacijenta. Kod izlaganja membrane potrebno je Cistiti s
1% klorheksidinom sve dok rub membrane ne bude u potpunosti izloZen, tada se moze izvaditi
izlozeni dio a da se ne remeti koStano cijeljenje. Najvaznije je pitanje moZze li kost nastala GBR-
om poduprijeti postavljene implantate. Samo se u 0,5% slucajeva dogodio neuspjeh (18). Kod
velikih deformacija grebena koje nemaju oblik defekta s rubovima koji bi mogli poduprijeti
membranu, postavljaju se koStani transplantati i membrane se uc¢vrScuju vijcima. Princip
koriStenja autogene kosti s membranom koja je pri¢vrSéena minivijcima s primarnim
zatvaranjem reZnja i bez izlaganja membrane dalo je odli¢ne rezultate. Preporuceni period
cijeljenja je 6-10 mjeseci. Mogucnost vertikalne augmentacije grebena ispitana je na 15
pacijenata s 4-7 mm implantata od koStanog grebena. Titanski minivijci postavljeni su distalno
3-4 mm od razine kosti za procjenu osteointegracije. Implantati i minivijci prekriveni su e-
PTFE membranom i rezanj je zatvoren. Nakon 9 mjeseci cijeljenja ustanovljen je dobitak kosti

od 3-4 mm (18).
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Rezultati studija za procjenu GBR-a za lokaliziranu augumentaciju grebena pokazuju:

1.

lokalizirana augmentacija grebena GBR tehnikom predvidljiva je 1 uspjeSna te
osigurava dovoljnu koli¢inu kosti za postavljanje implantata

kombinacija GBR-a i autotransplantata, GBR-a i alotransplantata, GBR-a i mehanicke
potpore podjednako su uspjesne

za velike augmentacije grebena potrebna je kombinacija mehanicke potpore, membrane
1 transplantata

uporaba samo membrane ucinkovita je kod prirodnih defekata koji imaju prazninu, ali
ne i kod velikih deformacija grebena

prerano izlaganje membrane komplikacija je koja ne mora uvijek rezultirati slabom
augmentacijom grebena

veliki periradikularni defekti mogu se uspjeSno tretirati koStanim transplantatima i

membranom (18)
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3. MEMBRANE

13



Mirna Pavi¢, poslijediplomski specijalisticki rad

Danas postoji Sirok izbor membrana za GBR. Kako bismo napravili pravi izbor membrane,
potrebno je poznavati njihova svojstva. Osnovna svojstva su: biokompatibilnost, sprje¢avanje
prodora mekih stanica, integracija tkiva, stvaranje i odrzavanje prostora, lako¢a rukovanja
tijekom zahvata, mala podloznost komplikacijama (19,20). Biokompatibilnost je sposobnost
funkcioniranja primijenjenog materijala uz odgovarajuc¢i odgovor zivog tkiva, bez izazivanja
Stete za organizam. Kod membrana biokompatibilnost se ocituje parametrima kao §to su:
cititoksicnost, histokompatibilnost, genotoksi¢nost, mutagenost i mikrobni efekt. Primarni je
cilj membrane izdvajanje stanica mekog tkiva iz prostora u kojem ¢e se dogoditi regeneracija
kosti. Medutim, dokazano je da se preko membrane vrSe transferi nutrijenata koji su bitni za
regeneraciju. Druge studije pokazuju da membrane s makroporama daju predvidljivije rezultate
te da su konduktivnije u odnosu na potpuno zatvorene membrane (1). Studija u kojoj su na
albino miSu na temporalnoj kosti napravljeni defekti i prekriveni s tri A,B,C e-PTFE membrane
razliCite poroznosti, pokazala je da je ukupna regenerirana kost na kraju eksperimenta ista u sva
tri slucaja, iako se neogeneza kosti najsporije odvijala kod A e-PTFE membrane s najmanjom
poroznos¢u membrane (21). Membrana koja ima idealni integracijski kapacitet mora pruziti
veliku mehanicku stabilnost augmentiranom podrucju. To potvrduje studija u kojoj je radena
evaluacija e-PTFE membrana u supraalveolarnim parodontalnim defektima na premolarima
kod pet bigl pasa. Na tri zuba kod dva psa doslo je do izlaganja membrane. Regeneracija kosti
na zubima ispod membrane bila je ve¢a nego kod kontrolne skupine (22). Vazan je faktor
rigidnost, a to je sposobnost membrane da ne kolabira i odrzZi stabilnim prostor defekta. U
prikazu slucaja u kojem se radio GBR na cetri slucaja sa Sest eksponiranih implantata, koristena
je resorptivna membrana (GUIDOR Matrix Barrier) koja je bila podrZana autolognim koStanim
strugotinama. Kod dcetiri slu¢aja s membranom 1 autotransplantatom doSlo je do potpune
regeneracije kosti, a u druga dva gdje je koriSten samo autotransplantat doslo je do polovicne
regeneracije kosti. Preporuca se koriStenje autolognih ili drugih transplantata ispod membrane
za dodatnu stabilizaciju (13). Membrane koje moraju biti oblikovane da pristaju 1 prekrivaju
augmentiranu zonu moraju biti lake za rukovanje. Neresorptivne membrane zbog svoje
rigidnosti 1 hidrofobnih svojstava moraju se mikrovijcima pricvrstiti kako bi ostale na Zeljenoj
poziciji. Bioresorptivne membrane, narocito kolagene, mekSe su i zbog svoje hidrofilnosti
prianjaju na okolnu kost i transplantat ¢im dodu u doticaj s krvlju. Neresorptivne membrane
zahtijevaju drugu operaciju u kojoj ¢e se ukloniti, medutim zbog ocuvanosti integriteta
membrane, lako ih je odstraniti. Izlaganje neresorptivne membrane ne predstavlja tako veliki
problem kao rano izlaganje 1 infekcija resorptivne, koju je tesko odstraniti zbog fragmentacije,

te dolazi do gubitka augmentacijskog materijala. Podloznost komplikacijama kolagenih
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membrana manja je od neresorptivnih, kod kojih je izlaganje ¢eS¢e 1 moze dovesti do gubitka

dijela augmentacijskog materijala (1) (Slika 3.).

Slika 3. Izlaganje neresorptivne titanske membrane, s dopustenjem dr. sc. SnjeZane Pohl

3.1. Podjela i svojstva membrana

Membrane za GBR proizvedene su od razli¢itih materijala koji se mogu klasificirati kao

sintetski polimeri, metali, anorganske komponente i prirodni polimeri (2).

3.1.1. Sintetski polimeri

Prve neresorptivne membrane su e-PTFE membrane, tj.neporozni florokarbonski polimer,
izrazito inertne i biokompatibilne. Preveniraju urastanje mekog tkiva i ne izazivaju imuni
odgovoru na strano tijelo. e-PTFE (eng. Polytetrafluorethylene, PTFE) je istovjetan onome koji
se koristi u vaskularnoj kirurgiji, koji kada je izloZen izrazitom stresu dobiva mikropore i prelazi
ue-PTFE (22). Kemijska stabilnost odrzava strukturalni integritet i funkciju barijere membrane.
Najveci je nedostatak e-PTFE membrane rano izlaganje, te bakterijska infekcija, Sto utjece na
ishod regeneracije. Ona zahtijeva potpuno primarno zatvaranje rane kako bi se izbjegle
komplikacije kao $to su urastanje vezivnoga tkiva, bakterijska kontaminacija, infekcija,

migracija membrane, rana degradacija membrane te izlaganje augmentacijskog materijala.
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Alternativa ovim membranama je n-PTFE (eng. high-density polytetrafluorethylene, n-PTFE),
visoke gustoce, bez poroziteta, nepermeabilna, neelasti¢na. Indikacije za uporabu su iste kao i
za e-PTFE, ali zbog svojih osobina ne dopusta primarno zatvaranje rane (23). Radena je studija
u kojoj su se usporedile e-PTFE i n-PTFE membrane na starijim zeCevina, gdje se promatrala
efikasnost n-PTFE membrana, poboljSanje urastanja kosti 1 usporedba nalaza dobivenih iz
studija i e-PTFE. Rezultati su pokazali da se n-PTFE membrana lakSe odvaja od kosti, za razliku
od e-PTFE koja je priljubljena uz povrsinu kosti. Kost ispod e-PTFE membrane brze se i
kolicinski viSe regenerirala. Zakljucak je da e-PTFE membrana ima bolji utjecaj kod starije
kosti (24). Alifatski poliesteri su druga kategorija sintetskih polimera koji su koriSteni za
stvaranje resorptivne membrane za GBR. Ti poliesteri ukljucuju: polilakti¢nu kiselinu (eng.
Polylactic acid, PLA), poliglikoli¢nu kiselinu (eng. Polyglutamic acid, PGA), poli-e-
kaprolakton  (eng. poly e-caprolactone, PCL), polihidroksilvalericnu  kiselinu,
polihidroksilbuteri¢nu kiselinu 1 njihove kopolimere. Prednosti ovih membrana su nizak stupnj
rigidnosti, procesiranja, menadzmenta, podesive biodegradacije i moguénosti inkapsulacije
lijekova. Poli L-lakticna kiselina (eng. poly-L-lactic acid, PLLA) koristi se za stvaranje
razliCitih bioresorptivnih membrana. Karakteriziraju je plasticnost, dobra mehanicka svojstva i
biokompatibilnost. Nedostatak PLLA je §to su potrebne 4 godine za potpunu resorpciju, dok bi
se idealna membrana trebala resorbirati unutar godinu dana. Kako bi se rijeSio ovaj problem,
dodani su kopolimeri laktida, glikolida, trimetilen karbonat, itd. Guidor Matrix Barrier,
bioresorptivna membrana koja se prvi put koristila u parodontologiji, sastoji se od polilakti¢ne
kiseline tretirane acetiltributrilcitatom kako bi se dobila fleksibilnost i omoguc¢ilo adaptiranje
membrane koStanom defektu. Membrana ima dva razliCito perforirana sloja. Vanjski je sloj s
ve¢im porama kako bi se omogucila integracija vezivnog tkiva i vezanje za matriks, dok je
unutarnji sloj s manjim kako bi se sprije€ilo prodiranje vezivnog tkiva, a dopustila difuzija
nutrijenata. Resorpcija ove membrane nastupa nakon jedne godine zbog hidrolize (25).
Resolute (eng. poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA) jos je jedna membrana koja ima dva sloja,
vanjski neperforirani i1 unutrnji perforirani. Histoloske studije pokazale su da ima isti u€inak
kao 1 neresorptivne membrane, a resorbiraju se pet do Sest mjeseci nakon primjene. Vlakna
poliglaktin 910, kopolimer glikolida i L-laktida (Vicryl Periodontal Mesh), ¢ine inertnu
neantigen membranu kojoj su ocuvana fiziomehanicka svojstva 3-4 tjedna nakon primjene. Ima
sli¢can uc¢inak kao 1 druge GBR membrane. Atrisorb je prvi tekuci proizvod prilagoden direktno
operativnom polju, a sastoji se od poli-DL-lakti¢ne kiseline rastopljene u N-metil-2pirolidu.
Membrana se stvori nakon ekspozicije polimera 0,9% slanoj otopini 4-6 minuta u specijalnoj

posudi i moze se odrezati u Zeljeni oblik. Pozicionira se primjenom blagog pritiska. Resorbira
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se nakon 6-12 mjeseci. Epi-Guide Bioresorbable Barrier Matrix je porozna membrana koja se
sastoji od D-L polilakti¢ne kiseline s jedinstvenom tehnologijom od tri sloja. Odrzava svoju
funkciju 1 strukturu pet mjeseci nakon postavljanja. Sloj je u kontaktu sa zubnim mesom
porozan i potiCe infiltraciju fibroblasta, dok je sloj u kontaktu s kosti manje porozan, podrzava
difuziju hranjivih nutrijenata i inhibira kretanje fibroblasta. Proizvedene su membrane bazirane
na kopolimerima mlije¢ne kiseline i e-kaprolaktona, koje pokazuju kraée vrijeme degradacije
u odnosu na c¢iste PLA membrane. PCL je karakteriziran ve¢om hidrofobnoséu i nizom
topljivoscu vode od PLA, PGA 1 njihovih kopolimera. Vivosorb, koji sastoji se od poli(DL-
laktidekaprolaktona), je biokmpaktibilan, necititoksi¢an i sposoban odrzavati prostor (26). Pri
degradaciji membrane male se Cestice polimera odvoje i izazovu upalnu reakciju na strano tijelo

s prisutno$¢u makrofaga, fibroblasta, gigantskih stanica i limfocita (25).

3.1.2. Metali

NajceS¢e metalne membrane su od titana, koji je zbog svojih karakteristika kao sto su rigidnost
i mala gustoc¢a, mala tezina, sposobnost da se odupre visokim temperaturama i otpornost na
koroziju, nasao uporabu u raznim kraniomaksilofacijalnim zahvatima. Titanska mrezica (eng.
titanium mesh, Ti-mesh) omogucava stabilizaciju koStanog transplantata i odrzavanje prostora,
sprjeCava kolaps kontura, njezina elasticnost sprjeCava kompresiju mekog tkiva, plasti¢nost
omogucuje savijanje, konturiranje i adaptiranje bilo kojem kostanom defektu (Slika 4.). Zbog
svoje glatke povrSine, bakterije su manje prijemcljive za Ti-mesh. Zbog svoje krutosti 1 oStrih
rubova koji nastaju pri prilagodbi membrane na kostani defekt, dolazi do iritacije sluznice i
izlaganja membrane te moguceg urastanja mekog tkiva (Slika 5.). Usprkos izlaganju, nema
infekcija u usporedbi s e-PTFE membranama. Makroporoznost je joS jedna od karakteristika
ove membrane, §to omogucuje dobru opskrbu krvlju, pojacava regeneraciju integracijom tkiva
1 dopusta difuziju ekstracelularnih nutrijenata kroz membranu. Nedostatak je teSko otklanjanje
u drugoj operaciji nakon osteointegracije (27). Legure od kobalt-kroma (CoCr) takoder su uzete
u obzir kao membrane za GBR. Iako je ova legura manje biokompatibilna od titana 1 titanskih
legura, ima dobra mehanicka svojstva. Nisu jo§ dokumentirana klinicka istrazivanja, samo
istzazivanje na zivotinjama gdje je uvideno da ova membrana osigurava dovoljno prostora i
provodi regeneraciju kosti (2). Radena je studija s Cetrdeset pacijenata koji su imali atroficnu
kost u predjelu straznje mandibule. Podijeljeni su u dvije skupine. Prvoj je skupini napravljena

vodena regeneracija kosti s neresorptivnom ojacanom titanskom membranom (eng. High-
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density polytetrafluoroethylene, d-PTFE), drugoj titanskom membranom prekrivenom krizno
umrezenom kolagenom membranom. Zabiljezene su sve komplikacije tijekom zahvata i
cijeljenja te se procijenjivala stabilnost implantata i vertikalni dobitak kosti. Ustanovilo se da
su oba GBR pristupa dala sli¢ne rezultate u pogledu komplikacija, dobitka visine vertikalne

kosti 1 stabilnosti implantata (28).

Slika 4. Neresorptivna titanska membrana, s dopustenjem dr. sc. Snjezane Pohl

Slika 5. Primarno zatvaranje reZnja bez napetosti, s dopustenjem dr. sc. Snjezane Pohl
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Slika 6. Regenerirana kost nakon GBR-a, s dopustenjem dr. sc. SnjeZzane Pohl

3.1.2.1. Bioloski principi vodene regeneracije kosti kod neresorptivnih membrana

Regeneracija znaci zamjena nestale ili izgubljene komponente u tijelu elementima podjednako
visoke strukturalne organizacije, tako da struktura i funkcija budu u potpunosti nadomijeStene
(Slika 6.). Kost ima jedinstveni potencijal za potpuni povratak izvorne arhitekture, ali uz
izvjesna ograni¢enja. Osnovni uvjeti kao $to su dostatna opskrba krvlju i mehanicka stabilnost
moraju biti zadovoljeni. Cijeljenje kosti ispod i bez membrane razli¢ito je u tome $to se kod
cijeljnja bez membrane, iako je isti obrazac reparature kosti, kost formira na rubovim defekta
te na dnu. Prostor defekta zatvorio se nakon 2 mjeseca, ali stvaranje kosti nije napredovalo.
Nakon 4 mjeseca kost je neznatno bila deblja (1). Kod cijeljnja ispod membrane histoloska je
analiza pokazala slijed dogadaja koji pocinju stvaranjem krvnog ugruska koji ispunjava
zasti¢eno podrucje ispod membrane. Matriks vezivnog tkiva bogat novim krvnim strukturama
zamjenjuje krvni ugruSak. Kasnije odlaganje nezrele kosti potice iz okolnog koStanog zida koju
zamjenjuje lamelarna kost. Ovaj obrazac intramembranoznog rasta kosti u horizontalnom 1
vertikalnom GBR-u opisan je takoder 1 kod cijeljenja postekstrakcijske alveole (8). Dosad se

smatralo da je uloga membrane pasivna, tj. da sluzi kako bi sprijecila urastanje vezivnog tkiva
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u defekt. Nove studije pokazuju vezu izmedu stani¢nih 1 molekularnih dogadanja vezanih za
odgovor tkiva i stvaranja kosti, i GBR membrana. Tijekom eksperimenta u kojem je u defekt
tibije Stakora stavljena PTFE membrana, primijetio se raniji i pojacani nivo esencijalnog
transkripcijskog faktora za diferencijaciju osteoblasta i osteogenezu (eng. Core-binding factor
subunit alpha-1cbfa-1/ Runt-related transcription factor 2, Runx2) osteoprogenitornih stanca,
te jaCe izrazeni marker za formiranje kosti, osteokalcin (2). Poznato je da su osteoblasti
mezenhimalnog podrijetla i da kao progenitorske stanice luce kolagen tip 1, alkalne fosfataze i
osteonektin. Juvenilni osteoblasti luce osteokalcin 1 kostani sijaloprotein i tako stvaraju koStano
tkivo. S druge strane, cbfa-1 je potreban transkripcijski faktor za stvaranje osteoblasta od
preosteoblasta. Pronadeno je da su omjeri novoformirane kosti ve¢i nego kod kontrolne grupe
gdje defekt nije prekriven membranom, iako omjer proliferativnih stanica nije bio znatno
razli¢it. Ustanovljeno je da samo u prostorima zasti¢enim membranom stanice koje stvaraju
kost mogu proliferirati. Rezultati studije gdje je omjer cbfa-1 veci od kontrolne grupe potvrduju
ovu studiju. Pojacano lucenje osteokalcina (eng. Messenger RNA, mRNA) znaci da se stanice
ubrzano diferenciraju iz preosteoblasta u osteoblaste i tako govore u prilog tome da GBR
ubrzava osteogensku diferencijaciju. S druge strane, angiogenski faktor rasta (eng. Vascular
endothelial growth factor, VEGF), koji je zaduZen za formiranje endotelnih stanica,
mikrovakularizaciju i mikrocirkulaciju (kljuan za prezervaciju strukture i formiranje kosti),
bio je podjednako zastupljen u obje grupe (29). Sli¢ni su rezultati pronadeni kod GTR zahvata.
U usporedbi s defektom bez membrane, nazocnost PTFE membrane u osnovnom defektu
stimulira jacu izraZenost razli€itth gena za formiranje kosti, alkalne fosfataze ALP (eng.
Alkaline phosphatase, ALP), osteopontin 1 koStani sijaloprotein, interleukine-1,4,6, matriks
metalopeptide MMPs (eng. Matrix metalloproteinases, MMPs) 2 1 9, receptor aktivacije
nuklearnog faktora kappa-f3 RANKLv(eng. Receptor activator of nuclear factor kappa-B
ligand, RANKL), te citokine. Tijekom studije doslo je do izlaganja samo jedne membrane, $to

se lijecilo s 1% klorheksidinom, te nadalje nije bilo komplikacija (30).

3.1.3. Anorganske komponente

Kalcijum sulfat (CaS) je jedna od nekoliko anorganskih komponenti koje su se koristile da bi
se napravio glavni dio GBR membrane. Ova membrana je biokompaktibilna, osteokonduktivna

1 bioresorptivna (2). U studiji gdje su se pratili u€inci kompozitnog kostanog grafta i CaS
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membrane na nefurkacijske koStane defekte pokazalo se da ova kombinacija daje dobre
rezultate (31). Membrane na bazi hidroksiapatita (HA) takoder su predlozene za GBR zbog
osteokonduktivnosti, slicnosti koStanim mineralima i biokompatibilnosti. Tako se smatra
lomljivim materijalom, pokazao je odgovaraju¢a mehanicka svojstva, omogucuju¢i membrani
izdrzavanje statickog pritiska mekog tkiva 1 oCuvanje prostora za regeneraciju kosti. Rezultati
studije pokazuju da je veéa proizvodnja kostanog volumena pri koriStenju okluzivnog gustog
HA s grubom unutarnjom povrsinom kao membrane koja odrzava prostor (32). Kompozitna
membrana s asimetri¢nim porama nHA/PA66 izrazito je bioaktivna i osteokonduktivna, potice
aktivnost stromalnih 1 osteoblasti¢nih stanica te inducira stvaranje kosti (33). Za stvaranje Cisto
keramiCke membrane koristi se HA puder, a za izradu drugih membrana koriste se dodaci
bioaktivnih iona kao Sto su stroncij, srebro ili cink kako bi se poboljsala bioloska svojstva
membrana (2). Glavni je nedostatak vezan za njihova ograni¢ena mehanicka svojstva i
nepredvidivu stopu bioapsorpcije. Staklo-keramika dijeli iste nedostatke. Usprkos dobroj
interakciji izmedu kosti 1 materijala, ima slaba mehanicka svojstva i vrijeme degradacije je
nepredvidivo (34). Drugi keramicki materijali kao p-trikalcijifosfat inkorporirani su u
resorptivne membrane 1 pokazali su proosteogenske rezultate. Dodavanje nanocestica
bioaktivnog stakla bioresorptivnim membranama pokazalo je povecanu stani¢nu metabolicku
aktivnost i mineralizaciju (2). Napravljena je studija u kojoj je kolagenoj membrani ugradeno
nano-bioaktivno staklo nBG (eng. Nanosized bioactive glass, nBG) te fibroblasni faktor rasta
FGF2 (eng. Fibroblast growth factor 2, FGF2). Studija je provedena na tri grupe: s
kolagenskom membranom, s kolagen-n-BG hibridom i s kombinacijom kolagen-n-BG hibrida
s FGF2. Histomorfometrijskim analizama procijenila se regeneracija kosti u defektu. Rezultati
su pokazali da je defekt prekriven membranom kolagen-n-BG hibrida s FGF2 skoro u

potpunosti oporavljen, dok je kod druge dvije membrane oporavljen samo djelomic¢no (35).

3.1.4. Prirodni polimeri

3.1.4.1. Kitozan

Kitin i kitozan (eng. Chitosan, CS) su biopolimeri koji imaju velike strukturalne moguénosti za
kemijske 1 mehanicke modifikacije kako bi se stvorila nova svojstva, funkcije 1 primjene,
naroCito u biomedicini. Usprkos velikoj dostupnosti, koriStenje kitina ograni¢eno je zbog

interakcija 1 netopljivosti. Zbog svoje biokompatibilnosti, netoksi¢nosti, antimikrobnom
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aktivnosti i niske imunogenosti, ovaj materijal ima veliki potencijal za razvoj. Napravljen je od
kopolimera glukozamina (b-1, 4 linked 2-amino-2-deoksi-D-glukoze) i N-acetilglukozamina i
kao produkt parcijalne deacitilizacije kitina. Materijal se moze naci kod ljuskarosa i ima ulogu
analognu kolagenu kod visih Zivotinja (36). Degradacije membrane ovise o na¢inu preparacije
membrane 1 molekularnoj tezini. Kao 1 kolagen, moze biti krizno umrezen s glutaraldehidom i
genipinom (eng. Genipin Gp), ali zbog citotoksic¢nosti glutaraldehida i visoke cijene Gp-a poceo
se alternativno ionski krizno umrezavati s natrij tripolifosfatom (eng. Tripolyphosphate, TPP).
Radena je studija gdje se promatrala asimetri¢na kitozna membrana krizno umrezena s TPP-
om, kako bi se poboljsala vu¢na snaga membrane u GBR-u. Pokazalo se da nije pronaden
znacajan broj mrtvih stanica na membrani, ukazujuéi da je membrana biokompatibilna. Kod
eksperimenata sa zivotinjama pokazalo se da ova membrana ima brZe stvaranje nove kosti i da
pokazuje sposobnost za poboljSanje regeneracije kosti. Ova je membrana pokazala da ima
asimetricnu strukturu, vuénu jac¢inu te da biodegradacija i biokompatibilnost ispunjavaju

zahtjeve vodene kostane regeneracije (37).

3.1.4.2. Alginatne membrane

Alginat je prirodni anionski polimer koji se ekstrahira iz smede morske trave i koji se zbog
svoje biokompatibilnosti, niske toksi¢nosti 1 zbog toga Sto je relativno jeftin te blago
gelatinozan dodatkom kationa kao Ca2+, istraZzuje za biomedicinsku uporabu. Alginatni
hidrogelovi mogu biti pripremljeni raznim krizno umrezenim metodama i njihova strukturalna
sli¢nost ECM (eng. Extracellular matrix, ECM) Zivog tkiva dopusta Siroku uporabu (38). lako
kitozan i alginat membrane u eksperimentalnim koStanim defektima pokazuju da poticu

regeneraciju kosti, jo§ nema opisanih klinickih studija koje to potvrduju (36,38).
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4. KOLAGENE MEMBRANE
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Kolageni su porodica razli¢itih tipova strukturalnih proteina koji se nalaze u raznim ljudskim
tkivima kao Sto su koza, krvne Zile i kost. Sintetiziraju ga specijalizirane stanice u tijelu ovisno
o lokaciji. Fibroblasti su odgovorni za proizvodnju kolagena u vezivnom tkivu, a osteoblasti u
kosti (39). Nakon izolacije, procis¢enja enzimatskim preparatima ili kemijskom ekstrakcijom,
preraduju se u razlicite oblike (22). Molekula kolagena sama nije stabilna, stoga je rasporedena
u niti koje su umrezene kovalentnom umrezenom vezom (39). To je najcesce koriStena kemijska
modifikacija, najcesce tretirana aldehidom. Rezultat ovog tretiranja smanjena je apsorpcija
vode, smanjena topljivost 1 povecana jacina istezljivosti (25). Postoji vise tipova kolagena, ali
u ljudskom se tijelu mogu naci od tipa 1 do tipa 4, ovisno o lokaciji. Prva uspjesno postavljena
kolagena membrana u GBR-u ugradena je 1990-ih (39). Kolagene membrane imaju puno
pozeljnih bioloskih aktivnosti: nisku imunogenost, privlacenje i aktiviranje parodontnog
ligamenta (eng. Periodontal ligament, PDL) i stanica gingivalnih fibroblasta, hemostati¢nost
(posjeduju sposobnost za stimuliranje trombocitnog pri¢vrstka kako bi poboljsale vezanje
fibrina, $to olakSava pocetno stvaranje i stabilizaciju ugruska, tako unaprjedujuc¢i regeneraciju
tkiva), mogu potencijalno povecati debljinu tkiva, laku manipulaciju te su u interakciji s
razli€itim tipovima stanica tijekom procesa cijeljenja (40,22). Napravljena je studija na
zeCevima u kojoj se istrazivala biokompatibilnost kolagenske membrane Bio-Gide i ustanovilo
se da nema imunoloske reakcije, Sto se i potvrdilo seroloskim testovima (41). Pokazalo se da
kolagene membrane stimuliraju sintezu (eng. Deoxyribonucleic acid, DNA) fibroblasta, dok
osteoblasti pokazuju vecu adherenciju za povrSinu kolagene membrane. Biodegradacija se
odvija djelovanjem endogene kolagenaze gdje se kolagena membrana razlaze na ugljicni
dioksid 1 vodu, a otporna je na nespecificnu proteoliticku degradaciju (42). Makrofazi 1
polimorfonuklearni leukociti, te patogeni kao Sto je Porphyromonas gingivalis (lat.) luce ove
enzime. Kolagenaza denaturira membranu na odredenim mjestima, ti fragmenti postanu
gelatinozni, koju gelatonaza i drugi enzimi denaturiraju u amino kiseline (22). Brzina resorpcije
membrane moze varirati (39). Nedostatak ove membrane je slaba rigidnost, koja ograni¢ava
sposobnost odrzanja prostora. Najbolje ju je koristiti za dehiscijencije 1 fenestracije koje ne
zahtijevaju dobru fiksaciju i stabilnost. Obzirom na brzinu degradacije, moguce je da se ne
zadrZava toliko vremena koliko je optimalno za regeneraciju tkiva (34). Glavna komponenta
kolagenih membrana je kolagen tip 1. Membrane se razlikuju po podrijetlu kolagena (govedi

ili svinjski), a degradacije membrana takoder ovise o podrijetlu kolagena (40).
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4.1. Razlicite vrste kolagenih membrana

Kako bi se poboljsala mehanicka svojstva membrana i usporila degradacija, membrane su
tretirane brojnim metodama umrezavanja (eng. cross-linking), fizikalnim ili kemijskim. Te
metode ukljucuju ultravioletno zracenje, tretiranje kemijskim otopinama poput genipina,
glutaraldehida, 1-etilen-3-(3-dimetilamniopropil) i karbodiimid hidroklorida (43). Kemijskim
umrezavanjem poboljSana je stabilnost membrane, medutim rezidualne kemikalije, aldehid 1
amidi, izazivaju upalnu reakciju na mjestu implantacije. Krizanje kolagena 1 i 3 govedeg
dermisa s glutaraldehidom u svrhu prekrivanja zuba s otvorenom furkacijom dalo je dobar
rezultat, ali se pazilo da se svi aldehidi i amini odstrane kako ne bi izazavali upalnu reakciju
(42). U jednoj studiji s kolagenom spuZvicom tretiranom glutaraldehidom, on se doveo u vezu
s citotoksi¢nim utjecajem na fibroblaste i prisustvom gigantskih stanica kao reakcija na strano
tijelo (44). Prirodne komponente za umrezavanje kao Sto su Gp i D-riboza smatraju se
netoksi¢nima, sigurnima, neimunogenima, komponentama koje ¢e osigurati dobra mehanicka
svojstva i uciniti membrane otpornima na enzimatsku degradaciju (42). Kolagenske su
membrane takoder ekstrahirane iz ljudske koze te se nakon odstranjivanja epidermisa i svih
dermalnih stanica dobio acelularni dermalni matriks (eng. Acellular Dermal Matrix, ADM).
Povecava se interes za ekstracelularne matriks membrane ECM, proizvedene decelularizacijom
mekog tkiva. Opisan je razvoj metode kemijsko-fizikalne decelularizacije primijenjen
alogenskom ljudski ekstrahiranom dermisu (eng. Human Dermal Matrix, HDM). Kako bi se
ocijenila odsutnost Zivucih stanica i odrZzanje ECM strukture, na HDM membrani radene su
bioloske, histoloske 1 ultrastrukturalne procjene. Rezidualni DNA, glikosaminoglikan i1 sadrzaj
kolagena, indeks vitalnosti, histologija 1 elektronska mikroskopija pokazali su efikasnost
procesa decelularizacije 1 prezervacije ECM matriksa 1 bioaktivnosti. Medu testiranim
faktorima rasta najvecu je koncentraciju pokazao transformiraju¢i faktor rasta-bl. HDM
ekstrakti su pokazali znaCajno povecanje proliferacije fibroblasta, dok su maksimalno
opterecenje 1 krutost HDM-a znacajno visi od celuliziranog dermisa. Membrana je integrirana
s tkivom domacina te nema upalne reakcije. Ovi rezultati pokazuju da metoda decelularizacije
dopusta razvoj alotransplantata ljudskog dermalnog matriksa koji moZze biti koristan za
regeneraciju mekog tkiva (45). Membrane su primijenjene kod lije¢enja periimplantarnih
dehiscijencija tehnikom kojom se na izloZenu povrSinu implantata stavlja autogena kost, preko
nje alogena, te se prekrije kolagenom membranom (eng. sandwich bone augmentation) i dale
su dobre rezultate (46). Drugi tipovi kolagenih membrana su derivati dure mater i perikarde
(47).
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4.1.1. Kolagena membrana dura meter

Za prekrivanje dehiscijencija, fenestracija oko implantata, kod postekstrakcijskih implantata,
vertikalne izgradnje grebena i kod podizanja maksilarnog sinusa, koriStena je smrzavanjem
osuSena dura mater (eng. Freeze-dried dura mater, FDDMA). Nakon Sest, devet i dvanaest
mjeseci na analizu je uzet mali uzorak membrane. Nije pronaden upalni infiltrat u tkivu koje
okruzuje membranu, niti su pronadene stanice u membrani, samo su na najperifernijem dijelu
membrane pronadene stanice pozitivne na kiselu fosfatazu. FDDMA membrane se resorbiraju
sporo, ne izazivaju upalni odgovor i nakon dvanaest mjeseci i dalje igraju ulogu u okluziji
stanica (47). Jedna od novijih membrana koja se razvila napravljena je od liofilizirane
mnogoslojne acelularne ljudske amnion membrane (eng. Acellular human amniotic membrane,
AHAM). Nakon decelularizacije AHAM je sacuvao svoj strukturalni, biomehanicki integritet
od amnionskog ekstracelularnog matriksa (eng. extracellular matrix, ECM). AHAM takoder
pokazuje minimalni toksi¢ni uc¢inak kada je kokultiviran s mezenhimalnim mati¢nim stanicama
(eng. Mesenchymal stem cells, MSCs), Sto je dokaz visoke stani¢ne gustoce, dobrog
prezivljavanja stanica i ucinkovite osteogenske diferencijacije nakon dvadeset i jedan dan
kultiviranja. Ucinkovitost viSeslojnog AHAM-a 1 vodene regeneracije kosti procijenjena je
koriste¢i in vivio tibiju misa kao model defekta. Nakon Sest mjeseci viSeslojni AHAM pokazao
je visoku ucinkovitost u ulozi barijere, kako bi sprijecio urastanje fibroznog tkiva, stabiliziranje
koStanog grafta 1 indukciju opseznog rasta kosti. Prednosti lifilizirane viSeslojne AHAM
membrane su ocuvanje strukturnih i mehani¢kih osobina amnionskog ECM-a, lakoca
preparacije i rukovanja, fleksibilnost u adaptaciji gustoce i mehanickih svojstava i djelotvornost

u induciranju rasta kosti 1 sprjeCavanju urastanja fibroznog tkiva (48).

4.1.2. Kolagena membrana perikarda

Tkivo perikarda ima iznimne osobine rukovanja i jednoliko zadrZavanje Sava. Netrombogen je
1 prirodno se odupire infekciji. Ksenogeni je perikard najcesce govedi, svinjski i rijetko konjski.
Tkiva iz ovih izvora dostupna su u velikim slojevima, omogucuju¢i prilagodenu konfiguraciju
za razne kardiovaskularne aplikacije. U velikom dijelu sastoje se od kolagenih vlakana i imaju

elasticna svojstva koja omogucuju sklad sa slozenom anatomijom. Izvorna struktura govedeg
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perikarda ima tri sloja: serosu, unutarnji tanki sloj koji se sastoji od mezotelnih stanica; fibrozu,
deblji sloj formiran raznovrsno orijentiranim, valovitim snopovima kolagena i elastina; i treci
sloj vezivnog tkiva, epipikardiju, vanjski sloj koji je djelomi¢no kontinuiran s
perikardiosternalnim ligamentima. Razliita povoljna svojstva kao Sto su acelularnost,
pouzdana konzistencija, sposobnost izrade i obrade do konstantne debljine 0,5 mm, pruzajuci
pouzdano zadrzavanje Sava i idealne operativne karakteristike rukovanja, poti¢u koristenje
govede perikard membrane u regeneraciji tkiva. Ova svojstva pruzaju prirodni mikrookoli§ za
migraciju i1 proliferaciju stanica domacina, ubrzavajuci endotelizaciju i regeneraciju tkiva (49).
Da bi se odrzao sadrzaj 1 struktura ECM-a i ojacalo biolosko tkivo bez izazivanja kalcifikacije
in vivo, pristupi su ukljucivali tretiranje perikardija obradenog glutaraldehidom, glutaminskom
kiselinom, modificiraju¢im postupkom decelularizacije te nano premazivanje perikardijalnih
transplantata titanom kako bi se sprijecile imune reakcije, a time i kalcifikacija (50,51). Puros®
Pericard i Copios perikard dizajnirani su za vodenu regeneraciju tkiva i vodenu regeneraciju
kosti. Sadrzavaju prirodnu matricu kolagena i mehani¢ka svojstva urodenog perikardija
zahvaljujuéi vlastitom Tutoplast® postupku. Karakterizira ga viSesmjerna cvrstoca, brza
hidratacija, petogodisnji rok trajanja i skladiStenje na sobnoj temperaturi. Profil resorpcije je 4-
6 mjeseci. Vremenski okvir za remodelaciju ovisi o mjestu defekta, dobi pacijenta,
zdravstvenom stanju i metabolickom i1 prehrambenom statusu te biomehani¢kom opterecenju
transplantata (49). Radena je studija u kojoj se zakljucilo da bestani¢na goveda membrana (eng.
Acellular bovine membrane, ABP) tretirana s 1-etil-3 (3-diaminopropil)-karbodiimidom
(EDAC), moZe biti zamijenjena okolnim tkivom 1 da je biokompatibilna. Postoje dokazi o
regeneraciji tkiva unutar poroznog govedeg perikarda postupkom koji ukljucuje regrutiranje
stanica 1 specificnu diferencijaciju tkiva. Zbog svojih je svojstava perikard goveda prihvac¢en u
podrucju stomatologije i koristi su u sljede¢im podru¢jima: augmentaciji alveolarnog grebena,

vodenoj regeneraciji tkiva, prekrivanju korijena te kod dehiscijencija (50).

4.1.2.1. Svinjski perikard

Izmedu svinjskog i govedeg perikarda postoje male razlike. Perikard goveda ima ve¢i sadrzaj
kolagena od onog svinjskog porijekla, ali oni ne pokazuju znacajnu razliku u stupnju
kalcifikacije u razli¢itim tretmanima glutaraldehidom. Zalisci proizvedeni iz govedeg perikarda
pokazali su manju opstrukciju nego zalisci nacinjeni od perikardnog tkiva svinje (Slika 7.),

mada oba zaliska pokazuju sli¢ne hemodinamicke rezultate (50). Napravljena je studija kako bi
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se istrazilo povecava li svinjska bioresorbirajuc¢a perikardna membrana oseointegraciju oko
implantata smjeStenih u svjeze ekstrakcijske rane tako da su dvadeset i Cetiri komercijalno
dostupna implantata postavljena u svjeze postekstrakcijske rane. Jedna je strana imala
implantate 1 mjesta osteotomije prekrivena svinjskim bioresorptivnim perikardnim
membranama, dok s druge strane nisu koriStene membrane. Nakon Sest tjedana, uzeti su uzorci
i napravila se histomorfometrijska analiza. Pokazalo se da su gubitak kosti i migracija mekog
tkiva u koronarnoj regiji implantata vidljivi kod kontrolne skupine, dok je oko vrata implantata
bila vidljiva obilna kost za skupinu prekrivenu membranom. Kontakt kost-implantata bio je
znacajno veci za skupinu prekrivenu membranom, 75%, u odnosu na kontrolnu skupinu, 45%.
Strukturne karakteristike svinjske membrane potekle iz perikarda mozda su bile odgovorne za
ucinke rasta kosti jer histoloski odsje¢ci nisu pokazali da se membrana urusava u prostor izmedu
stijenke alveole i implantata (52). Imaju¢i na umu mehanicka svojstva, uoc¢eno je da ove
membrane imaju bolju vlacnu ¢vrstocu od ostalih kolagenih membrana dobivenih iz submukoze
tankog crijeva, peritoneuma ili acelularnog dermalnog matriksa. S obzirom na strukturu
membrane, ne krizno umrezeni matriks izveden iz svinjskog perikarda ima bioni¢nu znacajku

za koju se pretpostavlja da je klju¢ni faktor za stanicnu migraciju i morfogenezu (49).

Slika 7. Kolagena membrana od svinjskog perikarda, s dopustenjem dr. sc. Darka Bozi¢a
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4.1.2.2. Ljudski perikard

Prednosti perikardnih membrana mnogostruke su, pa su osim govedeg i svinjskog perikarda
razvijene 1 ljudske membrane perikarda (eng. Human pericardium, HP). Govede i HP
membrane procijenjene su u studiji u kojoj je koriSteno pedeset odraslih novozelandskih bijelih
zecCeva. KoriSteno je pet grupa od po 10 zivotinja: ljudska membrana fascia lata, HP, ljudski
fascia temporalis, govedi perikard (eng. bovine pericardium, BP) 1 ekspandirani
politetrafluoroetilen (e-PTFE). Prema rezultatima, fascia lata, HP, BP i e-PTFE poticu
regeneraciju kosti 1 mogu se uspjesno koristiti kao GBR membrane za koStane nedostatke izvan
kriti¢ne veli¢ine. Defekt u HP grupi bio je ispunjen zrelom, uglavnom novoformiranom kosti,
u najve¢em dijelu lamelarnom, s izrazitim koStanim trabekulama i koStanom srzi (53).
Biokemijska 1 biomehanicka procjena nove kosti formirane u oSte¢enju kosti procijenjena je
testovima biomehanicke tvrdoce 1 aktivnosti alkalne fosfataze nakon razdoblja od 60 dana.
Eksperiment je izveden stvaranjem oSte¢enja promjera 8 mm u ljudskom kalvariju uporabom
demineraliziranog kosStanog matriksa kao kontrole. Rezultati su pokazali da ljudski perikard
ima veéu biomehaniCku tvrdocu (54). Testirano je ima li ljudska membrana perikarda
mogucénost augmentirati lokalizirane defekte alveolarnog grebena za naknadno postavljanje
zubnih implantata u nepotpuno zacijeljene ekstrakcijske rane. Horizontalna i vertikalna
mjerenja tvrdog tkiva CBCT-om zabiljeZena su na dan augmentacije grebena te su pracena
nakon cetiri 1 sedam mjeseci. Volumen kosti postignut vodenom regeneracijom kosti pokazao
je dobitak od 4,8 mm horizontalno i 6,8 mm vertikalno u defektnom grebenu u razdoblju od
sedam mjeseci nakon postupka. Rezultati su sugerirali da HP membrana moZe biti prikladna
komponenta za augmentaciju lokaliziranih oSte¢enja alveolarnog grebena. Za GBR defekta u
maksilarnom grebenu koristeni su dekalcificirani koStani alotransplantat 1 resorptivni ljudski
perikard (HP) kako bi se poboljsao estetski rezultat. Postoperativnim se pregledom ustanovilo
poboljsanje kontura alveolarnog grebena. Perikard je prirodna membrana konstruirana za GTR

1 GBR. Sadrzi prirodni kolageni matriks i mehanicka svojstva autohtonog perikarda (55).
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4.1.2.3. Ukljucivanje bioloskih signala, prirodnih elemenata i sinteti¢kih bioaktivnih
materijala u membranu

Kao pristup koji osigurava membrani antibakterijska svojstva i poveéava regeneraciju kosti,
predlozena je ugradnja ¢imbenika rasta ili stanica te antibakterijskih agenata u membrane. Kako
bi se unaprijedio proces stvaranja kosti, upotrijebili su se razliciti ¢imbenici rasta. Vecina in
vitro studija koristila je MSC stanice osteoblasti i endotelne stanice kako bi se odredio utjecaj
peptida-1, osnovnog faktora rasta fibroblasta (eng. Fibroblast Growth Factor-Basic,
bFGF)/FGF-2 1 proizvod stromalnih stanica faktor-1a imobiliziranih na membrani. Ove in vitro
studije pokazale su povecano Sirenje, proliferaciju, migraciju i osteogenu diferencijaciju ovisno
o imobiliziranoj molekuli. In vivo eksperimenti na Zivotinjama uporedivali su regenerativne
ucinke nativne membrane i membrane imobilizirane ili oplemenjene rekombinantnim ljudskim
koStanim morfogenetskim proteinom (eng. Bone morphogenetic protein 2, BMP-2),
rekombinantni ljudski koStani morfogenetski protein (eng. Recombinant human bone
morphogenetic protein BMP2, rhBMP-2), thBMP-2 s domenom koja veze kolagen, koStani
morfogenetski protein 7 (eng. Bone morphogenetic protein 7, BMP-7), kombinacijom BMP-2
1 BMP-7, (eng. Fibroblast Growth Factor-Basic, bFGF)/FGF-2, trombocitni faktor rasta (eng.
Platelet-derived growth factor, PDGF) 1 peptidom koji formira kost (eng. Bone forming peptide-
1, BFP1). Membrane imobilizirane ili oplemenjene ovim razlicitim faktorima rasta ili peptidima
pokazuju povecanu in vivo regeneraciju kostiju. Pokazalo se da kada se deksametazon pri¢vrsti
na kolagenu membranu, on inducira regeneraciju kosti. Ugradnja antimikrobnih sredstava 1
antobiotika u membrane pokazala je da antibiotici i srebro mogu promijeniti odgovor tkiva, kao
1 skolnost bakterija da koloniziraju membranu. Ugradnja antimikrobnih sredstava, na primjer
tetraciklina, metronidazola 1 iona srebra u membranu, moze inhibirati bakterijsku infekciju,
vezano za izlozenost membrane. Otvara se pitanje o stvaranju rezistencije na antibiotike,
naro¢ito kod koriStenja antibiotika Sirokog spektra. Istraziva¢i su nedavno u kolagene
membrane ugradili metronidazol kao antibiotik koji se ¢esto koristi u parodontnoj terapiji (56).
Ugradnja bioloskih signala, prirodnih elemenata 1 sinteti¢kih bioaktivnih materijala u oStecenje
u kombinaciji s kolagenom membranom takoder poboljSava regenerativni ishod kod GBR-a
(57). Kombinacija membrana s ¢imbenicima rasta pokazala je brojne prednosti. Jedan od
kljuénih ¢imbenika koji utjecu na cijeljenje rane jest sposobnost regrutiranja mezenhimalnih

progenitorskih stanica na mjesto defekta. Lokalna isporuka Sirokog spektra faktora rasta kao
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Sto su trombocitni faktori rasta PDGF i koStani morfogenetski proteini kao osteoinduktivni
C¢imbenici rasta koriste se u stomatologiji i posjeduju sposobnost daljnjeg stimuliranja

regrutiranja stanica, proliferacije i diferencijacije (58).
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5. NOVA SAZNANJA O KOLAGENIM MEMBRANAMA
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Nova istrazivanja govore o tome da kolagene membrane nemaju samo funkciju barijere tijekom
vodene koStane regeneracije, nego i aktivno sudjeluju u procesu aktivirajuci stanice i poti¢uci
difuziju hranjivih tvari. StoviSe, istrazivanja pokazuju da razli¢ite membrane imaju razlicit

potencijal aktivacije stanica i na taj nacin razlicito pridonose cijeljenju defekta (56).

5.1. Bioloski principi vodene regeneracije kosti kod resorptivnih membrana

Kao i u istrazivanjima neresorptivne membrane, pokazalo se da nazo¢nost kolagene membrane
dovodi do porasta forimiranja kosti i gena za remodelaciju kosti (osteokalcin, kalcitoninski
receptor, katepsin K 1 RANKL) u defektu tibije Stakora u usporedbi s defektom bez membrane.
Bitnije, moguce je povezati stvaranje kosti 1 aktivnost remodelacije inducirane membranom. U
defektu se vide vece koli¢ine zrele remodelirane kosti u gornjem podrucju blizu membrane
(2,6). Prisutnost membrane potakla je rani ulaz dva velika stani¢no regrutirajuca faktora u
defektu: kemokinski receptor 4 (eng. C-X-C chemokine receptor type 4, CXCR4) i monocitni
kemotaksijski protein-1 (eng. Monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1). CXCR4 igra
vaznu ulogu u regrutaciji mezenhimalnih mati¢nih stanica, koje diferenciraju u osteoblaste, dok
je MCP-1 (eng. Monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1) opisan kao glavni kemokin za
regrutaciju prekursora osteoklasta, kljucni tip stanica za remodeliranje. Ovi nalazi govore da
membrana unaprjeduje okolinu za brzu regrutaciju razlicitih tipova stanica u defektu kao $to su
osteoblasti¢ni 1 osteoklasticni fenotipovi, 1 jo§ bitnije, unaprjeduje konduktivnu okolinu za
molekularnu kaskadu kostanog formiranja i remodeliranja (2). U jednoj od studija pokusSale su
se ustanoviti histoloske promjene kod novostvorene kosti inducirane GBR-om s resorptivnom
kolagenom membranom i provjeriti mogu li kolagena vlakna membrane utjecati na biolosku
funkciju osteogenih stanica. Studija je radena na miSevima 1 koriStena je Bio-gide membrana.
Primijeceno je sljedece: kolagena membrana je omogucila da se visina alveolarnog grebena
vrati na razinu prije defekta; ALP pozitivne stanice (eng. Osteopontin, OP 1 eng. Osteocalcin,
OC) 1 imunopzitivne matrice su se stvorile rano, u drugom tjednu, u poroznom sloju membrane,
ukazujuéi na indukciju osteoblasticne diferencijacije; kolagena vlakna membrane ugradena su
u novonastalu kost u blizini membrane; kost udruzena s membranom ugradena je u kost koja
se pruza iz kaviteta. To su dokazi da kolagena membrana sudjeluje u osteogenezi i pruza dobru
augmentaciju grebena (59). Druga je studija radena in vivo gdje je koriStena druga vrsta
kolagene membrane koja se sastoji najviSe od izvanstanicnog matriksa ECM kolagena s

fibroblastnim faktorom rasta-2 FGF-2. Pokazalo se da je membrana domacin razli¢itim

33



Mirna Pavi¢, poslijediplomski specijalisticki rad

stanicnim fenotipvima tijekom GBR-a 1 da te stanice unutar membrane postupno luce i
izrazavaju bitne kosStane faktore rasta. Zaklju¢no, membrana direktno i aktivno provodi proces
cijeljenja u defektu aktiviraju¢i domace stanice koje postaju prijemcljive za membranu,
dopustajuc¢i komunikaciju svojim signalima s razli¢itim populacijama stanica u defektu i time

membrana postaje vise od samo pasivne barijere (2).

5.2. Aktivno sudjelovanje kolagenih membrana u procesu regeneracije koStanog defekta

Pozitivnom imunoloskom reakcijom kostanih proteina (ALP, OP i OC) na unutarnjoj strani
membrane koja gleda na koStani defekt, dokazalo se da kolagena membrana sudjeluje u
regenerativnom procesu. Imunohistokemijski, histoloski 1 elektronskim mikroskopom
dokazano je da se kost formirala i mineralizirala na donjem poroznom dijelu kolagene
membrane, prekrivajuéi defekt nakon cetiri tjedna cijeljenja. Utvrdena je veza izmedu
ekspresije faktora rasta BMP-2, FGF-2 1 transformirajuéeg faktora rasta -beta (eng.
Transforming growth factor beta, TGF- ) u membrani i u molekularnoj aktivnosti stvaranja
kosti i remodeliranja u defektu ispod membrane. Znanstveni dokazi upucuju na to da GBR
membrane aktivno sudjeluju u cijeljenju i regenerativnom procesu u defektu stimulirajuéi i
regrutirajuci stanice koje migriraju 1/ili ostaju povezane s membranom. Popratno, membrane
omogucuju da signali iz stanica udruzenih s membranom dodu do stanica u defektu, stvarajuci
tako lokalnu sredinu koja je konduktivna za stvaranje 1 remodeliranje kosti. Stanice vezane za
membranu tijekom GBR-a mogu ispoljavati drugacije osobine od onih koje su u defektu. Dvije
razlicite studije pokazale su da se te stanice mogu razlikovati po svom fenotipu 1 sekretornom
ponasanju (6, 60). Jedna druga studija otkrila je imunohistokemijskom procjenom specificnom
za mjesto usporedivu imunoreaktivnost za koStane proteine (osteokalcin, koStani sijaloprotein)
u kolagenskoj membrani i defektu, medutim stanice u kolagenoj membrani imale su vecu
aktivnost kolagenaze nego stanice u defektu. Remodelacija kolagena potvrdena je
imunodetekcijom matriks metaloproteinazom (MMP-1 1 MMP-8), §to je intersticijalna i
fibrozna kolagenaza. Remodelacija je potrebna za proces cijeljenja rane. Leukociti, narocito
makrofazi i neutrofili su glavni izvor MMP (57). Angiogeneza je vaZan ¢imbenik koji utjece na
ishod cijeljenja kosti (61). GBR membrane bi trebale osigurati takozvanu ,,transmembranoznu
vaskularizaciju®, tj.dopustati stvaranje krvnih zila kako bi se povecalo stvaranje nove kosti.
Medutim, pokazalo se da je najceS¢e potrebno urastanje vezivnog tkiva kako bi se omogucilo

istovremeno urastanje krvnih Zila (62). Pokazalo se da je ovo urastanje tkiva povezano s
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preuranjenim raspadom ili fragmentacijom 1 posljedicnim gubitkom funkcionalnosti barijere
kolagene membrane (63). Poravnavanje upalne kaskade uzrokovano biomaterijalom moze
utjecati na cimbenike kao $to je odgovor anabolickih stanica tkiva, npr. osteoblasta (64). Postoje
razli¢ita medudjelovanja imunoloskih stanica izazvanih materijalom makrofaga i/ili (eng.
Biomaterial-associated Multinucleated Giant Cells, BMGC-a) i stanica tkiva (osteoblasta ili
endotelnih stanica) koje mogu podrzati proces regeneracije tkiva na molekularnoj razini (65).
Tijekom cijeljenja kosti, na vaznosti su dobila medudjelovanja stanica upalnog odgovora i
stanica pregradnje kosti (66). Kaskada upalne reakcije tkiva na biomaterijale razjasnjena je
posljednjih desetljeca, a posebno su makrofazi identificirani kao klju¢ni ¢imbenici za vodenje
procesa regeneracije tkiva (67). U Sirem smislu, postoje dva glavna podoblika makrofaga,
proupalni M1 i protuupalni M2 (68). Razlicite vrste (oralnih) mezenhimalnih mati¢nih stanica,
kao $to su mezenhimalne mati¢ne stanice zubnog porijekla, ukljuene su u cijeljenje koStanog
tkiva (69,70). MSC iz oralnog tkiva diferenciraju osteoblaste 1 prekursore koStanog tkiva te
pruzaju imunomodulatornu aktivnost (71). Glavna je zada¢a kolagene membrane biti barijera
dovoljno dugo kako bi osigurala regeneraciju kostanog tkiva. Poznato je da se kolagene
membrane svinjskog dermisa ¢esto prerano resorbiraju u 4-8 tjedana. Optimalno se razgraduju
fizioloSkim procesima i imaju dobru biokompatibilnost, ali ne podvrgavaju se
transmembranoznoj vaskularizaciji, §to za njih i nije neophodno budu¢i da zbog male debljine
dopustaju transport nutrijenata difuzijom (62). U svrhu produljenja trajanja membrana koriStene
su membrane iz drugih tkiva, kao Sto je perikard, i one se takoder nisu podvrgle vaskularizaciji
zbog male debljine. Izbor ovoga izvora tkiva temelji se na poznavanju razli¢itog prirodnog
kriznog umrezavanja kolagena, §to ¢ini se produljuje vrijeme trajanja membrane (72). Kemijsko
krizno umreZavanje pokazalo je da smanjuje biokompatibilnost, vodi do pretjeranog upalnog
odgovora i preuranjenog raspada materijala (73). Transmembranska vaskularizacija ukljucuje
stvaranje krvnih Zila unutar membrane za premos¢ivanje posebno vecih udaljenosti, kao u
sluc¢aju debljih barijernih membrana, i temelji se na urastanju slozenog tkiva u tijelo materijala.
Kako bi se potaknulo urastanje tkiva, membrana mora biti djelomicno fagocitirana ili
resorbirana, Sto zahtjeva uplitanje makrofaga ili multinuklearnih gigantskih stanica (72). Te su
stanice takoder ukljuene u angiogene procese zbog njihove ekspresije odgovaraju¢ih
molekula, kao Sto je faktor rasta vaskularnog endotela VEGF (72). Bilo bi potrebno stvoriti

membrane s viSim "upalnim potencijalom" kako bi se stvorio gore spomenuti mikromilje (74).
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6. RASPRAVA
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Tradicionalno se membrana u GBR-u smatrala samo pasivnom barijerom, koja je odvajala
meko tkivo od defekta. Uloga membrane nije se gledala kao potencijalno bioaktivni modulator
za regenerativni proces. Danasnje promjene i adaptacije membrane veéinom su namijenjene
lakSem rukovanju tijekom kirurSkog zahvata ili produljenju degradacije membrane. Takve
promjene na membranama mogu utjecati na stani¢nu i molekularnu kaskadu cijeljenja kosti,
rezultirajuéi razli¢itim stupnjem stvaranja kosti i restitucije defekta. Postoje studije koje
usporeduju razli¢ite kolagene membrane. Radila se studija kako bi se usporedila resorptivna
nekrizno umrezena kolagena membrana (eng. creos xenoprotect, CXP) i referentna membrana
Bio-Gide (BG) u GBR-u na dehiscientnom implantatu. KosStani augmentat stavljen na povrsinu
implantata imobiliziran je CXP ili BG membranom. Defektno je mjesto mjereno nakon Sest
mjeseci te se ustanovilo da se defekt kod CXP membrane smanjio za 81%, a kod BG membrane
62%, te da su obje membrane dale dobre rezultate, ali se trebaju joS§ istraziti (75). Nadalje se
radilo sli¢no istraZivanje gdje se istrazivao molekularni i strukturalni obrazac cijeljenja tijekom
GBR-a, usporeduju¢i CXP i BG. Istrazivalo se imaju li razliite vrste kolagenih membrana
razli¢it stani¢ni i molekularni obrazac i kako on utje¢e na regeneraciju kosti. Radilo se o
kostanom defektu femura misa koji je ispunjen deproteiniziranom govedom kosti (eng.
Deproteinized bovine bone, DBB) i prekriven s BG ili CXP membranom, koja sadrzi elastin.
Uzorci su analizirani tre¢i i dvadeset i prvi dan od zahvata. Vrsila se analiza membrane treci
dan i analiza iz defekta tre¢eg i dvadest 1 prvog dana. Uzorak iz defekta nakon tri dana pokazao
je da nema razlika kod ekspresije pro-inflamatornih citokina, interleukina 6 (eng. Interleukin 6,
IL6) 1 tumorskog faktora nekroze (eng. Tumor necrosis factor, TNF) izmedu defekata koji
prekrivaju membrane. Od tre¢eg do dvadeset 1 prvog dana TNF se smanjio. BMP-2 bio je
znatno Visi 1 rastao je tijekom cijelog perioda kod CXP membrane, dok je kod osteogeni¢kog
diferencijacijskog faktora rast bio isti kod obje membrane. Osteoklasticni 1 markeri
remodelacije kosti su bili prisutni kod CXP membrane. Genska ekspresija na membranama
nakon tre¢eg dana pokazala je da obje membrane pokazuju obilnu ekspresiju citokina, faktora
rasta. BMP-2 1 FGF-2 korelirani su ekspresijom BMP-2 1 inflamatornih citokina iz defekta,
medutim iako je BG membrana tre¢i dan imala viSu razinu BMP-2, na stanicama membrane u
konacnici bila manja koli¢ina kosti u centralnoj regiji defekta. U analizi medusobne povezanosti
ekspresije gena pronadena je pozitivna medusobna povezanost izmedu BMP-2 defekta i BMP-
2 membrane, FGF-2 membrane 1 TNF-a defekta i IL6 defekta. Nakon dvadeset i jednog dana
histomorfometricki se moglo uociti da se u srednjem dijelu defekta u grupi CXP membrane
regeneriralo 34,9% kosti, dok se u BG grupi regeneriralo 15,5%. Razlog vecoj regeneraciji CXP

membrane moze biti zbog vece stabilnosti i mehanicke ¢vrsto¢e membrane. Ovom je studijom
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otkriven osnovni mehanizam kojim stanice u defektu, koji je tretiran CXP membranom,
reguliraju ekspresiju BMP-2 prema membrani kroz cijelu studiju. BMP-2 najsnazniji je pro-
osteogenicni faktor rasta koji stimulira diferencijaciju MSC-a u osteoblaste. Osteoinduktivna
uloga BMP-2 objaSnjava veliki rast kosti u srediStu defekta, Sto je ujedno i najteza regija za
regeneraciju. Remodelacija kosti povecavala se tijekom vremena za obje membrane, iako je
veée aktivnosti remodelacije imala CXP membrana. To potvrduju ranija istrazivanja koja su
pokazala da membrana u GBR-u, kao i materijali koji provode vodenu regeneraciju kosti,
poboljsavaju remodelaciju kosti. Membrane nisu izazvale upalnu reakciju te su pokazale da su
biokompatibilne. Zasto je u pocetku ekspresija BMP-2 bila veca kod BG membrane, ne zna se.
Ogranicavajuca je stavka to Sto se membrana nije mogla analizirati dvadeset i prvi dan zbog
stupnja degradacije. Kvalitativna histoloska procjena pokazuje veliki stupanj degradacije kao i
stanicne i tkivne integracije obje membrane tijekom evaluacijskog perioda od dvadest i jedan
dan. Vazan je segment studije to $to se utvrdio infiltrat stanica na membrnama ve¢ trec¢i dan.
Stanice koje su infiltrirale membrane lucile su faktore bitne za pocetnu upalu, stvaranje kosti i
vaskularizaciju. Sve ovo dokazuje da membrane nisu samo pasivne barijere, nego da se
ponasaju kao bioaktivni modulatori za signale koji komuniciraju s defektom ispod njih (5).
Najnovija studija radena na temu ovih membrana imala je za cilj usporediti klinicku izvedbu
nove (CXP) membrane s referentnom membranom (BG) kod istodobnog postavljanja
implantata i vodene regeneracije kosti na dehisciranim pojedinacnim mjestima. Prva su se
mjerenja radila Sest mjeseci od GBR-a. Godinu dana nakon implantacije pratila se stopa
prezivljavanja implantata, promjena razine kosti, rezultat ruZicaste estetike, zadovoljstvo
pacijenta od konacne isporuke nadomjeska, kvaliteta Zivota pacijenta od prethodne obrade i
jednogodi$nji indeks krvarenja. KoriStenje CXP 1 BG membrane za istovremeno stavljanje
implantata i GBR-a na dehiscirana podru¢ja i potom smanjenje defekta, dalo je zadovoljavajuce

rezultate s obje membrane (76).

Mikroarhitektura, mehanicka svojstva, citotoksi¢nost 1 svojstva stani¢ne kemotaksije
acelularnog BP-a procjenjivani su in vitro, i in vivo. U¢inkovitost acelularnog BP-a ispitivana
je 1 na mandibularnom modelu kuni¢a. Rezultati su sugerirali da acelularna membrana BP
posjeduje medusobno povezanu vlaknastu strukturu. Tretman glutaraldehidom (GA) bio je
ucinkovit za poboljSanje mehanickih svojstava acelularnog BP-a i rezultirao je zanemarivom
citotoksi¢nos¢éu. Nakon 16 tjedana standardizirani kostani defekti, stvoreni u mandibuli kunic¢a
1 prekriveni acelularnim BP-om, povezani su s pojacanim taloZenjem mineraliziranog tkiva u

usporedbi s defektima koji su ostavljeni spontanom cijeljenju. U usporedbi s grupom bez
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membrane, primijeCen je blagi upalni odgovor upotrebom glutaraldehida u pripremljenim
defektima u mandibulama pasa, medutim ustanovljeno je da je cijeljenje nakon 4 tjedna
usporedivo. Govedi perikard potiCe stvaranje nove kosti inhibiraju¢i invaziju novog vezivnog
tkiva (49). Proveden je pokus na Zivotinjama radi usporedbe uc¢inkovitosti govedeg perikarda u
stvaranju kosti u defektima kriti¢ne veli¢ine u usporedbi s kolagenom membranom. Histoloski,
rezultati su pokazali da je povrsina koStanih oste¢enja bila ujednacena sa susjednom normalnom
kosti u grupi s BP krizno umreZzenim EDAC-om, dok je kostani defekt kod kolagene membrane
bio neujednacen u 16. 1 24. tjednu. Najveca tvorba kosti dogodila se u skupini s koStanim
transplantatom 1 BP-om. Nakon 6 tjedana grupa s BP-om pokazala je infiltraciju upalnih
stanica, a upalne su stanice zabiljezene 1 nakon 12 tjedana. Membrana je ostala ¢ak i nakon 12
tjedana, a olaksala je regeneraciju kosti blokirajuci vezivno tkivo. Rezultati ove studije pokazali
su da kada se resorptivna membrana (perikard) i alogena kost (Tutoplast) koriste u kombinaciji
tijekom GBR-a, dolazi do boljeg formiranja kosti nego u slucajevima u kojima su koriSteni
samo kostani transplantati (77). Druga je studija analizirala upalne reakcije tkiva na dvije
kolagene membrane svinjskog i govedeg podrijetla. Kolagena membrana govede koze i
kolagena membrana svinjskog perikarda ugradene su u Stakore na 60 dana. Primijenjene su
histopatoloske 1 histomorfometrijske metode, ukljuc¢ujuéi histokemijske i imunohistokemijske
postupke bojenja, kako bi se otkrili M1 i M2 makrofazi i krvne Zile. Histopatoloski rezultati
analize odgovora tkiva prema membrani i njihovoj integraciji pokazali su da je goveda kolagena
membrana intaktna bez pokazatelja razgradnje ili fragmentacije 10 dana od ugradnje. Prvi
znakovi infiltracije tkiva pronadeni su 30. dan od ugradnje i na kraju je 60. dan goveda
membrana fragmentirana. Medutim, fragmenti membrane preklapali su se s potkoznim
vezivnim tkivom. Ovaj je tip membrane izazvao reakciju tkiva, ukljucuju¢i makrofage i
multinuklearne divovske stanice, koje su proizvele proces fragmentacije. Reaktivno je tkivo
infiltriralo meduprostor fragmenata membrane i veliki je broj krvnih Zila pronaden u tkivu koje
je infiltriralo membranu. Zakljucak je da ovaj tip membrane moZze sprijeciti invaziju tkiva iz
“jednog odjeljka u drugi”, zadrZzavajuéi time svoju fukciju barijere. Ovaj poseban uzorak
integracije 1 razgradnje joS nije opisan za druge membrane i moZe se definirati kao "sekundarna
poroznost", §to analiziranu govedu membranu ¢ini prvom od nove generacije. Svinjska
kolagena membrana ostala je cjelovita do 60. dana poslije ugradnje, uzrokujué¢i manje
intenzivnu reakciju tkiva 1 samo jednostani¢nu infiltraciju mononuklearnih stanica.
Transmembranozna infiltracija nije detektirana, ali unutar membrane pronadene su neke
pojedinacne male Zzile (78). Usporedivane su kolagene membrane s krizno umrezenim

kolagenim membranama. Nedostatak kolagene membrane jest brza resorpcija i nemoguénost
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odrzavanja strukturalne cjelovitosti potrebne za regeneraciju kosti (79). Prednost krizno
umrezenih kolagenih membrana je Sto predstavljaju barijeru povecanje povrsine i debljine u
usporedbi s jednim slojem kolagene membrane. Mogu smanjiti resorpciju koStanog
transplantata. Predlozeno je jednomjesecno vrijeme barijere za svaki milimetar regeneracije
kosti (80). Jedno izvijes¢e govori kako nema znacajne razlike u ocuvanju obujma mekih i tvrdih
tkiva izmedu krizno umrezenih i nekrizno umrezenih kolagenih membrana (81). Ipak, one daju
bolje rezultate ako nisu izloZene u usnoj upljini. Sto se tice biokomatibilnosti, integracije tkiva
1 postoperativnih komplikacija, krizno umrezZene kolagene membrane daju bolje rezultate (79).
Istrazivalo se hoce li dvostruka kolagena membrana dati bolje rezultate u vodenoj regeneraciji
kosti od jednstruke. U studiji na miSevima promatrala se histoloSki i histomorfometrijski
regeneracija kosti u defektu sa samim deproteiniziranim mineralom govede kosti,
deproteiniziranim mineralom govede kosti prekrivenim jednim slojem kolagene membrane i
prekrivenim s dva sloja. Jedan je sloj membrane dovoljan da iskljuci stanice mekog 1 misi¢nog
tkiva. Dodavanjem druge membrane nije se uocilo povecanje koli¢ine stvorene nove kosti.
Medutim, iako nema znacajnog poboljSanja ucinkovitosti, dvostruki sloj membrane ima
neospornu prednost kod stabilizacije koStanog transplantata (82). KoriStenje pri¢vrsnih vijaka
u kombinaciji s nadomjeskom kosti u obliku Cestica 1 kolagene membrane, te koStanog bloka s
kolagenom membranom, pokazalo se boljim u kontekstu dimenzionalne stabilnosti u odnosu
na GBR s kostanim nadomjeskom u obliku ¢estica i kolagenom membranom. Zatvaranje rane
izaziva znacajan pomak DBBM-a, Sto uzrokuje djelomicni kolaps kolagene membrane.
Dodatno koristenje pric¢vrsnih vijaka ili bloka kosti umjesto Cestica kosti smanjuje koli¢inu
kolapsa membrane. Cak i podru¢ja s DBBM blokom i kolagenom membranom bez vijaka
pokazuju prosje¢an gubitak debljine od 20% zbog pomicanja bloka tijekom zatvaranja rane.
Podru¢ja nadogradena s DBBM blokom, kolagenom membranom 1 pri¢vrsnim vijcima uspjela
su ocuvati svoj prostor tijekom Sivanja reznja (83,84). Nedostatak pojacanja membrane
titanijem moze se nadvladati preciznim pricvrsnim titanskim vijcima s lingvalne/palatalne 1
vestibularne strane. Takvim pri¢vr§¢ivanjem membrane imobilizira se transplantat do potpune
resorpcije membrane i dopusta se stvaranje zeljene koli¢ine kosti (85). Pretrazivanjem literature
dobiveno je ukupno 25 studija, od ¢ega 16 randomiziranih i 9 nerandomiziranih usporednih
studija koje su ukljucivale najmanje 553 bolesnika i najmanje 761 zubnih implantata koji su
postavljeni nakon vremena zacjeljivanja od 3,0 od 8,1 mjeseci nakon primarne horizontalne
augmentacije. Vazno je znati koja je koli¢ina materijala za augmentiranje potrebna ovisno o
protetskom planiranju. Unutar ovog pregleda vecina je autora ciljala na pravilno postavljanje

promjera implantata u rasponu od 3,5 do 4,1 mm, $to moZe znaciti da se 6 do 7 mm Sirine
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grebena moze smatrati dovoljnim za implantaciju (17). Povecanje Sirine kosti mjereno je u
ukljucenim studijama bilo klinic¢ki ili radiografski, dok je samo jedna studija transparentno dala
rezultate 1 klinickih i radiografskih mjerenja (86). Ukupni dobitak kosti lateralnom
augmentacijom uz mala je odstupanja izmedu ukupnog klinickog i radiografskog dobitka (3,45
+ 1,18 mm u odnosu na 2,90 £ 0,83 mm). Kod lateralne augmentacije kosStanim blokom
pokazalo se da koristenje ili ne koriStenje membrane nema utjecaja na konac¢ni rezultat dobivene

kosti (17).
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7. ZAKLJUCAK
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Kolagen je bio 1 jos je uvijek osnovni materijal od kojeg se rade membrane za GBR. UvrijeZzeno
je uvjerenje da je kolagen iz svih izvora 1 nakon vecine tehnika obrade usporediv u svojim
fizikalno-kemijskim svojstvima i uvijek biokompatibilan zbog svog prirodnog podrijetla (87).
Donorski organizam (npr. alogeni ili ksenogeni izvori) 1 uglavnom izvor tkiva (npr. dermis,
perikard ili tkivo tetive) imaju utjecaj na integracijsko ponasanje biomaterijala i ¢imbenika kao
Sto je vrijeme trajanja membrane ili vaskularizacija. Pretpostavlja se da su uz tehnike
decelularizacije i sterilizacije donorski organizmi i izvori tkiva glavni ¢imbenici koji utje¢u na
fizikalno-kemijska svojstva dobivenog biomaterijala (78). Pokazalo se da inducirana membrana
moze imati osteoinduktivna, osteogena i angiogena svojstva (88). Posebice je vaskularizacija
leziSta implantata putem angiogeneze prepoznata kao osnovni cimbenik za uspjeSnu
regeneraciju kostanog tkiva (89). Danas se razli¢itim strategijama usredotoCilo na razvoj
materijala koji mogu pospjesiti vaskularizaciju. Drugi je cilj za buduéi razvoj raznih
biomaterijala izazivanje specificnog imunosnog odgovora koji moze dodatno stimulirati
cijeljenje kostanog tkiva (66). Membrana se moze razli¢ito preinaciti prema funkcionalnim
zahtjevima i bioloskom mehanizmu. Te preinake ukljucuju sljedece: (a) optimiziranje fizikalno-
kemijskih i mehanickih svojstava (npr. poroznosti, strukture, debljine, krutosti i plasticnosti);
(b) ukljucivanje bioloskih ¢imbenika (npr. bFGF, BMP-2, BMP-7, PDGF, BFP1 i SDF-1a (eng.
Stromal derived factor 1o, SDF-1a)) i sintetskih bioaktivnih materijala (npr. HA, B-TCP i
bioaktivno staklo); (c) uklju€ivanje antibakterijskih sredstava (npr. srebra) i antibiotika (npr.
tetraciklina 1 metronidazola); i1 nadalje, kako bi se stimuliralo okruzenje za promicanje kosti
tijekom GBR-a, ciljanje defekta kosti s (d) osteokonduktivnim i osteoinduktivnim materijalima,
sa ili bez prirodnih elemenata (npr. stroncija 1 cinka) uvedenih u defekt kosti ili (e) isporukom
bioloskih znakova (npr. ¢imbenika rasta i progenitorske stanice) u defekt kosti (60). Predvideno
je da je moguce kombinirati nekoliko gore navedenih strategija. Relativna vaZznost barijere i
bioaktivne membrane u usporedbi s egzogeno primijenjenim presadcima i bioaktivnim
spojevima u defektu kosti tek se treba utvrditi (60). U¢injena su mnoga poboljSanja 1 preinake
membrana tehnikama kriznog povezivanja kako bi se poboljSala mehanicka svojstva, razdoblja
razgradnje 1 biokompatibilnost. Razvijaju se membrane koje imaju antibakterijska svojstva, a
koje se koriste za sprjeCavanje bakterijske kontaminacije i brze stope razgradnje membrane u
kontaktu s epitelom i oralnom sluznicom. Nadalje, raspravlja se o razvoju u proizvodnji
membrana, povrSinskim preinakama i1 kombinaciji s ¢imbenicima rasta i1 bioaktivnim
molekulama, te fibrinskim membranama, S§to ¢e usmjeriti sljede¢u generaciju vodene
regeneracije kosti (58). Membrane na bazi kolagena takoder mogu posluziti u procesima vodene

regeneracije tkiva kao smjernica za pric¢vr$¢ivanje stanica, proliferaciju i migraciju ili za
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uspostavljanje transmembranskog transporta hranjivih tvari 1 krvi, kao 1 urastanje krvnih zila,
Sto dovodi do "transmembranske vaskularizacije" (60). Kolagene membrane za GBR trebale bi
se optimalno integrirati u tkivo domacina aktiviranjem fibroblasta, makrofaga i eozinofilnih
granulocita, Sto bi trebalo potaknuti kolagenski preokret (eng.“turn-over”) i rezultirati
zamjenom implantiranih membrana vitalnim mekim tkivom (90). Nasuprot tome, membrane
koje dovode do reakcije stranog tijela, ukljucujuci biomaterijalom inducirane divovske stanice
s vise jezgara (BMGC), opisane su kao "biokompatibilni" biomaterijali (68). Imunoloski
mehanizmi degradacije membrana temeljeni na kolagenu ukljucuju uglavnom aktivaciju
fagocitnih stanica kao S$to su makrofagi. Aktivirani makrofagi u procesima razgradnje
biomaterijala klasificiraju se u dva fenotipa: proupalni M1 makrofagi (klasi¢no aktivirani
makrofagi) ili protuupalni M2 makrofagi (alternativno aktivirani makrofagi), i to na temelju
njihova profila ekspresije (91). Fenotip M1 pretezno je prisutan u ranoj fazi, obi¢no 3-4 dana
nakon ozljede, i sudjeluje u degradaciji materijala, a zatim mijenja svoju polarizaciju u fenotip
M2, sto dovodi do cijeljenja tkiva (62,92). Nizak kapacitet stanicne membrane makrofaga
dovodi do njihove fuzije u BMGC koji omogucuju organizmu fagocitozu vecih stranih tijela
ili biomaterijala/Cestica biomaterijala. Njihova pojava unutar implantacijskog sloja
biomaterijala dugo se smatrala pokazateljem bioinkompatibilnosti materijala. Medutim,
nedavni rezultati potvrduju da te stanice izrazavaju i proupalne i protuupalne molekule unutar
implantacijskog sloja razli¢itih biomaterijala. Stovise, pokazalo se da prisutnost BMGC-a moze
dovesti do fragmentacije membrane i dezintegracije povezane s preranim urastanjem okolnoga
tkiva domacina, dok je indukcija BMGC-a povezana s povecanom transmembranskom
vaskularizacijom (72,93). Pokazalo se da su ¢ak i upalne stanice, kao §to su BMGC 1 makrofagi,
moc¢ni izvori angiogenih molekula, kao $to je faktor rasta vaskularnog endotela (VEGF), pa bi
moglo biti od posebnog interesa stvoriti membrane s viSim "upalnim potencijalom" u svrhu
stvaranja takvog mikromiljea (74). Jedna je od najvaZznijih karakteristika resorptivne barijerne
membrane njezina mehaniCka cjelovitost koja je potrebna za odrzavanje prostora i njezina
integracija u tkivo koje ima kljuénu ulogu u zacjeljivanju rana i augmentaciji kosti. U
istazivanjima se pokazalo da sve izvorne kolagene membrane imaju svojstva cijeljenja rane
osim one krizno umrezene Se¢erom. Ona nije imala stani¢nu infiltraciju i transmembransku
vaskularizaciju, pruzajuci isklju¢ivu funkciju barijere u GBR-u (93). Od velike je vaznosti
razviti sljedecu generaciju resorptivnih membrana s prilagodenim integracijskim ponaSanjem
koje posjeduju funkciju barijere, transmembranoznu opskrbu krvlju, kao 1 integrirati
imunoloski sustav u regenerativne strategije (64,94). Danas se ocekuje od barijerne membrane

da da aktivni doprinos molekularnim procesima regeneracije koStanog tkiva, kao §to su
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diferencijacija mati¢nih stanica i urastanje osteoblasta, ili temeljnim procesima kao Sto je
prehrana mjesta oStecenja, tj. prehrana temeljnog defekta kostanog tkiva. Postoje samo dva
naCina da se osigura ova funkcionalnost: ili putem difuzije ili putem transmembranske
vaskularizacije (69,78,89). Zajedno s ovom funkcionalnos¢u, ova vrsta materijala mora ispuniti

svoju glavnu svrhu, odnosno djelovati kao barijera (78).
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