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ISPITIVANJE BIOKOMPATIBILNOSTI FUNKCIONALIZOVANIH KARBONSKIH
VLAKANA U POTKOZNOM I MISICNOM TKIVU KUNICA

REZIME

U ovoj doktorskoj disertaciji upotrebljena su dobro okarakterisana komercijalna
visoko¢vrsta karbonska vlakna (KV) marke Torayca (T300B, 6000-50B, No 2610622), debljine
4-6 um. Ova vlakna funkcionalizovana su tretiranjem HNO3 i KOH, §to je zna¢ajno izmenilo
sadrzaj povrSinskih grupa. Biokompatibilnost tako funkcionalizovanih karbonskih vlakana
ispitivana je na eksperimentalnim zivotinjama (kuni¢i, varijetet ¢incila), a procenjivana je in
vitro, na celijskim kulturama (fibroblastvoj i makrofagnoj), in vivo aplikacijom vlakana u
potkozno tkivo i m. longissimus dorsi i primenom nuklearne magnetne rezonance (NMR).

Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su da ne postoji razlika u stepenu
citotoksi¢nosti izmedu modifikovanih i standardnih KV, koja je u ovom eksperimentu prvo
procenjivana na osnovu testa vijabilnosti ¢elija (kalorimetrijski MTT) 1 testa Celijske adhezije
(trodimenzionalna / 3D kultivacija ¢elija u Matrigelu) na humanim fibroblastima kontinuirane
¢elijske linije MRC-5. Medutim, ova istrazivanja dopunjena su testovima na kulturi humane
makrofagne linijje U937, u kojima je procenjivana vijabilnost celija, internalizacija vlakana
(fagocitoza) i produkcija proinflamatornih citokina, IL-1a, IL6, IL-8 i TNF-a. Celijska
vijabilnost bila je nenarusena u kulturama humane makrofagne linije U937 ukoliko su se
dodavala KV u koncentaciji od 125 pg/ ml. Medutim, dodavanjem KV u koncentraciji od 250
pg/ml ili 500 pg/ml, dolazilo je do znacajnog dozno-zavisnog linearnog smanjenja vijabilnosti
¢elija kod sve tri primenjene grupe KV, 1 to narocito kod dodavanja baznih KV. Znatno veci broj
makrofagnih ¢elija fagocitovao je KV trerira bazom, u odnosu na fagocitozu standardnih 1 kiselih
KV. Postojala je povecana koncentracija proinflamatornih citokina TNF-oo i IL-1B u
supernatantima kulture humanih makrofaga linije U937 nakon dodavanja standardnih ili kiselih
KV u koncentraciji od 125 ug/ml, dok je dodavanje baznih KV u istoj koncentraciji uslovilo
smanjenu produkciju ovih citokina. U istoj koncentraciji, standardna KV su uslovila znac¢ajno
smanjenja sekrecije IL-8, a kisela i bazna KV izrazito povecanje sekrecije IL-6 i IL-8. Pri tome,
vlakna tretirana kiselinom bila su snazniji stimulator sekrecije IL-8 iz makrofaga u odnosu na

vlakna tretirana bazom. Standardna KV u koncentraciji od 250 pug/ml smanjivala su sekreciju IL-



1B, a bazna povecavala. Medutim, produkcija IL-6 i IL-8 snazno je stimulisana pod uticajem
standardnih KV, a viSestruko inhibirana nakon dodavanja kiselih ili baznih KV u navedenoj
koncentraciji. Kisela, a narocito bazna KV, dovela su do smanjenja koncentracije TNF-a.

Najvec¢i odgovor tkiva procenjen preko vrednosti tkivnog iritacionog indeksa (Irl) pri
subkutanoj aplikaciji KV postojao je 21. dana nakon implantacije standardnih i kiselih KV, a 21.
i 28. dana u slucaju implantiraje bazna KV. Pri tome, Irl potkoznog tkiva kod subkutane
aplikacije kiselih KV bio je znaCajno veci 21. dana nakon implantacije u poredenju sa Irl kod
subkutane aplikacije baznih KV. Kod ntramuskularne aplikacije kiselih KV, vrednosti Irl bile su
znacajno veée 7. dana od implantacije. Postojao je znatno veéi tkivni Irl kod intramuskularno
aplikovanih kiselih KV u odnosu standardna KV 7, 21. i 28. postoperativnog dana, a znacajna
razlika u veli¢ini ovog indeksa registrovana je izmedu kiselih i baznih KV u 7. postoperativhom
danu, u korist kiselih vlakana. Poredenjem subkutane i intramuskularne aplikacije KV, izvodi se
zakljucak da je 7. dana nakon implantacije Irl znacajno veci prilikom intramuskularne aplikacije
standardnih, kiselih i baznih karbonskih vlakna u poredenju sa subkutanom aplikacijom istih
tipova vlakana, dok je 21. danu Irl znacajno veéi kod subkutane aplikacije u odnosu na
intramuskularnu. Najvise su bila fragmentisana intramuskularno aplikovana kisela i standardna
KV, a najmanje subkutano aplikovana standardna KV. Intramuskularna aplikacija uslovila je
kidanje vlakana na manje fragmente u odnosu na potkoznu aplikaciju KV. Subkutano, najvise su
bila fragmentisana bazna KV i razlika je bila znacajna u odnosu na standardna i kisela KV, dok
su intramuskularno najvise bila fragmentisana kisela KV, a ta fragmentacija bila je ve¢a u odnosu
na fragmentaciju baznih KV aplikovanih na istio nacin. Nalazi na NMR 1 patohistoloska procena
odgovora potkoznog 1 misi¢nog tkiva na implantaciju KV, podudarali su se delimi¢no.

Sve primenjene analize rasvetlile su razlicite aspekte biokompatibilnosti implantata.

Kljucne reci: funkcionalizovana karbonska vlakna, biokompatibilnost, zamorac, meka tkiva
Naucna oblast: Veterinarska medicina
Uza naucna oblast: Hirurgija
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BIOCOMPATIBILITY EVALUATION OF FUNCTIONALIZED CARBON FIBERS IN
SUBCUTANEOUS AND MUSCLE TISSUES OF THE RABBIT

SUMMARY

In this doctoral dissertation, it was used the well-characterized commercial high strenght
carbon fibers (CF) Torayca (T300B, 6000-50B, No 2610622), 4-6 um thick. These fibers were
functionalized by treatment with HNO3 and KOH, which significantly changed the content of the
surface groups. Biocompatibility of functionalized carbon fibers was tested in vivo by implanting
fibers in the subcutaneous tissue and m. longissimus dorsi of the experimental animals (rabbits,
chinchilla variety), than followed with nuclear magnetic resonance (NMR), and assessed in vitro
on cell cultures (fibroblast and macrophage).

The results of this doctoral dissertation showed that there is no difference in the degree of
the cytotoxicity level between modified and standard CFs, which was in this experiment
evaluated first basing on the cell viability test (calorimetric MTT) and cell adhesion test (three-
dimensional / 3D cell cultivation in Matrigel) on human fibroblasts of the continuous MRC-5 cell
line. However, these studies were supplemented with tests on the culture of the human
macrophage line U937, in which cell viability was assessed, than internalization of fibers
(phagocytosis) and production of proinflammatory cytokines, IL-1a, IL6, IL-8 and TNF-a. When
CFs were added at concentration of 125 pg / ml, cell viability was uninhabited in the culture of
the human macrophage line U937. By adding CFs at concentration of 250 pug / ml or 500 pg / ml,
there was a significant dose-dependent linear decrease in cell viability by all three applied CF
groups, especially in case of adding base CFs. Significantly higher number CFs treated with base
was pagocytosed by macrophage cells, compared to the phagocytosis of standard and acidic CFs.
There was an increased concentration of proinflammatory cytokines TNF-a and IL-1p in human
macrophage culture U937 line supernatants after adding of the standard or acidic CFs at
concentration of 125 pg / ml, while the adding of the base CFs in the same concentration caused a
reduced production of these cytokines. At the same concentration, standard CFs resulted in
significant reductions in IL-8 secretion, while acid and base CFs pronouncedly increased
secretion of IL-6 and IL-8 secretion. In addition, the acid-treated fibers were stronger stimulant of
IL-8 secretion from macrophages, compared to the base-treated fibers. Standard CFs at the

concentration of 250 pg / ml decreased IL-1B secretion, and base line increased. However,



production of the IL-6 and IL-8 was stimulated strongly under the influence of standard CFs and
multiple inhibited after addition of acidic or base CFs in said concentration. Acidic, especially
base CFs, has led to the decrease in TNF-a concentration.

The highest tissue response estimated from the tissue irritation index (Irl) in subcutaneous
CFs administration was 21 day after implantation of standard and acidic CFs, and on the 21st and
28th day in case of the base implanted CFs. In addition, Irl of subcutaneous tissue in
subcutaneous application of acidic CFs was significantly higher on the 21st day after
implantation, compared to the Irl of the base CFs in subcutaneous application. In the
intramuscular application of acidic CFs, Irl values were significantly higher on the 7th day of
implantation. There was a significantly higher tissue Irl in the intramuscularly administered
acidic CFs versus the standard CFs 7, 21 and 28 days after implantation, and a significant
difference in the size of this index was recorded between acidic and base CFs on the 7th
postoperative day, in favor of acidic fibers. Comperison of the subcutaneous and intramuscular
application of CFs, it can be concluded that on the 7th day after implantation, Irl was
significantly higher in the intramuscular application of standard, acidic and basic carbon fibers,
compared to the subcutaneous application of the same types of fibers, while on the 21st day, Irl
was significantly higher in subcutaneous application, in relation to the intramuscular. The most
fragmented were intramuscularly administered acid and standard CFs, and the least
subcutaneously administered standard CFs. The intramuscular application caused tering of fibers
into smaller fragments compared to the subcutaneous application of CFs. Subcutaneously, the
most fragmented were base CFs, and the difference was significant in relation to the standard and
acidic CFS, while intramuscularly the most fragmented were acidic CFs, and that fragmentation
was higher than the fragmentation of base CFs applied in the same manner. NMR and
pathohistological assessment of the response of the subcutaneous and muscular tissue to the
implantation of the CFs findings partly coincided.

All applied analyzes highlighted various aspects of biocompatibility of the implants.

Key words: functionalized carbon fibers, biocompatibility, rabbits, soft tissue
Scientific area: Veterinary medicine
Specific scientific field: Surgery

UDK number: 617:619]:598.325.1(043.3)
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1. UvOoD

U patologiji i terapiji oboljenja domacih zivotinja procesi koji izazivaju defekte tkiva
zauzimaju znacajno mesto. Do nastanaka oStecenja tkiva moze doc¢i povredom, dejstvom Stetnih
noksi ili starenjem. U vecini sluc¢ajeva organizam je sposoban da nadoknadi nastalo oStecenje.
Nekada to nije moguce i tada je potrebno upotrebiti adekvatan materijal kao potporu, matricu ili
zamenu nastalog osteenja. U mnogim slucajevima je zbog nastalog ostecenja tkiva potrebno
izvrSiti hirurSku intervenciju. Za uspeh hirurSke intervencije potrebno je imati dobar plan
operacije, instrumente, obuceno o0soblje i adekvatne implantate. Ukoliko se vrsi implantacija
materijala, u fazi planiranja operacije treba definisati, pripremiti i/ili izraditi implantat koji
odgovara pacijentu koji se podvrgava operativnom zahvatu i isto tako prilagoditi implantat
morfoloskim osobenostima tkiva u koji se implantira.

Biokompatibilni materijali se koriste kod zamene ili nadogradnje strukturnih komponenti
organizma. U direktnom su kontaktu sa tkivima, ¢elijama i telesnim te¢nostima organizma, zbog
¢ega moraju imati odgovarajuc¢a svojstva i ispunjavati odredene uslove. Rad sa biokompatibilnim
materijalima zahteva multidisciplinarni pristup u kome se udruzuju napori veterinara, lekara,
geneticara, tehnologa 1 inzenjera. Multidisciplinarni pristup povezuje znanja iz tehnickih 1
biomedicinskih nauka i ima za cilj bolje razumevanje nacina kako i na koji na¢in nadomestiti
funkcionalni nedostatak organizma implantacijom odgovarajueg implantata pacijentu, kako bi
mu se vratile neophodne funkcije i poboljsao kvalitet svakodnevnog Zivota.

Danas se u medicini koristi niz razli¢itih ugljeniénih materijala od kojih se, komercijalno
ili jo§ uvek na eksperimentalnom nivou, proizvode delovi za implanataciju. Karbonska vlakna
(KV) su jedna od njih. Ugljeni¢ni materijali koriste se u kardiovaskularnoj hirurgiji za izradu
sréanih zalistaka, ortopediji [sanacija odlomnih fraktura, zamena delova kosti, hirurgija zglobova
(karbonske endoproteze), tetiva i ligamenata (kompletna zamena ili pobolj$anje poremecene
strukture, elastiCnosti i1 jaCine tetiva i ligamenata)], hirurgiji neurokranijuma (sanacija defekta
pljosnatih kostiju lica i svoda lobanje), hirurgiji mekih tkiva (rekonstrukcija defekta potkoznog i
misi¢nog tkiva, hirurgiji hernija — izrada karbonskih mrezica) i stomatologiji (izrada lezista
nosaca zuba). Medutim, polje njihove primene stalno se prosiruje, pa smo danas svedoci primene
karbonskih vlakana i kao materija koji indukuju ¢elijski rast u tkivnom inzenjerstvu.

Biokompatibilnost KV bila je predmet istrazivanja brojnih studija, od vremena njihove

prve primene u medicini i veterinarskoj medicini (sedamdesetih godina proslog veka) pa sve do
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danas. Neki od istrazivaca zakljucili su da su KV biokompatibilna i da podsti¢u rast tkiva.
Medutim, neki radovi ne pruzaju dovoljno podataka o biokompatibilnosti KV i smatra se da je to
jedan od kljuénih razloga neuspeha u odredenim slu¢ajevima klini¢ke primene. Razliciti stavovi o
biokompatibilnosti ovih vlakana mogu se objasniti upotrebom razli¢itih tipova vlakana u pogledu
njihovih fizickih, strukturnih i hemijskih svojstava, S§to je rezultat mnogih tehnoloskih
parametara. Pokazano je da celijski odgovor na vlaknaste karbonizovane materijale zavisi od
stepena kristalizacije materijala. Visokokristalizirana KV sa velikim modulom nisu pogodna za
medicinsku upotrebu, dok su amorfna vlakna odli¢na za implantaciju. Neki radovi su pokazali da
toksicnost karbonskih materijala zavisi od dimenzije vlakana i da ve¢ nakon 24h u delijskim
kulturama karbonske nanotube pokazuju poveéanu citotoksi¢nost u poredenju sa karbonskim
vlaknima i nanovlaknima. Stoga samo selekcionirani tipovi KV mogu biti izabrani za primenu u
humanoj i veterinarskoj medicini. Ukoliko se radi o vrsti biokompatibilnih KV, ona nisu bioloski
aktivna u onoj meri u kojoj su to biostaklo ili biokeramika, tako da modifikacija povr§ine KV
stice sve ve¢u primenu. Nacini modifikacije su razliciti, od oblaganja keramickim cesticama
hidroksiapatita i porilitickog karbona radi boljeg prianjanja za okolnu kost, do modifikacije
aktivnih hemijskih grupa na povrSini KV. Da bi se postigla maksimalna iskoristljivost
biokompatibilnih osobina ugljenika, potrebno je razviti nove hemijske metode u cilju
funkcionalizacije poroznih povrsSina ugljeni¢nih implantata. Pazljiva oksidacija poboljsava efekat
vlazenja pora i povecava broj mikropora i povrSinu ugljenika. Za oksidaciju ugljeni¢nih
materijala najéeSc¢e se upotrebljava koncentriSana ili razblazena azotna kiselina. Oksidacija
povrSine ugljenika azotnom Kkiselinom je vrlo efikasan proces koji se Koristi za stvaranje
povrsinskih funkcionalnih, odnosno karboksilnih grupa. Suprotno tome je tretiranje povrSine
karbonskih materijala bazama, kao $to je KOH.

Polaze¢i od svih napred iznetih Cinjenica, cilj ove doktorske disertacije bio je da se ispita
da li se menja biokompatibilnost (procenjena testovima u in vivo i in vitro uslovima) tzv.
funkcionalizovanih karbonskih vlakana tretiranih bazom ili kiselinom, u odnosu na standardna

karbonska vlakna.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. ISTORIJAT - PRVE TRANSPLANTACIJE, PRVE UPOTREBE PRIRODNIH I
SINTETSKIH MATERIJALA U TKIVNOJ REGENERACH | POJAM
BIOMATERIJALA

Ideja o zameni obolelih ili oSte¢enih delova tela stara je milenijumima. Podaci o
Sest stotina godina pre Hrista zaceta je ideja da autologi koZni rezanj moZe da se upotrebi za
nadoknadu odsec¢enog ili izgubljenog nosa, medutim, tek u Sesnaestom veku, 1597. godine, to je
poslo za rukom Gaspareu Tagliakozi (Gaspare Tagliacozzi) 1 prvim plastiénim hirurzima toga
vremena. U hriS¢anstvu se veruje da su sveti Kozma i Damjan, vracevi (lekari), besrebrenici i
cudotvorci, koji su ziveli u tre¢em veku, svojim darom za isceljenje mogli da uspesno
transplantiraju celu nogu. PoCev od 17. veka registruje se ¢itav niz pokuSaja presadivanja
,slobodnih* graftova od samog pacijenta ili od drugih donora, ali sve do dvadesetog veka nikad
se nije razmisljalo o tome da kalemljenje (tj. transplantacija) mozZe biti bezuspesno. Cak i veliki
eksperimentator dr DZzon Hanter (John Hunter, 1728 — 1793), Skotski lekar, znameniti anatom i
jedan od najvecih hirurga svih vremena, koji je transplantirao ljudske zube, nije bio svestan
moguénosti da homograft moze da bude bezuspesan. Tek u poslednjoj polovini 20. veka
napravljen je konsenzus oko misljenja da se ishod homografta razlikuje od autotransplantanata
[Huebsch and Monney, 2009; Barker and Markman, 2013].

Na osnovu relevantnih dokumenata, holandski doktor Dzon van Mekren (Job Van
Meekren) prvi je 1668. godine transplantirao kost sa zivotinje na ¢oveka. On je ispunjavao
kranijalne defekte kod jednog vojnika sa komadi¢ima psece lobanje. Ovakav ksenograft je potom
bio zabranjen od strane crkve, da bi se tek krajem XVII veka ponovo napravili uslovi za sli¢ne
pokusaje. Osnovni problemi koji su nastajali sa upotrebom ksenografta bili su gnojenje,
odbacivanje grafta ili sepsa. Skotski hirurg Vilijem Mejsiven (William Macewan) izveo je 1880.
godine prvi koStani alograft, kada je zamenio inficirani humerus 4-godiSnjeg decaka sa tibijom
uzetom od deteta sa rahitisom. U svojoj publikaciji iz 1914. godine Femajster (Phemister) je
istakao vaznost ,hemostaze, asepse i1 prihvatanje stranog materijala® u uspeSnom presadivanju
kosti. Naime, Femajster i Albe (Albee) razjasnili su pocetkom 20. veka vazne Cinioce koji uticu

na transplantaciju kosti, utiru¢i put ka danasnjim saznanjima o vaznosti osteokonduktivnih



skafolda, osteoinduktivnih faktora rasta i osteogenih progenitornih mati¢nih ¢elija u uspesnoj
transplantaciji [Phemister, 1914; Albee, 1923; Wiliams and Szabo, 2004].

Upotreba stranih prirodnih materija za obnovu tkiva u organizmu je davno poznata i
zabeleZena jos U zapisima starih civilizacija. Poznato je u istoriji da su se za zamenu izgubljenih
tkiva koristile staklene o¢i, komadi¢i drveta su zamenjivali izgubljene prste, a kamen je koris¢en
U sanaciji povreda na telu i glavi ljudi i Zivotinja [Huebsch and Monney, 2009].

Upotreba sintetickih materijala u medicini i stomatologiji koja omogucéava regeneraciju i
funkciju oSte¢enog tkiva, znaCajno je narasla u poslednjih 30-40 godina, iako je koncept
koris¢enja takvih vesta¢kih materijala vrlo star. Na primer, krajem 19. veka gips je bio prvi
zamenik za kost, a zubni ispuni, ukljucujuéi amalgam, u upotrebi su od pre vise od 150 godina.

Koriséenje gotovih konstrukcija od metala i polimera u ortopedskoj hirurgiji novijeg je
datuma i zapocinje sa radom doktora (kasnije sera) Dzona Cernlija (Sir John Charnley), ranih
1960-tih, na zameni kuka oste¢enog artrozom [Jackbson, 2012]. U ovom hirurskom zahvatu
poznatom kao totalna artroplastika kuka, odstranjenu glavu bedrene kosti dr Cernli je zamenio
metalnim implantatom koji je fiksiran sa akrilnim cementom, i koriste¢i politetrafluoretilensku
uti¢nicu (PTFE, poznat kao teflon), umetnuo je implantat u acetabulum. U pocetku se ¢inilo da je
rezultat zadovoljavaju¢i, medutim, godinu dana nakon prvih operacija (oko 1960), postalo je
jasno da PTFE nije bio pogodan materijal. To su pokazali znakovi njegovog trosenja i, $to je
najvaznije, reakcija sa mekim tkivima ovog materijala uzrokovala je formiranje granulomatoznih
masa koje su zahtevale naknadnu reoperaciju. Nakon pocetnog i privremenog obeshrabrenja, dr
Cernli je poéeo da traga za alternativnim materijalima. Vrlo brzo se pokazalo da polietilen visoke
molekularne mase (engl. Hight Molecular Weight Polyethylene, HMWP) ima veliki potencijal, i
nakon nekoliko testova dr Cernli ga ugraduje prvi put 1962. godine. Pet godina je pazljivo pratio
klinicki tok i oporavak operisanih pacijenata i kada je bio uveren da je HMWP siguran materijal,
objavio je svoje otkri¢e i pruzio mogucnost da ga koriste i drugi hirurzi. Kako je tokom slede¢ih
godina broj operacija znatajno poveéan, dr Cernli je dizajnirao masinu za automatsku
proizvodnju proteza i uti¢nica, kao i pomagalo koje se koristi pri hodu kod pacijenata sa obolelim
kukom pre i posle operacije. Takode, on je bio uveren da je najbolji nacin da se resi uspesna
proteza u femuru, taj u kome ¢e se koristiti koStani cement u cilju da se imlantat i kost u koju se
on umece dobro “isprepletu”. Smatrao je da cement mora da ima neke bitne osobine: mora biti

pripremljen bez upotrebe aditiva, mora se znati njegov ta¢an hemijski sastav I mora Dbiti



sterilizovan s formaldehidom. Cement koji odrazava ove osobine ubrzo je proizveden (CMW
Laboratories Limited) i nazvan je CMW kostani cement. Doktor Cernli je takode shvatio veliki
znacaj patohistoloskog pregleda vestackih kukova pacijenata koji su umrli nekoliko godina nakon
operacije, kako bi se dobio uvid u troSenje materijala i promene u tkivima i na taj nacin
omogucilo pobolj$anje u postupku transplantacije [Charnley, 1974]. Totalna artroplastika kuka,
zahvaljuju¢i ovom velikanu medicine, dozivela je kasnije neverovatan napredak uvodenjem
mnostva novih materijala i novih dizajna za implantaciju kuka, a to je sada na raspolaganju ne
samo za kukove, vec i za kolena i prste.

U prvoj polovini dvadesetog veka, prirodno dobijeni materijali poceli su da se intenzivno
zamenjuju sintetskim polimerima, keramikom i metalnim legurama, koji daju bolje performanse,
povecavaju funkcionalnost i lakSe se obnavljaju u odnosu na svoje prirodne ,,partnere®. Ti
pomaci su doveli do spasavanja i poboljSanja kvaliteta zivota miliona ljudi, jer su zahvaljujuci
biomaterijalima pre svega poboljsani medicinski uredaji kao $to su vaskularni stentovi, zubni
ispuni, vestacki kukovi, kontaktna sociva itd. Na temelju takve njihove pocetne primene,
biomaterijali su bili definisani kao vrsta materijala koji se koriste za izradu medicinskih uredaja.
Kako je cilj primene takvih materijala pre svega njihova mehanicka funkcija, kako bi se sprijecilo
biolosko odbacivanje bilo je pozeljno da budu ,,inertni, a ne u bioloskoj interakciji s organizmom
domacina [Ratner and Bryant, 2004].

Medutim, nagli razvoj molekularne biologije poc¢ev od 1970-ih i napredak u genomici i
proteomici u 1990-im i 2000-im godinama, znacajno je uticao na nacin na koji se biomaterijali
danas osmisljavaju i koriste. Specifi¢ni molekuli ukljuceni u fizioloski znacajne procese (kao $to
je na primer, kostani morfogeni protein — BMP uklju¢en u osteogenezu), poceli su da se ugraduju
u materijale kao bioaktivne komponente. Takvi kombinovani proizvodi, koji su u kontaktu
direktno sa celijama i tkivima, kroz dobro definisane molekularne puteve za usmeravanje
bioloskih odgovora, ve¢ predstavljaju stanje tehnike komercijalnih proizvoda. Takvi su npr.
eluirajuci vaskularni stentovi i Medtronikov uredaj za kostani graft (INFUSE Bone Graft device,
Medtronic, Burlington, Massachusetts). Ovaj poslednji uredaj, koji kombinuje sintetske
komponente s BMP (tj. tradicionalnu protetsku komponentu — celi¢ni kavez, s jedne strane, i
naprednu komponentu koja je rezultat tkivnog inZenjerstva — sunderasti govedi kolagen tipa 1 u
kome je utopljen BMP, s druge strane), omogucava stabilnost tkiva kicmenog stuba za vreme

regeneracije, a godiS$nja prodaja danas mu doseZe milijardu dolara [Huebsch and Monney, 2009].



Za razliku od vecine sintetskih materijala, materijali koji se Koriste u zivim sistemima
¢esto su multifunkcionalni i dinami¢ni. Sami materijali i biofizicki procesi ukljuceni u njihov
nastanak su stalno polje za inspirativno oblikovanje i sintezu novih vrsta sintetickih materijala
koji su potencijalno korisni u §irokom rasponu medicinskih i nemedicinskih aplikacija [Coli¢,
2007; Huebsch and Monney, 2009].

Izraz biomaterijali nastao je 1967. godine na Prvom medunarodnom simpozijumu O
biomaterijalima koji je odrzan na Univerzitetu Klimson (Clemson University), u Juznoj Karolini
(SAD). Pojam biomaterijal ima mnogo znacenja i opredeljenje za jedno od njih uvek je
restriktivno, jer je jednom definicijom nemoguce obuhvatiti na pravilan nacin sve uredaje i
sintetske materijale namenjene upotrebi u humanoj i veterinarskoj medicini i stromatologiji.
Prema prvim definicijama biomaterijala, pojam se odnosio na materijale koji se koriste za izradu
medicinskih uredaja i koji su bioinertni. Ova definicija usvojena je konsenzusom na konferenciji
Evropskog drustva za biomaterijale, koja je odrzana u Cesteru (Chester), u Velikoj Britaniji,
1987. godine, i od tada je Siroko prighvaéena. Ta definicija odrazavala je tadasnji veliki pomak u
izradi sintetskih materijala namenjenih izradi medicinskih instrumenata i pomagala. Medutim,
kako se polje istrazivanja i tehnoloSke izrade pomeralo sve viSe ka biomaterijalima namenjenim
regeneraciji i reparaciji tkiva, tj. nadoknadi o$tecenih i izgubljenih tkiva i organa, tako je i ova
definicija trpela izmene i podvrgnuta je mnogobrojnim modifikacijama.

Mi ¢emo, s obzirom na temu ove doktorske disertacije, usvojiti definiciju da su
biomaterijali bilo koji sintetski materijali koji se koriste za zamenu ili vradanje funkcija
oStecenim i izgubljenim tkivima i u stalnom su ili privremenom dodiru sa telesnim te¢nostima.
Ova definicija je neSto ograni¢avajuca, jer ne ukljucuje materijale koji se koriste za uredaje poput
hirurskih ili stomatoloskih instrumenata. Takode, isklju¢eni su i materijali koji se koriste za
spoljasnje proteze, poput vestackih udova ili slusnih aparata. Ti materijali nisu izloZeni telesnim
tecnostima. Izlozenost telesnim tecnostima obi¢no podrazumeva da se biomaterial nalazi u
unutrasnjosti tela, a to nameée nekoliko strogih ograni¢enja materijalima koji se mogu Koristiti.
Prvo i najvaznije, biomaterijal mora biti biokompatibilan. Osim toga, mora biti netoksican,
nealergogen i nekancerogen. Biomaterijal treba da ima odgovaraju¢a fizicka i mehanicka
svojstva, narocito ukoliko sluzi za augmentaciju (poveéanje) ili zamenu tkiva. Njegova
proizvodnja treba da obezbedi razli¢ite oblike i forme, da izrada ima relativno nisku cenu i da je

lako dostupan [www.asminternational.org].



2.2.  UGLJENICNI (KARBONSKI) MATERIJALI

Pod wugljeni¢nim (karbonskim) materijalima podrazumevamo materijale od
elementarnog ugljenika, §to znaci da se iskljucuju jedinjenja ugljenika sa drugim elementima. Od
elementarnog ugljenika gradeni su grafit i dijamant, fulereni, ugljenicne nanocevi, karbini 1
karbolajt [Marinkovié i sar., 1999].

Pod savremenim karbonskim materijalima podrazumevaju se sve prirodne i sinteticke
supstancije koje se sastoje uglavnom od atoma ugljenika i imaju strukturu grafita (tj. ravne
ugljeni¢ne slojeve — grafenske ravni), ili se bar sastoje od dvodimenzionalno uredenih slojeva
ugljenikovih atoma. Veze medu atomima ugljenika unutar grafenskog sloja su vrlo jake i teSko se
kidaju. Za razliku od njih, veze medu slojevima su vrlo slabe, pa slojevi lako mogu da se
pomeraju i razdvajaju, usled Cega se struktura grafita veoma lako kvari, tako da umesto idealnog
rasporeda atoma, vrlo Cesto postoji struktura sa mnogo razlicitih defekata. Meduatomske veze
izmedu grafenskih slojeva ¢ine da on bude jako anizotropan, tj. da u razliitim pravcima ima
razlicite osobine. Zahvaljujuéi anizotropnosti i prisustvu defekata, omoguceno je stvaranje niza
novih materijala koji u osnovi imaju strukturu grafita, ali se medusobno razlikuju u stepenu
anizotropije i prisustvu razli¢itih defekata u strukturi [Marinkovi¢ i sar., 1999].

Karbonska vlakna - KV (engl. Carbon Fibres, CF), ili ugljeni¢na, ili grafitna vlakna, su
vlakna promera oko 5-10 um, koja se sastoje uglavnom od ugljenikovih atoma. Za proizvodnju
grafitnih vlakana, ugljenikovi atomi povezani su zajedno u kristale koji su vise ili manje
paralelno postavljeni na uzduznu osovinu vlakana, tako da ovakvo uskladivanje kristala ¢ini da je
vlakno velike ¢vrstine u odnosu na volumen ($to ga prakti¢no ¢ini ja¢im u odnosu na veli¢inu).
Nekoliko hiljada karbonskih vlakana grupisanih za vu¢u, mogu se koristiti kao takva ili u obliku
fabricki proizvedene tkanine.

Svojstva karbonatnih vlakana, kao §to su velika krutost, otpornost (¢vrstoca) na istezanje,
mala tezina, visoka hemijska otpornost, tolerancija na visoke temperature i niska ekspanzija
prilikom zagrevanja, ucinila su ih vrlo popularnim u vazduhoplovstvu, gradevinarstvu, vojnoj i
automobilskoj industriji, sportskim takmic¢enjima i sli¢no. Medutim, ona su relativnho skupa u
poredenju sa sliénim vlaknima, kao $§to su staklena ili plasticna vlakna, §to na odredeni nacin

ogranic¢ava njihovu upotrebu.



Ugljeni¢na vlakna se obi¢no kombinuju s drugim materijalima i tako nastaju kompoziti. U
kombinaciji s plasticnom smolom nastaje polimer sa karbonskim vlaknima kao ojacanjem (¢esto
se oznacava samo kao karbonsko vlakno), koji ima vrlo velik odnos snage prema tezini vlakna, a
izuzetno je krut i pomalo krt. Medutim, karbonska vlakna takode se kombinuju s drugim
materijalima, kao $to su grafit, pa se dobijaju kompoziti ugljenik-ugljenik, koji imaju vrlo visoku

toleranciju na zagrevanje.

2.2.1. Grafit

Struktura i osobine grafita

Atom ugljenika ima Cetiri valentna elektrona — dva s (nespareni elektroni) i dva p (spareni
elektroni). Normalna valencija ugljenika je Cetiri iako ima samo dva nesparena elektrona; razlog
tome je taj sto jedan od s elektrona prelazi u stanje p (sa nesto ve¢om energijom), ¢ime se
dobijaju ¢etiri nesparena elektrona, koji sada kruze u Cetiri elektronske orbitale — tri p i jedna s.
Takozvana hibridizacija orbitala ¢ini da od s i p orbitala nastaju nove, kombinovane orbitale.
Ako sve &etiri elektronske orbitale udestvuju u hidridizaciji (tzv. hibridizacija sp®), nastaju &etiri
medusobno 6-orbitale, ekvivalentne sa tetraedarskim rasporedom u prostoru [Marinkovi¢ i sar.,

1999]. Ovaj tip hibridizacije karakteristi¢an je za strukturu dijamanta (slika 2.1., desno).
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Slika 2.1. Kristalne strukture grafita (levo) i dijamanta (desno) sa hibridizovanim orbitalama.

(http://www.carbonfiber.gr.jp/english/tech/faq/#1 n.d; Marinkovi¢ i sar., 1999)



Kada u hibridizaciji u¢estvuju tri od Cetiri orbitale, dobijaju se tri ekvivalentne 6-orbitale,
sve u istoj ravni koje medusobno zaklapaju ugao od 120°C. Certvrti elekteron daje m-orbitalu
usmerenu pod pravim uglom na ravan 6-orbitala. Ovaj tip hibridizacije, koji se oznatava kao sp?,
tipi¢an je za strukturu grafita (slika 2.1., levo), u kojoj je svaki atom vezan za tri susedna, gradeci
ravne slojeve sa heksagonalnim rasporedom atoma u njemu. U strukturi grafita atomi unutar
slojeva su medusobno vezani ¢vrstim 6-vezama, dok su slojevi medusobno vezani n-vezama koje
su slabije od 6-veza. Unutar sloja atomi su medusobno udaljeni 0,141 nm, a najblizi atomi iz
susednih slojeva su na rastojanju od 0,335 nm. Ravni slojevi u grafitu su dakle medusobno slabo
vezani, 1 relativno samostalni, zbog ¢ega se nazivaju grafeni. S obzirom da su veze izmedu atoma
unutar slojeva grafita vrlo jake, one se teSko kidaju. Na drugoj strani, veze izmedu slojeva su
slabe van der Valsove (van der Waals) veze, zbog ¢ega se one lako razdvajaju i slojevi klize
jedan preko drugog Sto Cini grafit mekim. Zbog pomeranja slojeva, oni nisu uvek pravilno
postavljeni kao u idealnom grafitu, pa se u njemu prave defekti pakovanja. Ako takvih defekata
ima mnogo, onda je to karbon [Marinkovi¢ i sar., 1999; http://lwww.carbonfiber.gr.jp/english/
tech/fag/#1 n.d].

Razlike u strukturi dijamanta i grafita odreduju i razliku u njihovim osobinama. Grafit je
¢vrst, mek, sa osobinama ¢vrstog maziva 1 proizvodi elektricitet, dok je dijamant prozracan,
izvanredno tvrd i odli¢an izolator. Dijamant je izotropan, a grafit je izvanredno anizotropan.

Moguce je da samo dva od cetiri elektrona iz atoma ugljenika ucestvuju u hibridizaciji
(hibridizacija sp), formirajuci dve ekvivalentne 6-orbitale, obe na jednoj pravoj, dok preostala
dva elektrona daju dve rt-orbitale, koje su pod pravim uglom i medusobno i prema 6-orbitalama.
Alotropska modifikacija elementarnog ugljenika sa ,,lan¢anim“ vezama kakve odgovaraju ovom
tipu hibridizacije su karbini, kasnije nadeni u meteoritima, kao i tzv. karbolajt, supstncija

dobijena prvi oput 1995. godine pri pokusaju sinteze karbina [Marinkovié i sar., 1999].

Prirodni i sinteticki grafit

.....

Cistoc¢a, verli¢ina kristala i osobine jako variraju. Za razliku od prirodnog, industrijski grafit se

sastoji od velikog broja sitnih kristalita usmerenih u svim mogu¢im pravcima.
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Defekti u strukturi grafita — karboni

Zbog lakog pomeranja slojeva, u grafitu vrlo ¢esto postoje defekti pakovanja, $to znaci da
slojevi nisu medusobno pravilno postavljeni kao u idealnom grafitu. Ako takvih defekata
pakovanja ima mnogo, onda se za takav karbon (jer nije viSe grafit) kaze da ima turbostaticku
strukturu. Karbon se moze dobiti iz mnogo razli¢itih supstancija koje sadrze ugljenik procesom
karbonizacije, pri kome zagrevanjem u inertnoj atmosferi iz tih supstancija odlaze drugi elementi.
Proces karbonizacije je donekle sli¢an sa procesom ugljenisanja, pri kome u prirodi nastaje ugalj
od drveca i drugog rastinja. Razlika je u tome $to je karbonizacija brza (njeno trajanje se meri
satima) i vrsi se pri visokoj temperaturi (do i preko 1.000°C), dok je ugljenisanje spor proces
(traje hiljadama godina) koji se vrsi na niskoj temperaturi. Proces karbonizacije je obi¢no Cist, tj
na ovaj nacin dobijeni karbon sadrzi malo drugih elemenata pored ugljenika. Vazno je
napomenuti da razlikujemo grafitabilne i negrafitabilne karbone, s obzirom da se od nekih
karbona moze dobiti grafit zagrevanjem do preko 2.500°C, dok se od drugih grafit ne dobija ¢ak
ni pri najvisim temperaturama [Marinkovi¢ i sar., 1999].

U grafitu, a pogotovo u karbonu, postoje jos i razni drugi defekti: 1) ivicni (tj. defekti na
krajevima slojeva), koji poticu od nezasi¢enih veza atoma — te veze se najceSCe zasite vezivanjem
stranih atoma ili atomskih grupa (OH, O itd.); 2) defekti u heksagonalnoj strukturi slojeva (npr.
kada nedostaje neki atom ugljenika), 3) defekti izomernih veza, gde neki atomi nemaju
hibridizaciju sp® tipi¢nu za grafit nego hibridizaciju sp® 4) hemijski defekti, tj. ugradivanje
stranih atoma u kristalnu redetku; 5) promena orijentacije grupe ugljeni¢nih slojeva. Cesto jedan
tip defekta sa sobom povlaéi nastajanje drugog; npr. defekt u strukturi slojeva ima za posledicu
defekte pakovanja, a promene u orijentaciji grupe slojeva mogu da dovedu do stvaranja pora
[Marinkovic i sar., 1999].

2.3. KARBONSKA VLAKNA

Industrijski grafit je mek i ne odlikuje se dobrim mehani¢kim osobinama. U njegovoj
strukturi, unutar grafenskih slojeva, veze su izuzetno ¢vrste. Da bi se ova osobina iskoristila
napravljen je jednodimenzionalni materijal u obliku vlakna, u kojem su slojevi usmereni u
pravcu ose vlakna. Duzina vlakna daleko prevazilazi druge dve dimenzije, pa se moze govoriti o

jednodimenzionalnom materijalu. PoSto su grafenski slojevi paralelni osi, vlakno ima izuzetnu
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¢vrstinu u tom pravcu, dok druge slabe veze, takode prisutne i usmerene upravno na osu vlakna,
ne dolaze do izrazaja. Posto karbonska vlakna spadaju u najévrs¢e danas koris¢ene materijale,
koriste se kao ojacanje kompozitrnih konstrukcionih materijala [Marinkovié i sar., 1999].

Postoje dva osnovna konstrukciona kompozitna materijala sa karbonskim vlaknima kao
ojacanjem. Jedno su kompoziti sa polimernom, a drugo sa karbonskom osnovom. Potencijal koji
nude karbonska vlakna potpuno se moze iskoristiti samo u kompozitima sa karbonskom
osnovom, koji se primenjuju kao frikcioni (za ko¢nice aviona) ili konstrukcioni materijali (raketni
motori, delovi kosmickih letilica) izloZeni najvidim temperaturama (preko 2.500°C). Ipak, visoki
troskovi njihove proizvodnje ¢ine da je primena kompozita sa polimernom osnovom daleko veca
i raznovrsnija. Kompoziti sa polimernom osnovom koriste se najvise u vazduhoplovstvu i za

sportsku opremu [Marinkovicé i sar., 1999].

2.3.1. Istorijat karbonskih vlakana

Karbonska vlakna su upotrebljena prvi put u sijalicama, 1860. godine, od strane Dzozefa
Svona (Swan Joseph). Godine 1879. Tom Edison (Thomas Edison) je zagrevao pamucna vlakna
ili bambusove stabljike pri visokim temperaturama i uspeo da ih karbonizuje u vlakna kompletno
sastavljena od atoma ugljenika, koja su upotrebljena u prvim sijalicama u kojima se sijali¢na nit
grejala na struju. Godine 1880, Luis Satimer (Lewis Latimer) unapredio je ovu metodu.

Rodzer Bekon (Roger Bacon) je 1958. godine stvorio karbonska vlakna sa visokim
performansama u Jedinici za karbide Parma tehnickog centra (Union Carbide Parma Technical
Center), sada Internacionalni holding GrafTek (GrafTech International Holdings, Inc.), koji se
nalazi pored Klivlenda, Ohajo. Ta vlakna proizvedena su karbonizacijom pramenova rajona.
Medutim, ovaj postupak pokazao se kaoneefikasan, jer su dobijena vlakna sadrzala samo oko
20% ugljenika i imala su malu ¢vrstocu i krutost. Ubrzo posle toga, ranih 1960-ih, proces je
razvio dr Akio Sindo (Akio Shindo) u Agenciji industrijske nauke i tehnologije Japana (Agency of
Industrial Science and Technology of Japan) polaze¢i od poliakrilonitrila (PAN) kao pocetne
sirovine. Pri tome su proizvedena ugljeni¢na vlakna koja su sadrzala oko 55% ugljenika. Godine
1960. Ricard Milington (Richard Millington) iz Kompanije za staklasta vlakna H. I. Tompson
(H.I. Thompson Fiberglas Co.) patentirao je postupak za proizvodnju karbonskih vlakana sa
sadrzajem ugljenika od 99% (US Patent No. 3.294.489), koriste¢i kao sirovinu vlakna rajona.

Ova uglji¢na vlakana imala su dovoljnu ¢vrsto¢u (modul elasti¢nosti i ¢vrstocu na istezanje) koja
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¢e biti iskoriS¢ena kao pojacanje za kompozite koji imaju svojstvo velike ¢vrstoce u odnosu na
tezinu i otporni su na delovanje visoke temperature. Prvi put je velika potencijalna snaga
karbonskih vlakana prakti¢no upotrebljena 1963. godine u postupku koji su razvili Vat (W.
Watt), Filips (L. N. Phillips) i Dzonson (W. Johnson) na Royal Aircraft Establishment at
Farnborough, u Hamps$iru (Hampshire), Velika Britanija. Proces je patentiran od strane
Ministarstva obrane Velike Britanije, a zatim licenciran od strane tri britanske kompanije: Rolls-
Royce, Morganite i Courtaulds. U roku od nekoliko godina nakon uspes$ne primene, 1968. godine
od Hyfil-ugljeni¢nih vlakana sklapa se ventilator, a Rols-Rojs je iskoristio prednost svojstava
novih materijala da se probije na americko trziste sa svojim RB-211-motorima za avione koji su
imali lopatice kompresora izgradene od karbonskih vlakana. Nazalost, lopatice su se pokazale
osetljivim na oSteCenja od udara ptica. Ovaj problem, zajedno sa nekim drugim, izazvao je Rols-
Rojsu takve nedace da je fabrika nacionalizovana 1971. godine, a prouzvodni pogon karbonskih
vlakana je rasprodat kao ,,Bristol Composites” [http://www.carbonfiber.gr.jp/english/ tech/fag/#1
n.d].

U kasnim 1960-im, Japanci su preuzeli vodstvo u proizvodnji ugljeni¢nih vlakana
dobijenih od PAN. Sporazum iz 1970. godine o zajednic¢koj tehnologiji izmedu Japana i SAD,
omogucilo je da Union Carbide preuzme izradu vrhunskih proizvoda japanske Toray Industries,
pa su ove dve drzave postale dominantne na trzistu. Kompanija Morganite iz Velike Britanije
odlucila je da je proizvodnja karbonskih vlakana marginalna u odnosu na njeno 0snovno
poslovanje, ostavljaju¢i Courtaulds kao jedinog velikog proizvodaca karbonskih vlakana u
Velikoj Britaniji. Courtaulds je danas dominantan na trzi$tu po avio-opremi i sportskoj opremi.
Medutim, iako su niska cena i dostupnost bile u pocetku potencijalna prednost ove kompanije,
anorganski proces na bazi vode koji se koristio za proizvodnju, uc¢inio je proizvod osetljivim na
neCistoce. Ipak, tokom 1980-ih Courtaulds je i dalje glavni dobavlja¢ ugljeni¢nih vlakana za
trziSte sportske opreme, a Mitsubishi je bio glavni kupac. Ipak, poslovni potez koji je imao za cilj
prosirenje, ukljucujuci 1 izgradnju postrojenja za proizvodnju u Kaliforniji, nije bio uspeSan.
Investicija nije dovela do o¢ekivanog profita, sto je rezultiralo odlukom da se kompanija povuce
sa tog podrucja i u Courtaulds je 1991. godine prestala proizvodnja ugljeni¢nih vlakana. Ironi¢no
je da je jedini preziveli proizvodac karbonskih vlakana u Velikoj Britaniji i dalje napredovao u

izradi vlakana na temelju svog prethodnika Courtaulds. Taj proizvodaé, Inverness-based RK
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Carbon Fibres Ltd. usmerio je proizvodnju ugljeni¢nih vlakana za industrijsku primenu
http://www.carbonfiber.gr.jp/english/ tech/fag/#1 n.d].

Tokom 1960-ih, eksperimentalnim radom doslo se do pronalaska alternativnih sirovina,
Sto je dovelo do primene KV izradenih od sirovina dobijenih preradom nafte. Ova vlakna sadrze
oko 85% ugljenika i imaju odliénu ¢vrsto¢u na savijanje. Takode, u tom razdoblju, japanska
vlada snazno je podrzala nacionalnu proizvodnju KV i nekoliko japanskih fabrika, kao sto su
Toray, Nippon Carbon, Toho Rayon i Mitsubishi ponovo su zapocele svoj vlastiti razvoj i
proizvodnju. Paralelno sa tim, razvijale su se i fabrike u SAD i u Evropi, i danas su vodece
kompanije za proizvodnju KV u SAD Hercules, BASF i Celanese, a u Evropi je to Akzo
[http://www.carbonfiber.gr.jp/english/ tech/fag/#1 n.d].

Od kasnih 1970-ih, na globalnom trzistu nalaze se KV s vecom ¢vrsto¢om na istezanje i s
ve¢im modulom elasti¢nosti. Na primer, T400 proizvodaca Toray imaju ¢vrsto¢u na istezanje od
4000 MPa, a M40 su s koeficijentom od 400 GPa. Intermedijarna KV, kao s§to je IM 600,
proizvodaca Toho Rayon imaju ¢vrstocu do 6000 MPa. Karbonska vlakna iz Toray, Celanese i
Akzo pronasla su svoj put do primene u avionskoj industriji, od sekundarnih do primarnih
osnovnih delova, prvo u vojsci, a kasnije u civilnim avionima, kao $to su McDonnell Douglas,
Boeing i Airbus avioni. Takode, u toku 1970-tih pronadene su alternativne sirovine za
proizvodnju KV dobijene preradom nafte. Ova vlakna sadrze oko 85% ugljenika i imao odli¢nu
¢vrstocu na savijanje. Nazalost, zbog ograni¢ene snage kompresije nisu Siroko prihvacéena.

Pocéev od 2000. godine, industrijska primena karbonskih vlakana za visoko sofisticirane
masinske delove u srednjoj Evropi postaje sve vaznija. Treba posebno naglasiti da se kapacitet
proizvodnje karbonskih vlakana u svetu znacajno povecao pocev od 2000. godine, buducéi da su
pusteni u rad glavni proizvodni pogoni u Turskoj, Kini i Juznoj Koreji [http://www.carbonfiber.

gr.jp/english/ tech/fag/#1 n.d].

2.3.2. Struktura karbonskih vlakana

Osnovna struktura karbonskih vlakana

Karbonska vlakna najceS¢e su dostupna u obliku kontinuiranog svitka namotanog na
kalem. Kalem od karbonskih vlakana je snop od hiljade kontinuiranih pojedina¢nih vlakana
ugljenika koja se drze zajedno i zastiCena su obi¢no sa organskim slojem, kao $to su polietilen-

oksid (PEO) ili polivinil- alkohol (PVA). Veli¢ina vlakana u kalemu takode moze da bude mera
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zastite. U cilju upotrebe, svitak od vlakana moze da se uspesno odmota sa kalema. Svaki
karbonski filament u svitku je kontinuirani cilindar s dijametrom od od 5-10 um, a sastoji se
gotovo iskljucivo od ugljenika. Najranije generacije karbonskih vlakana (npr T300, HTA i AS4)
imale su dijametar od 16-22 um. Kasnije su proizvedena vlakna (npr. IM6 ili IM600) koja imaju
dijametar od oko 5 um [Marinkovié, 1999].

Ve¢ je ranije istaknuto da je atomska struktura KV sli¢na onoj u grafitu, koji se sastoji od
listova ugljenikovih atoma koji su rasporedeni na heksagonalan nacin (grafenski listovi/slojevi), s
tom razlikom $to se duz grafenskih slojeva u KV nalaze razmaci. Grafit je kristalni materijal u
kojem se grafenski slojevi slazu medusobno paralelno, u pravilnim nizovima. Grafit ima uredene
grafenske slojeve ¢ija je pojedinacna ¢vrstoca velika, dok su veze izmedu atoma veoma jake.
Slojevi su medusobno vezani slabim intermolekularnim silama (van der Valsove sile), zbog ¢ega
se lako pomeraju jedan u odnosu na drugi i koje daju grafitu meke i lomljive karakteristike.
Zatezanjem grafitnih vlakana dolazi do uzajamnog klizanja slojeva [Marinkovi¢, 1999].

Za razliku od grafita, karbonska vlakna sadrze defekte u pakovanju S§to rezultira
povecanim rastojanjem izmedu grafenskih slojeva na mestima gde se defekti nalaze (0,335 na
0,344 nm). Slojevi su zbog toga talasasti, jer na mestima defekata dolazi do savijanja. Prilikom
zatezanja karbonskih vlakana klizanje izmedu slojeva je oteZzano, ¢ime je Cvrsto¢a povecana

[Marinkovi¢, 1999].

Slika 2.2. Trodimenzionalni model strukture visoko¢vrstih vlakana dobijenih od PAN.
(Fitzer, 1985; http://www.torayca.com/en/techref/index.html n.d.)
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Zavisno od materijala iz kojih se dobijaju (tj. prekursora), karbonska vlakna mogu biti
turbostrati¢na i grafitna, ili imaju hibridnu strukturu u kojoj su prisutni i grafitni i turbostrati¢ni
delovi. U turbostraticnim karbonskim vlaknima listovi ugljenikovih atoma nasumic¢no su
presavijeni ili zguzvani zajedno. Ugljeni¢na vlakna dobijena od PAN su turbostrati¢na (slika 2.2),
dok su karbonska vlakna dobijena iz tzv. mezofaze nakon toplotne obrade na temperaturama
veéim od 2200°C, grafitna. Turbostrati¢na karbonska vlakna imaju veliku ¢vrstocu na istezanje,
dok ona dobijena iz mezofaze imaju velik Jungov (Young) modul (odnosno, visoku Krutost i
otpornost na Sirenje pod opterecenjem) i veliku toplotnu sprovodljivost.

Tipi¢na struktura karbonskih vlakana dobijenih iz PAN prikazana je na slici 2.3.
Spoljasnji deo vlakana pokazuje relativno visoku uredenost i orijentaciju grafenskih slojeva.
Trake saCinjene od skupa grafenskih slojeva, u unutrasnjosti se savijaju, uvréu, i razdvajaju, ali
ostaju pretezno paralelne osi vlakna. Karbonska vlakna dobijena iz PAN pokazuju ve¢i stepen

neuredenosti na popreénom nego na uzduznom preseku (slika 2.3).

X1.500 X20.000

Slika 2.3. Popreéni presek karbonskih vlakana.
[Bunsell, 1988]

Kao sto je ve¢ istaknuto, zatezni modul karbonskih vlakana (modul elasti¢nosti, Jungov
modul) zavisi od stepena preferencijalne orijentacije grafenskih slojeva paralelno osi vlakna, dok
na ¢vrstocu, pored toga Sto ona zavisi od aksijalne 1 radijalne teksture, jako uti¢u defekti prisutni
u strukturi. Razlika izmedu ¢vrstoce i Jungovog modula je u tome $to je ¢vrstoca sila koju treba
upotrebiti da bi doslo do razaranja materijala, dok je modul elasti¢nosti mera sposobnosti
materijala da se suprotstavi deformaciji pod dejstvom sile. Kad se radi o modulu zatezanja

vlakana, jasno je da ¢e se vlakna najjace suprotstavljati istezanju ako su ugljenic¢ni slojevi u njima
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dobro uredeni. Stoga postoji jasna korelacija izmedu preferencijalne orijentacije i Jungovog
modula: grafitna vlakna od mezofazne smole imaju najja¢i modul elasti¢nosti, potom slede
karbonska vlakna od mezofazne smole, visokotemperaturska vlakna od PAN i na kraju
niskotemperaturska vlakna od PAN [Marinkovi¢, 1999].

Zavisnost preferencijalne orijentacije vlakana od temperature termiCkog tretiranja
prikazana je na grafikonu 2.1. Karbonska vlakna dobijena od PAN i od mezofazne smole

pokazuju sli¢an tok krivih, ali je kriva za PAN pomerena ka vi§oj temperaturi za nekih 400°C.
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Grafikon 2.1. Zavisnost preferencijalne orijentacije vlakana od temperature termi¢kog tretiranja

i polaznog materijala [Savage, 1993]

Poroznost karbonskih viakana

Ugljeni¢ni materijali poseduju specifichu povrSinu 1 visok stepen povrSinske akivnosti.
Vrednosti specifi¢ne povrsine ovih materijala se nalazi u okvirima od 500 do 1400 m?/g, mada je
poznato da specifi¢na povrsSina aktivnog uglja moze imati vrednost 1 ve¢u od 2500 m2/g . VeliCina
specificne povrsine je posledica prisustva pora razliite veliCine.

Pore se obi¢no karakteriSu svojom Sirinom, Sto znac¢i pre¢nikom za pore cilindri¢nog
preseka, odnosno rastojanjem izmedu dve strane za pore oblika proreza. Dubinin (1960) je na
osnovu toga predlozio slede¢u klasifikaciju pora (tabela 2.1), koja je kasnije usvojena od strane
IUPAC-a (International Union of Pure and Applied Chemistry) [Vukcevié, 2013].
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Tabele 2.1. Klasifikacija pora prema $irini

Klasifikacija pora Sirina pora
Mikropore Manje od ~2 nm
Mezopore Izmedu ~2 i 50nm
Makropore Vise 0d~50nm

Granulisani aktivni ugalj sadrzi sve tri vrste pora dok se ugljeni¢na vlakna odlikuju

uglavnom mikroporama (slika 2.4).
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Slika 2.4. Model strukture mikroporoznih karbona [Ermolenko, 1990].

U-ultramikropore (0,35-0,6nm); S-supermikropore (0,6-2nm); T-rastojanje izmedu slojeva u grafitu
(manje od 0,34nm)

Prisustvo mikropora na molekularnom nivou je osnovna adsorpciona karakteristika
vlaknastih karbonskih materijala. Mikropore se mogu predstaviti sistemom finih, uzanih (slit-
like) pora izmedu grafenskih slojeva. Ultramikropore (U) ¢ine uzani paralelni prostori dimenzija
0,35-0,6 nm; supermikropore (S) su §iri paralelni i neparalelni prostori dimenzija 0,6-2,0 nm, dok
niskotemperaturski karboni pokazuju i mali broj rastojanja ¢ije dimenzije odgovaraju
rastojanjima izmedu slojeva u grafitu (T) dimenzija manjih od 0,34 nm. Pri aktivaciji,
sagorevanjem zidova koji razdvajaju manje mikropore, stvaraju se supermikropore u kojima
dolazi do povecanja adsorpcionog potencijala usled preklapanja polja sila suprotnih zidova pora.
Potencijal interakcije u mikroporama je mnogo veci nego u porama vece Sirine, zbog blizine

zidova pora [Vukcevié, 2013].
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Tretiranje povrsine karbonskih vlakana

Karbonska vlakna, naro€ito visokomodulna, imaju ,,glatku® povrSinu, sa veoma malo
nesparenih veza i stoga se vrlo teSko vezuju sa polimerima. To vazi i za epoksidne smole koje
predstavljaju najvazniju osnovu kompozita karbonsko vlakno-polimer. Ako je veza vlakno-
osnova, pa prema tome i adhezija, slaba, mehanicko naprezanje se nece prenositi sa osnove na
vlakno. Takav kompozit je vrlo slab. Dakle, da bi se iskoristile velike mehanicke osobine
vlakana, neophodno je povecati adheziju vlakno-osnova. To se ostvaruje promenom povrsinskog
stanja vlakana, bilo uvodenjem funkcionalnih povrSinskih grupa, koje bi omogucile vezu sa
atomima ugljenika iz smole, ili ,,ogrubljivanjem* povrSine koje bi pomoglo da se ostvari
mehanicka veza sa smolom [Marinkovi¢, 1999].

Medu mnogim metodama tretiranja povrSine vlakana, najvaznije su metode oksidacije
koje se vrSe kiseonikom iz vazduha sa ili bez dodataka (CO, CO,, H,0, O3), vodenim rastvorima
oksidanasa (HNO3, HCL, HCLO3, H,Cr,0,), ili elektrohemijskom (anodnom) oksidacijom koja
je posebno pogodna za kontinualne industrijske procese. Danasnje metode tretiranja povrSine
vlakana, kakve se koriste u industrijskoj proizvodnji, omogucéuju povecanje adhezije, koja ¢ini da
se ¢vrstoca kompozita na smicanje poveca 2-4 puta, §to povecava zateznu ¢vrsto¢u kompozita do
visokih vrednosti [Marinkovié, 1999].

Pored poboljSanja veze vlakno-osnova, potrebna je 1 zastita vlakana od oStec¢enja do kojih
moze da dode pri manipulisanju vlaknima. Kao zastita koriste se tanke prevlake koje se obi¢no
nanose na vlakna pre transporta. Prevlake, koje su podesene za kombinacije vlakana sa najcesce
koriS¢enim epoksidnim smolama, sprecavaju abraziju vlakana, olakSavaju manipulisanje i

obezbeduju kompatibilnost sa smolama [Marinkovié, 1999].

Povrsinske grupe aktivnih karbonskih vlaknastih materijala

Pri apsorpciji neorganskih i organskih polarnih materijala, pored struktura pore, od
izuzetnog je znacaja i hemijska priroda povrSine aktivnih karbona/karbonskih materijala. Zbog
delimi¢no uredene aromati¢ne strukture, defekti u strukturi predstavljaju aktivna mesta na
povrs$ini materijala na kojima atomi ugljenika stupaju u reakciju sa razli¢itim atomima prisutnim
u okolini, najcesce sa kiseonikom i vodonikom. Kao rezultat nepotpune karbonizacije polaznog

materijala, ili zato Sto se hemijski vezuju za povrSinu za vreme aktivacije ili naknadnog
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hemijskog tretiranja, na povrSini karbonskih vlakana prisutni su heteroatomi O, H, CI, N, S
[Polovina, 1999].

U reakciji sa NH3; formiraju se stabilna povrSinska jedinjenja ugljenik-azot; reakcija sa
H,S, CS,, ili S daje strukturu ugljenik-sumpor; reakcija sa Cl, uslovljava povrSinske
karakteristike i povrSinsko ponaSanje aktivnih karbona. Reakcija sa koncentrovanom H,SOy i
HsPO, daje karbonska vlakna sa sulfatnim i fosfatnim grupama, koja imaju jonoizmenjivacke
karakteristike i pogodna su za selektivnu adsorpciju polarnih jedinjenja kako u gasovitoj, tako i u
te¢noj fazi [Polovina, 1999].

Povrsinske strukture ugljenik-kiseonik su najbrojnije i od najveceg znacaja jer uticu kako
na adsorpcione karakteristike, tako i na sposobnost vlazenja, kataliticka 1 elektri¢na svojstva.
Priroda 1 koli¢ina ovih grupa zavise od prirode karbona, njegove povrsine i nacina formiranja
(temperatura, aktivator) , ali se one mogu formirati i naknadnim hemijskim tretiranjem materijala,
najceS¢e razliitim oksidacionim agensima kao Sto su vazduh, kiseonik, kiselina (azotna,
sumporna, fosforna), vodonik-peroksid, rastop nitrata gvozda itd. Vezani kiseonik moze se sa
povrsine karbona ukloniti samo kao oksid (CO, CO,) i to na visokim temperaturama u vakumu ili
u inertnoj sredini [Polovina, 1999].

Bemov (Boehm) model (slika 2.5) prikazuje strukture mogucih kiselih kiseoni¢nih grupa
na povrsini karbona. Grupe mogu biti jako kisele karboksilne grupe, slobodne (a) ili u obliku
anhidrida (b), srednje kisele laktonske (c) i laktonske (d) grupe, slabo kisele hidroksilne grupe
fenolnog tipa (e), karbonilne grupe, izolovane (f), ili kombinovane u hinonski tip strukture (g) i
etarski ili ksantenski tip kiseoni¢nih grupa (h) koje spadaju u bazne. Bazne grupe koje, za razliku
od kiselih, nastaju na vi§im temperaturama aktivacije (800-1000°C), pripadaju pretezno
hromenskim i pironskim strukturama. PovrsSinske grupe se mogu analizirati nizom specifi¢nih
hemijskih reakcija, termic¢kom desorpcijom, kao 1 elektrohemijskim, spektroskopskim i
potenciometrijskim metodama [Polovina, 1999].

Ako se zanemari gubitak mase na temperaturu ispod 200°C, koji potice od odlaska
higroskopne vode, oksidacionim tretiranjem postize se znatna koli¢ina povrSinskih grupa (veliki
gubitak mase) u odnosu na polazni uzorak, koji i bez oksidacije ima veliki sadrzaj povrsinskih
grupa zbog prirode polazne sirovine i na¢ina karbonizacije i aktivacije [Polovina, 1999].

Pored razlika u koli¢ini formiranih grupa, uocava se i njihova razli¢ita temperaturna

stabilnost, Sto ukazuje na razlicitu prirodu grupa u zavisnosti od oksidacije. Bemovom metodom
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selektivne neutralizacije, koja se sastoji u neutralizaciji povrSinskih grupa razliCite kiselosti
bazama razli¢ite jaCine, dobijaju se podaci za ukupni sadrzaj povrSinskih grupa, kao i njihov
pojedinacni udeo. Analiza kiselih kiseoni¢nih grupa na aktivnim karbonskim tkaninama pokazala
je da je pored ukupne kiselosti, vazna i priroda grupa — uzorci sa dominantnim sadrzajem
karboksilnih grupa pokazuju izraZeniji afinitet prema adsorpciji kadmijuma. Prisustvo kiselih
karboksilnih 1 laktonskih grupa ¢ini karbonsku povrSinu polarnom, §to smanjuje adsorpciju
nepolarnih aromati¢nih jedinjenja, a sa druge strane povecava adsorpciju polarnih molekula kao

Sto su alkoholi [Polovina, 1999; Kalijadis et al., 2011].
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Slika 2.5. Moguce strukture kiseonickih povrsinskih grupa [Boehm, 1990].

karboksilne grupe, slobodne (a) ili u obliku anhidrida (b), srednje kisele laktonske (c) i laktonske (d)
grupe, slabo kisele hidroksilne grupe fenolnog tipa (e), karbonilne grupe, izolovane (f), ili kombinovane u
hinonski tip strukture (g), etarski ili ksantenski tip kiseoni¢nih grupa (h) koje spadaju u bazne

2.3.3. Dobijanje karbonskih vliakana

Kao polazna sirovina za dobijanje KV mogu se koristiti razli¢ite supstance koje u svom
sastavu sadrze ugljenik. Kao §to je ve¢ napred detaljno opisano, nekada su se vlakna dobijala
karbonizacijom i termickom obradom celuloze. Pamuk i lan se karbonizuju od davnina, dok je
prvi zabelezeni slucaj karbonizacije prirodnih vlakana izvrS$io Edison 1878. godine radi primene u
sijalicama. Kompanija Union Carbide je na slican na¢in 50-ih godina proslog veka proizvela

karbonska vlakna polazeéi od rajona, beskona¢nih industrijskih celuloznih vlakana. Dobijena
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vlakna su imala loSe mehanicke osobine. Istezanjem vlakana pri temperaturi ve¢oj od 2200°C
dobijena su vlakna visokog modula, do 500 GPa, koja su zatim komercijalizovana. Proces je bio
skup 1 koriS¢en je za proizvodnju malih koli¢ina vlakana.

Shindo je 60-ih godina u Japanu ispitivao PAN, kao potencijalni polazni materijal u
postupku proizvodnje KV. Postupak dobijanja vlakana sa PAN je bio daleko uspesniji od
postupka sa celulozom. Danas se preko 90% KV dobija iz PAN i te¢no-kristalne smole, katrana,
uglja ili nafte. Tokom oba postupka najpre se proizvede orijentisano polazno vlakno koje se
stabilizuje oksidacijom, posle ¢ega se karbonizuje zagrevanjem na temperaturi preko 800°C.
Proizvode se i KV sa niskim mehani¢kim osobinama (modul je nizi od 60 GPa) i to polaze¢i od

rajona ili izotropne katranske smole.

Proizvodnja karbonskih vlakana polaze¢i od PAN-a

Nacin na koji se generiSe korak po korak pojedinacno KV od PAN pod odgovaraju¢im
uslovima karbonizacije, prikazan je na slici 2.6. U toku postupka, ugljenikovi atomi postaju
uredeni duz longitudinalnog pravca dejstvom visoke temperature i istezanja [Buckley and Edie,
1993].

Proces proizvodnje
od PAN

EZHHHZZH%
@) o P ‘ I I [ 9
E Iglanje EZZHZZHZZZZﬂ
PAN

Stabilizacija Karbonizacija  Grafitizacija

RO B

Kalem Epoksidno Tretiranje povriine
odredivanje

veli¢ine

Slika 2.6. Proces proizvodnje karbonskih vlakana [Buckley and Edie, 1993].
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Poliakrilonitril ima neprekidan lanac atoma ugljenika koji ¢ini ki¢mu polimera, pored
koje postoje bo¢ne atomske grupe koje su reaktivne i pogodne za dobijanje ciklicne, a zatim 1
aromati¢ne strukture kakva postoji i u grafitu. Od PAN se dobija negrafitabilan karbonski
materijal. Proces proizvodnje KV od PAN ima viSe faza koje obuhvataju termicki i hemijski
tretman polaznog prekursora. Prekursor se ispreda u duge niti, koje se izlazu visokoj temperaturi
bez kontakta sa kiseonikom. Bez kiseonika vlakna ne mogu izgoreti, dok vecina nekarbonskih
atoma napusta vlakno dejstvom visoke temperature. Ovaj proces se naziva karbonizacija, a kao
finalni produkt nastaju duga cvrsta vlakna. Vlakna se na kraju proizvodnje oblazu zaStitnim
slojem kako bi se sprecilo njihovo ostecenje.

Ispredanje

Akrilonitril je plasti¢ni prah koji se meSa sa supstancama, kao $to su metil-akrilat ili
metil-metakrilat. Uz prisustvo katalizatora dolazi do procesa polimerizacije pri ¢emu se formira
PAN, koji se zatim centrifugira i ispreda u vlakna primenom razli¢itih metoda. MeSa se sa
odredenim hemikalijama i pumpa kroz mlaznice malog promera u posudu sa hemikalijama u
kojoj se plastika zgruSava i u¢vrséuje u vlakna. U drugim postupcima, smesa se zagreva i pumpa
kroz mlaznice malog promera u komoru gde rastvaraci ispare, ostavljajuci vlakno. Ispredanje je
vazan korak u proizvodnji vlakana jer se tokom ovog procesa formira njihova unutrasnja atomska
struktura. Vlakna se zatim ispiraju i isteZu do Zeljenog precnika. Istezanje pomaze poravnanje
molekula unutar vlakana i pruza osnovu za formiranje ¢vrsto vezanih kristala ugljenika nakon
procesa karbonizacije [Marinkovié, 1999].

Stabilizacija vlakana

Stabilizacija je slozen proces i1 ukljucuje viSe koraka, od kojih se neki obavljaju
istovremeno. Vlakna se na prvom mestu stabiliSu tako $to se u vazduhu zagrevaju do temperatare
od 200-300° C u trajanju od 30 do 120 minuta, da ne bi doslo do degradacije strukture i gubitka
preferencijalne orijentacije u procesu karbonizacije vlakana. Pri stabilizaciji od linearnog
polimera PAN postaje cikli¢ni polimer, koga je mnogo teze razoriti (zato se ova faza ponekad
naziva i ,ciklizacija”). Podatak da ostatak nakon pirolize do 600° C iznosi 70% ako je
stabilizacija izvrSena, a samo 30% za nestabilisani PAN, pokazuje koliko stabilizacija doprinosi
smanjenju gubitka mase pri karbonizaciji. Znacajno je da se uz proces stabilizacije vrsi i
zatezanje vlakana, tako da se postigne orijentacija molekulskih lanaca duz ose vlakana. Tako se

postize preferencijalna orijentacija kod polimera i1 zadrzava pri karbonizaciji 1 termickom
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tretiranju. Atmosfera u kojoj se vrsi stabilizacija moze biti vazduh obogacen kiseonikom ili
ozonom, sumpor-dioksid i azot-dioksid. Tokom procesa se oslobada toplota, koja se mora
kontrolisati kako bi se izbeglo pregrevanje vlakana. U nekim procesima, vlakna se provlace kroz
seriju toplotnih komora, ili prelaze preko zagrejanih valjaka [Marinkovi¢, 1999].

Karbonizacija

Karbonizacija je stadijum u procesu proizvodnje KV iz PAN. Tokom ovog procesa vrsi se
zagrevanje materijala do temperature koja je dovoljno visoka da omogucéi razne hemijske reakcije
pri kojima iz oksidisanog PAN postupno izlaze svi atomi izuzev ugljenika i da se pri tome dobije
struktura slojeva koja se viSe priblizava strukturi grafena, dok je celokupna struktura priblizna
grafitnoj. Tokom niza kompleksnih reakcija dolazi i do gubitka ugljenika zajedno sa izdvajanjem
brojnih gasovitih proizvoda: NHs, HCN, N,, CO, CO,, H,O, CHa. Prva vlakna se dobijaju pri
niZim temperaturama, imaju maksimalnu ¢vrstocu i nizak modul, i nazivaju se visokocvrsta
vlakna. Drugi tip vlakana su visokomodulna vlakna koja se dobijaju na temperaturama ve¢im od
2500° C, koja imaju umerenu &vrstoéu i maksimalan modul. U standardnom procesu proizvodnje
visokog&vrstih KV, stabilisana vlakna PAN se karbonizuju na 1000° C, nakon ega se tretiraju do
1300-1400° C da bi se dobila maksimalna &vrstoéa [Marinkovié, 1999].

Tokom procesa karbonizacije dolazi do zna¢ajnih promena hemijskog sastava i fizickih
osobina. Vlakna gube oko 50% mase u vidu H,O, NH3, HCN, CO, N,. Zapremina gasova
oslobodenih tokom procesa je pet redova veliine ve¢a od zapremine vlakana, a oko 1000 puta
veca od zapremine peci za karbonizaciju. Tokom kontinualnog postupka karbonizacije vlakna se
nalaze u atmosferi proizvoda njihovog razlaganja. Proces karbonizacije se ¢esto izvodi u inertnoj
proto¢noj atmosferi Cistog azota ili argona da bi se atmosfera razblazila i da bi se sprecio ulazak
vazduha [Marinkovi¢, 1999].

Tokom procesa karbonizacije i termickog tretiranja, vlakno se postepeno menja od
polimernog, koje ima nisku ¢vrstocu 1 modul, ali veliko prekidno izduZenje (priblizno 10%), do
krtog karbonskog vlakna sa visokom ¢vrsto¢om i modulom, ali sa malim prikidima duzine 1-2%.
Gustina se povecava sa 1,45 na 1,7 glcm3 ili vise, dok se pre¢nik smanjuje sa 10-15 um na 6-9
um. Longitudinalno skupljanje bez primena sile zatezanja je manje od 10%. Nakon procesa
karbonizacije vlakno sadrzi vise od 92% ugljenika [Marinkovi¢, 1999].

Osobine karbonskih vlakana zavise od temperature na kojoj se vrsi proces karbonizacije.

Kriva zavisnosti ¢vrstoce karbonskih vlakana od temperature pokazuje maksimum, ¢iji se polozaj
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nalazi u intervalu 1200-1600°C (grafikon 2.2). Jungov model KV raste sa temperaturom, zbog

cega postoje dva osnovna tipa karbonskih vlakana.
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Grafikon 2.2. Promena modula elasti¢nosti i ¢vrstoce vlakana u zavisnosti od temperature
[Savage 1993]

U prvoj temperaturnoj zoni, do 1000°C, dolazi do glavnog gubitka mase (do 50%), ali se
mehanicke osobine povecavaju: modul ide do oko 200 GPa a ¢vrstoca do 2 GPa. Na ovoj
temperature se proizvode visokocvrsta, visokomodulna i niskomodulna vlakna (E priblizno 200
GPa). U drugoj temperaturnoj zoni, od 1000 do 1500°C, dolazi do minimalnih hemijskih
promena (odlazi azot), rastu Kkristaliti, povecava se orijentacija, a U 0voj zoni se nalazi maksimum
vrstoée dok se modul relativno malo menja. U tre¢oj temperaturnoj zoni od 1900 do 3000°C,
modul se mnogo brZze menja. Termickim tretiranjem na visokoj temperaturi postize se veca
orijentacija grafenskih ravni paralelno osi vlakna, hemijske promene su minimalne ali su
znaajane strukturne promene (rast kristalita 1 orijentacije). Pretpostavlja se da vecina
proizvodaca izdvaja termicko tretiranje na najvisim temperaturama iz kontinualnog procesa, jer je
potraznja za visokomodulnim vlaknima relativno mala (slika 2.7).

Polaze¢i od PAN-vlakna sa modulom oko 15 GPa, moze se pokriti ¢itav interval vrednosti
modula (¢vrstoce). Od komercijalne vaznosti su vlakna sa vrednostima viSim od onih za staklena

(E priblizno 70 GPa) ili aramidna vlakna (E priblizno 125 GPa). To je 1 razlog Sto se proizvodi tri
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vrste karbonskih vlakana, i to niskomodulna (tip III) (E priblizno 200 GPa), koja se dobijaju na

1000°C, visoko&vrsta (tip II) i visokomodulna (tip I).

Slika 2.7. Stabilizacija, karbonizacija i grafitizacija prilikom proizvodnje karbonskih vlakana.

PovrSinski tretman vlakana

Karbonska vlakna imaju ,,glatku“ povrSinu sa vrlo malo nesparenih veza zbog Cega se
teSko vezuju sa polimerima. Ako je veza vlakno-osnova slaba, mehanicka naprezanja se nece
prenositi sa osnove na vlakno. Takav kompozit je vrlo slab. Da bi se iskoristile visoke mehanicke
osobine vlakana, neophodno je povecati adheziju vlakno-osnova. To se moze ostvariti promenom
stanja povrSine vlakana, bilo uvodenjem funkcionalnih povrSinskih grupa, koje bi omogudile
vezu sa atomima ugljenika iz smole, ili ,,ogrubljivanjem* povrSine koje bi pomoglo da se ostvari
mehanicka veza sa smolom [Marinkovi¢, 1999].

Dodavanje atoma kiseonika na povrSinu obezbeduje bolje osobine hemijskih veza i takode
ogrubljavanje povrSine za bolje mehanicke osobine vezivanja Oksidacija se moze postici

izlaganjem vlakana raznim gasovima kao Sto su vazduh, ugljen dioksid ili ozon; ili raznim

25

Prva faza Druga faza Treca faza
predtretman karbonizacija grafitizacija
stabilizaciia do do do
300°C 1700°C 2800°C
polimerna Vil inertni gas inertni gas 2 )
alon N, Az inertni gas
v oksidativna erafitizacija
i stabilizacija > = e ST >
tretman - y 1500 - 2800°C
rastezanja 180:300°C
90 - 190°C = _| karbonizacija
(para) > v "| 300-1200C 1
oksidativna -
stabilizacija grafitizacija
W istovremeno > karbonizacija pod stresom >
rastezanje i tretman 1500- 2800°C
180-300°C ". — toplotom [
isparljivi 1000 - 1700°C
‘ sekundarni )
produkti T
isparljivi "
sekundarni 4 r .
produkti tip 111 tip I tipl
KARBONSKA VLAKNA




teCnostima kao $to je natrijum-hipohlorit ili azotna kiselina. Proces tretmana povrSina mora biti
pazljivo kontrolisan, kako bi se izbeglo stvaranje oStecenja na povrsini vlakana.

Dimenzionisanje

Posle povrSinskog tretmana, vlakna se oblazu radi zaStite od oSte¢enja tokom
namotavanje ili tkanja. Ovaj proces se zove dimenzionisanje. Standardni materijal za prevlacenje
vlakana su smese poliestera, najlona, uretanske i druge. Oblozena vlakna se namotavaju na
kalemove [Marinkovi¢, 1999].

Proizvodnja karbonskih vlakana polazedi od katranske smole

Katranske smole su izotropne smeSe poliaromati¢nih molekula kakve se dobijaju kao
nuzpropizvodi pri preradi katrana uglja i nafte. Iz njihovih rastopa se relativno lako dobijaju
vlakna istiskivanjem kroz mlaznice, ali takva izotropna vlakna imaju niske mehanic¢ke osobine
(tabela 3), koje se ne poboljSavaju ni pri karbonizaciji ni pri termi¢kom tretiranju, osim ako se ne
primeni istezanje pri ekstremno visokoj temperaturi (2700-3000°C). Izoptropna karbonska vlakna
se koriste kao relativno jeftin punilac za plastiku, a u novije vreme za poboljSanje ¢vrstoce i
zilavosti betona, gde je vrlo znacajna njihova otpornost prema atmosferilijama [Marinkovic,
1999].

Posto su katranske smole grafitabilne, za razliku od PAN, postoje nacini da se od njih
naprave vrlo anizotropni te¢ni kristali, tzv. metafaza. Naime pri zagrevanju smole do 400°C, u
tecnoj fazi se odigravaju reakcije dehidrogenacije i kondenzacije, pri kojima lako nastaju planarni
aromati¢ni molekuli koji se lako spajaju u te¢no-kristalnu mezofazu. Osobine izotropnih KV
dobijenih iz metafaze prikazani su u tabeli 2.3, u slede¢em poglavlju [Marinkovi¢, 1999].

Ocekivalo se da ¢e proizvodnja KV iz katranske smole biti jeftin proces, pre svega iz
razloga Sto je smola jeftinija od PAN, $to sam proces omogucava visoku orijentaciju molekula pa
nije potrebno veliko zatezanje i $to odsustvo stranih atoma (azot, vodonik, kiseonik) u mezofazi
treba da omoguc¢i veci prinos i manju potrosnju energije da bi se dobila visokoorijentisana KV.
Medutim, kao najve¢i problem pokazalo se to da viskozitet smole zavisi od temperature, pa je
potrebno odrzavati temperaturu u vrlo uskim granicama, §to je i tesko i skupo. Posle istiskivanja,
vlakna se i ovde podvrgavaju oksidaciji u kiseoniku na 200-300°C, a zatim se posle naglog
hladenja u inertnoj atmosferi, karbonizuju i termicki tretiraju do temperature od 2500-2700°C
[Marinkovié, 1999].
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Proizvodnja karbonskih vlakana od otpadnih vlaknastih materijala

Poslednjih godina zapaza se bojazan za ugrozenost stanovnistva, ekoloske sredine, resursa
1 energenata povecanom industrijskom proizvodnjom u svetskim razmerama. Zato se paznja
usmerava sve vise ka koriS¢enju otpadnih materijala kao resursa u proizvodniji.

Sa smanjenjem cene vlaknastih produkata, smanjuje se i njihov vek trajanja. Samo u
Japanu, godi$nje se proizvede dva miliona tona otpadnih materijala. Oko 10% svih vlaknastih
produkata se reciklira, prvenstveno putem spaljivanja ili amelioracije. Pored toga, postoje i druge
forme recikliranja, kao $to su hemijska razgradnja i regeneracija vlakana poliestera, ponovna
upotreba pamuka kao automobilskog izolacionog materijala i izvoz polovne odece u jugoisto¢nu
Aziju i druge siromaSne krajeve sveta. ZabeleZene su i druge namene recikliranja, kao §to je
upotreba vlaknastih produkata za ojac¢avanje zidova i recikliranje ode¢e. Medutim, zapaza se da
se na globalnom planu ne povecava recikliranje odeée pre svega zbog toga $to potroSaci nemaju
dovoljno interesovanja za reciklirane proizvode, ali i zbog cene recikliranja ode¢e [Kawasaki et
al., 2012].

Poznato je da su tokom pisane istorije ljudi upotrebljavali vunu, pamuk i druge prirodne
materijale. Upotreba vestackih materijala pocinje tek od 1884. godine, ali ona danas ¢ini oko 60%
zapremine svih vlaknastih materijala koji se koriste u svetu. Ve¢ina hemijskih vlakana su vlakna
bazirana na naftnim polimerima i veoma je poZzeljna njihova efikasna upotreba.

Aktivirani karboni, koji se proizvode od palmine kore, naftne smole i uglja, $iroko se
koriste za adsorpciju organskih materija i Stetnih supstanci. Aktivirana KV karakteri$u se visoko
specificnom povrSinom i visokim stepenom i efikasno$¢u adsorpcije u odnosu na granulirane
aktivne karbone. Medutim, njihova proizvodnja je kompleksna i skupa. Poslednjih godina belezi
se trend u proizvodnji jeftinih, koristnih karbonskih materijala od biomase, kao $to je kostica
kajsije, guma, drvena piljevina, bambus, vlakna jute i drugi poljoprivredni nusprodukti.
Istrazivanja su takode usmerena na proizvodnju aktiviranih pamucnih prediva kori$¢enjem kao
aktivatora 4% kalcijum-fosfata. Opisane su razliite metode za proizvodnju aktiviranih
karbonskih materijala, koje ukljucuju karbonizaciju i aktivaciju sa parama hemijskih materija.
Medutim, Kawasaki i sar. su razvili metodu za proizvodnju karbonskih materijala od otpadnih
vlakana — vune, poliestera i pamuka, procesom karbonizacije bez aktivacije. Ovakva proizvodnja
je od izuzetnog znacaja jer se tro$i manje energije i manje se zagaduje okolina (zbog smanjene

emisija ugljen-dioksida) [Kawasaki et al., 2012].
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Rezultati ovakvog eksperimenta su pokazali da se tendencija ka formiranju pora i
specificne povrSine vlakana bitno menja u zavisnosti od uslova karbonizacije. Povecanje
temperature i retencionog vremena od dva sata rezultira stvaranjem najvece specifi¢ne povrsine.
Primenom maksimalne vrednosti temperature karbonizacije od 1000° C, pokazano je da je do
karbodizacije vune doslo na temperaturi od 900-1000° C, a pamuka i poliestera na temperaturi od
1000° C. Temperatura karbonizacije od 900-1000° C dovela je do maksimalnog stvaranja
mikropora i specifi¢ne povrsine u karbonskim materijalima dobijenim od pamuka i poliestera, ali
ne i od onih koji su dobijeni karbonizacijom vune. Karbonizacija poliestera i pamuka na 1000° C
dovela je do stvaranja specifiéne povriine veée od 1000 m?/g za oba materijala, a za karbonski
materijal dobijen od pamuka je oznosila 1253 m?%/g. Prinos materijala generalno se smanjuje sa
poveéanjem temperature karbonizacije. Takode, broj kiselih funkcionalnih grupa u vuni i pamuku
povecava se sa poveCanjem temperature karbonizacije, ali se isti kod poliestera smanjuje.
Vlaknasta forma vune i poliestera se gubi nakon karbonizacije, §to je dokazano skeniraju¢om
elektronskom mikroskopijom, ali to nije slu¢aj sa pamucnim vlaknima. Iz svega se moze
zakljugiti, da je na osnovu dobijene specifiéne povrsine pamuka nakon karbonizacije na 1000° C,
zadrzavanja vlaknaste forme 1 drugih fizickih 1 hemijskih osobina, moguca jeftina konverzija
otpadnih pamucnih vlakana u karbonska vlakna, samo postupkom karbonizacije [Kawasaki et al.,
2012].

2.3.4. Osobine karbonskih vlakana

Karbonska vlakna karakterisu se nizom osobina na kojima se zasniva njihova upotreba.
Te osobine su: 1) veliki odnos ¢vrsto¢e prema specifi¢noj tezini; 2) velika rigidnost; 3) velika
rezistentnost na koroziju; 4) dobra elektri¢éna sprovodljivost; 5) velika otpornost na zamor na
istezanje; 6) dobra jacina istezanja ali 1 krtost; 7) rezistentnost na dejstvo visokih temperatura
(nisu zapaljiva); 8) visoka toplotna sprovodljivost, u nekim formama vlakana; 9) mali koeficijent
termalne ekspanzije; 10) netoksi¢nost; 11) bioloska inertnost; 12) propustljivost za X-zrake; 13)
samovlazenje; 14) odli¢na zastita ekrana od elektromagnetnih smetnji; 15) relativno su skupa; 16)

zahtevaju znanje, iskustvo i specijalnu opremu u cilju upotrebe.
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Tabela 2.2. Osobine karbonskih vlakana proizvedenih od PAN [Marinkovié, 1999]

Osobine Niskomodulna Visokocvrsta Visokomodulna
Gustina (g/cm’) 1,76 1,8 1,9
Precnik (um) 7-8 6-7 4-6
Sadrzaj ugljenika (%) 92 96 100
Aksijalne

Zatezna Cvrstoca (GPa) 3,3 4-5 2,4
Zatezni modul (GPa) 230 270 390
Prekidno izduZenje (%) 1,4 1,7-1,9 0,6
Toplotna provodljivost (W/mK) 8,5 - 70
Elektri¢na otpornost (Q2m) 18 - 9,5
Koeficijent termickog Sirenja na -0,7 - -0,5
21°C (10°k™)

Radijalne

Zatezni modul (GPa) 40 - 21
Koeficijent termickog Sirenja na 10 - 7
50°C (10°K™)

Tabela 2.3. Osobine izotropnih karbonskih vlakana proizvedenih od katranske smole [Marinkovi¢, 1999]

Osobine Vrednost
Gustina (g/cm®) 1,6
Precnik (um) 8,5
Sadrzaj ugljenika (%) 99
Aksijalne

Zatezna Cvrstoca (GPa) 1,0
Zatezni modul (GPa) 41
Prekidno izduzenje (%) 2,5
Elektri¢na otpornost (Qm) 20

U tabeli 2.2. prikazane su tipi¢ne osobine KV proizvedenih od PAN, u tabeli 2.3 od
katranske smole, a u tabeli 2.4. od metafazne smole [Marinkovié, 1999], dok ¢ée neke vazne

osobine KV bice detaljnije opisane u daljem tekstu.
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Tabela 2.4. Tipi¢ne osobine karbonskih vlakana proizvedenih od mezofazne smole [Marinkovic, 1999]

Osobine Niskomodulna Visokoévrsta Ultra visokog modula
Gustina (g/cm®) 1,9 2,0 2,15
Precnik (um) 11 10 10
Sadrzaj ugljenika (%) >97 >99 >99
Aksijalne

Zatezna Cvrstoca (GPa) 1.4 1,7 2,2
Zatezni modul (GPa) 160 380 725
Prekidno izduZenje (%) 0,9 0,4 0,3
Toplotna provodljivost (W/mK) - 100 520
Elektri¢na otpornost (Qm) 13 7,5 2,5
Koeficijent termickog Sirenja na - -0,9 -1,6
21°C (10°K™)

Radijalne

Zatezni modul (GPa) - 21 -
Koeficijent termickog Sirenja na - 7,8 -
50°C (10°K™)

Gustina

Gustina (gustoc¢a) materijala zavisi od vrste materijala i stanja u kome se materijal nalazi,
a definisana je odnosom jedinice mase prema jedinici zapremine materijala. Razlikuju se dve
fizicke veliCine vezane za gustinu materijala: apsolutna gustina (p), zapreminska, odnosno
volumenska gustina (d).

Apsolutna gustina odreduje se iz odnosa mase materijala (bez pora i Supljina), prema

jedinici njegove zapremine:
p=y [kefm’]

gde je: m - masa [Kg]; V - zapremina bez pora i Supljina [m3].
Zapreminska (volumenska) gustina izrazava se odnosom mase materijala prema jedinici

zapremine materijala, zajedno sa porama i Supljinama:
_m 3
p== [kg/m’]

gde je: ms - stalna masa epruvete [kg]; V- zapremina sa porama i Supljinama [m°].

U zavisnosti od stanja u kome se materijal nalazi razlikuju se: zapreminska gustina pri
odredenoj vlaznosti (dw), zapreminska gustina u rastresitom stanju (dr), zapreminska gustina u
zbijenom stanju (dz), i dr. Gustina i zapreminska gustina odreduju se laboratorijski, pomocu

odgovarajuce opreme.
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Poroznost materijala predstavlja stepen ispunjenja zapremine porama i Supljinama, 1

odreduje se na osnovu poznate gustine i zapreminske gustine:
—»r—d )

gde je: p — gustina [kg/m?]; d- zapreminska gustina [kg/m?].

Zapremina koju zauzimaju pore i Supljine u poroznom materijalu dobija se kao razlika
izmedu ukupne zapremine i zapremine bez pora i Supljina, odnosno apsolutne zapremine
materijala. Od poroznosti zavisi viSe vaznih karakteristika materijala, kao §to su Cvrstoca,
upijanje vode, itd.

Jedna od savremenijih i preciznijih metoda kojom se odreduje gustina cvrstih tela je
metoda pomoc¢u piknometra. Gustina karbonskih vlakana, u zavisnosti od prekursora iz koga su

proizvedena, iznosi od 1,6 — 2,15 g/cm?.

Cvrstoéa

Cvrstoca je veli¢ina najvece moguée ili dopustene sile po jedini¢nom preseku koju je
potrebno upotrebiti da bi doSlo do razaranja materijala. U zavisnosti od nacina dejstva spoljasnjih
sila razlikujemo zateznu cévrstocu (Rm), pritisnu cvrstoéu (Rc), cvrstoéu na savijanje (Rf),
¢vrstocu na uvijanje (tm) i ¢vrstocu na smicanje (tms).

Cvrstoée na zatezanje (zatezna &vrstocéa), pritisak i smicanje dobijaju se se iz odnosa
maksimalne sile Fm, koja je proizvela razaranje uzorka, i prvobitnog preseka uzorka So, tj.

predstavlja napon u trenutku loma:

R,, =‘;—': [MPa]

Savojna ¢vrstoca se izracunava iz odnosa maksimalnog momenta savijanja Mf 1 otpornog

momenta preseka uzorka W:
M
R;= ?f [MPa]

Veliki uticaj na c¢vrsto¢u materijala ima homogenost 1 poroznost materijala, tj.

zapreminska gustina. Smanjenjem poroznosti, cvrstoc¢a materijala se povecava [Lapcevi¢ 2004].
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Slika 2.8. Kriva zatezne ¢vrstoée karbonskih vlakana

Slika 2.9. Odredivanje zatezne ¢vrstoce uzoraka na kidalici

Jedna od najatraktivnijih osobina KV je njihova velika &vrstoéa. Cvrsto¢a vlakana se teZe
kontroliSe i zavisi od prisustva defekata na povrSini 1 unutar vlakana. S obzirom da se defekti ne
mogu izbeci, ¢vrstoca je uvek niza od izraunate. Kod visokomodulnih vlakana ¢vrstoca je samo
oko 4%, a kod visoko&vrstih oko 10% od one izradunate na osnovu njihovog modula. Cvrsto¢a
KV na bazi PAN je statisticki kompleksna. Rasipanje vrednosti ¢vrstoce pojedinih filamenata je u
vezi sa velicinom 1 ucestaloS¢u defekata unetih tokom procesa proizvodnje. Zbog toga
proizvodaci karbonskih vlakana poklanjaju veliku paznji svim fazama proizvodnje pocevsi od

kontrole Cistoce, sprecavanja uno$enja mehanickih defekata kod dobijanja polaznog PAN vlakna,
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sprecavanja medusobnog lepljenja pri oksidaciji, do sprecavanja oksidacije na vazduhu pri
karbonizaciji i termi¢kom tretiranju. Osim toga, ¢vrsto¢a KV zavisi i od drugih varijabli,
ukljucujuéi test duzine, stvarni dijametar vlakana i distribuciju pukotina u materijalu. Ponekad je
radi preciznog odredivanja zatezne Cvrstoce potrebno testiranje pojedinacnog KV visoke ¢vrstoce
kako bi se utvrdilo opterecenje 1 pritisak pod kojim vlakna pucaju. Radi procene morfologije
povrSine vlakana i preciznog merenja dijametra svakog vlakna, primenjuje se skenirajuca
elektronska mikroskopija. Rezultati istrazivanja su pokazali da su zatezna ¢vrstoca, deformacija i
Youngov modul vrlo pravilno prikazani od strane proizvoda¢a na 20 mm bazdarene duzine KV,

ali da ove vrednosti zna¢ajno odstupaju na drugim bazdarenim duzinama [Langston, 2016].
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Grafikon 2.3. Snaga istezanja i sabijanja razli¢itih vlakana (balans zatezna/kompresivna ¢vrstoca).
(http://www .torayca.com/en/techref/index.html n.d.)
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Grafikon 2.4. Anizotropni parametri u zavisnosti od zatezne snage.
(http://www.torayca.com/en/techref/index.html n.d.)
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Kada su izloZeni zateznom opterecenju, pucanje karbonskih vlakna se desava u lokalnom
regionu jedinog vlakna zbog uticaja lokalne vrednosti vlakna i geometrije tog regiona. Kriva
zatezne Cvrstoce karbonskih vlakana (slika 2.8) moze se grubo smatrati kao linearna, §to znaci da
su snaga i istezanje proporcionalni.

Zatezna C&vrsto¢a je osnovno mehanicko svojstvo materijala, koje predstavlja granicu
razvlaenja. Na osnovu zatezne Cvrstoée materijali se vrednuju prema njihovoj mehanickoj
otpornosti na naprezanje. Zatezna ¢vrsto¢a prestavlja odnos maksimalne sile postignute pri
ispitivanju vlakna na kidalici (slika 2.9) i pocetnog preseka uzorka koji se ispituje. Na kidalici se
direktno meri zatezna Cvrstoa materijala oy, izduzenje ispitivanog uzorka AL 1 suzenje
popre¢nog preseka uzorka AA4. lz rezultata ispitivanja mogu se odrediti Youngov modul
elasti¢nosti E, Poissonov promer o, granica razvlacenja i rad plasti¢ne deformacije [Bala¢ i sar.,
2010].

Na grafikonu 2.3. pokazani su snaga istezanja i sabijanja razli¢itih vlakana. Kao $to se
vidi, poveéanje zatezne ¢vrstoce Torajka vlakana (od T300 do T80OH ) ne moze jednostavno
osigurati povecanje pritiska kompresije. Otpornost vlakana na pritisak opada kako se anizotropija

vlakna povecava (grafikon 2.4) (http://www.torayca.com/en/techref/index.html n.d.)

Modul elasti¢nosti (Jungov modul)

Jungov modul elasti¢nosti (modul elasti¢nosti, zatezni modul) predstavlja meru krutosti/
rigidnosti materijala i jednak je odnosu zateznog naprezanja i linijske zatezne deformacije, u
linearnom ili elasticnom delu dijagrama naprezanja.

zatezno naprezanje F F,a"’:lg FLy

izduzenje e &LfL.D B AgAL

E

gde je: E - Jungov modul elasti¢nosti (N/mm?); F — sila koja izduzuje uzorak (N); A, - poetni popre&ni
presek uzorka u mirovanju (mm?); AL — izduZenje uzorka (m); L, - poletna duZina uzorka (m); ¢ —
naprezanje u uzorku (N/mm?) & — odnos izduzenja uzorka i duzine uzorka (bez dimenzije ili AL / Lo)
Ukoliko je njegov iznos veci utoliko je za jednaki presek materijala potrebna veca sila da
bi nastala deformacija. Nizak modul znac¢i da se materijal lako deformiSe pri opterecenju. U

materijalima koji pokazuju linearnu zavisnost izmedu napona i jedinicnog izduZenja modul

elastiCnosti se prakti¢no odreduje tako Sto se u podrucju elasticnosti za nekoliko uzastopnih
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jednakih priraStaja sile AF, pomocu ekstenziometra ocitaju priraStaj AL koji pri idealnim
uslovima treba da budu medusobno jednaki. Modul elasti¢nosti zavisi od vrste materijala i u vezi
je sa unutrasnjom gradom materijala [Bala¢ i sar., 2010].

Kod grafita elasti¢éna konstanta u pravcu slojeva C;; ima vrednost 1060 GPa, dok je
vrednost Cj3, koja se odnosi na pravac upravno na grafenske slojeva, samo 36 GPa, a modul
smicanja, tj. medusobnog pomeranja slojeva, Cy4 je 4,6 GPa.

Kada se pogleda zatezni modul KV, uodljivo je da se vlakna najjace suprotstavljaju
istezanju ako su ugljeni¢ni slojevi u njima dobro uredeni, zbog ¢ega postoji jasna povezanost

izmedu preferencijalne orijentacije i modula (grafikon 2.5).

_ 100 2 ¢, =1060 GPa
&
E. 809 Li
it
3
3w —W(c)
D) _u %
5 !,(a) ¢4;=36,5 GPa
= _ CoctS GPa
1 1 2 L H ! 1 1 1
4 Z ¢ 3 g 7

Stepen orijentacije
Grafikon 2.5. Zavisnost modula elasti¢nosti od stepena preferencijalne orijentacije [Fitzer, 1985]

Naznacene su vrednosti najvaznijih konstanti elasti¢nosti. Dati su intervali vrednosti pojedinih tipova
karbonskih vlakana: a) grafitha (od mezofazne smole) ; b) karbonska (od mezofazne smole); c) viso-
kotemperaturska (od PAN); d) niskotemperaturska (od PAN).
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Grafikon 2.6. Zatezna ¢vrstoca (levo) i zatezni modul (desno) karbonskih vlakana u odnosu na
temperaturu (http://www.torayca.com/en/techref/index.html n.d.).
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Zatezni modul i zatezna ¢vrstoca KV zavise od temperature njihovog dobijanja (grafikon
2.6). Vlakna Torajka nalaze se u rasponu modula elsati¢nosti od 230 GPa - 650 GPa sa razli¢itim
opsegom zatezne cvrstoce (slika 2.10). U laboratoriji se mogu dobiti vlakna jo§ ve¢eg modula

elasti¢nosti.
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Grafikon 2.7. Osobine vlakana Torajka
(http://www .torayca.com/en/techref/index.html n.d.)

Naime, prema zateznom modulu, KV delimo na vlakna niskog, standardnog,
intermedijarnog, visokog i ultravisokog zateznog modula. Engleska jedinica mere za zatezni
modul je funta/incu povrsine preseka, ili psi (engl. pound per squaire inch), a medunarodna mera
je kPa, tj. GPa. Karbonska vlakna niskog zateznog modula imaju vrednost zateznog modula ispod
240 GPa (34,8 miliona psi), a ultravisokog zateznog modula od oko 400-1.000 GPa (60-145
miliona psi). U poredenju sa ¢elikom ¢iji je zatezni modul oko 200 GPa, najjaca karbonska

vlakna su i do 10 puta ¢vrs¢a od Celika i osam puta ¢vr§éa od aluminijuma, a pri tome su znatno

laksa i od ¢elika (5x) i od aluminijuma (1,5x) [Bala¢ i sar., 2010].

Ostale osobine karbonskih vliakana

Karbonska vlakna zbog velike Cvrstoée 1 male tezine, imaju velik koli¢nik
¢vrstoce/specifiénoj tezini. Materijali kao Sto su aluminijum, titanijum, magnezijum, karbonska
vlakna, staklena vlakna, viksokoCvrste legure Celika, tropsko balza-drvo, svila pauka i dr. imaju
vrlo velik navedeni koli¢nik. Ovaj koli¢nik za KV iznosi 2.450 kN. m/kg, a npr. za staklena
vlakna 1307kN.m/kg, a za svilu pauka 1069 kN.m/kg [http://www.carbonfiber. gr.jp/english/
tech/fag/#1 n.d]. Karbonska vlakna su, u principu, veoma rigidna (imaju visok modul

elasti¢nosti, tj. zatezni modul), o ¢emu je ve¢ bilo rec¢i. Ona su rezistentna na koroziju i
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hemijski su stabilna. Medutim, epoksidna smola u koju se uklapaju KV radi zastite prilikom
transporta, osetljiva je na sunc¢evu svetlost i mora biti zasti¢ena. I ostale matrice, takode mogu biti
osetljive. Radi zastite, najces¢e se koriste lakovi otporni na UV-zrake. Karbonska vlakana
pokazuju dobru elektriénu sprovodljivost [Petersen, 2011]. Rezistentnost (1/sprovodljivost) na
sprovodenje elektri¢ne energije iznosi 0,95 — 1,8 x 10° Qm.Ova karakteristika moZe biti korisna,
ali 1 Stetna. Tako npr. elektricna sprovodljivost KV moze olaksati koroziju na galvanskim
priklju¢cima, a prasina od KV akumulirana u prodavnicama moze izazvati iskrenje ili kratki spoj
na elektricnim uredajima i opremi. Karbonska vlakna i kompoziti imaju dobru otpornost na
zamor. Medutim, kada i dode do zaumora, $teta od njega se vidi kao smanjenje krutosti s ve¢im
brojem ciklusa naprezanja (i pored visoke temperatrure). Veci problem nastace tek kada se
cikli¢tna naprezanja podudaraju s usmereno$¢u Vlakana. Sto se ti¢e karbonskih kompozita,
Orijentacija vlakana i razli¢ita orijentacija slojeva vlakana imaju velik uticaj na to kako ¢e
kompozitni materijali odolevati zamoru. Zamor ¢ée zavisiti i od vrste sile koja deluje na materijal
(istezanje, sabijanje ili razvlacenje) [http://www.carbonfiber. gr.jp/english/ tech/fag/#1 n.d].
Zavisno od procesa proizvodnje i prekursorskog materijala, od KV se izraduje zastitna
odeca za gaSenje pozara, S obzirom da ova vlakna nisu zapaljiva. Zbog dodatne hemijske
inertnosti, KV se mogu koristiti i u akcidentima u kojima pozar deluje u kombinaciji s
korozivnim sredstvima. Deka KV koriste se kao zastita kod zavarivanja. Toplotna sprovodljivost
je kolicina toplote koja se prenosi kroz jedinicu debljine materijala, u smeru Kkoji je upravan na
jedinicu povrsine, zbog temperaturnog gradijenta jedinice, pod stabilnim uslovima. Drugim
reCima, to je mera kolikom lako¢om toplota te¢e kroz materijal. Toplotna sprovodljivost je veoma
razli¢ita kod razli¢itih KV. Neke vrste KV su posebno dizajnirane za visoku ili nisku toplotnu
sprovodljivost [Zhao and Gou, 2009; http://www.carbonfiber. gr.jp/english/ tech/fag/#1 n.d].
Karbonska vlakna imaju u principu mali koeficijent termalne ekspanzije (CTE).
Medutim, u zavisnosti od smera tkanja kod karbonskih tkanina, ili od prekursorskog materijala,
koeficijent termalne ekspanzije nalazi se u opsegu od -1 do 8*.Tako npr. KV na bazi PAN imaju
veliku ¢vrstocu i veliki CTE, dok ona na bazi katranskih smola imaju veliki modul elasti¢nosti/
krutosti, a mali CTE. Mali koeficijent termalne ekspanzije ¢ini KV pogodnim za aplikacije u
situacijama u kojima mali pokreti mogu biti kriti¢ni (npr. kod teleskopa i drugih optickih

instrumenata) [http://www.carbonfiber.gr.jp/english/tech/fag/#1 n.d].
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Najzad KV su netoksi¢na, bioloski su inertna i propustljiva su za X-zrake, o ¢emu c¢e

biti vise re¢i u narednom poglavlju.

2.4.  BIOKOMPATIBILNOST MATERIJALA UKLJUCUJUCI I KARBONSKA VL.

Materijali koji se koriste u medicinskim sredstvima, pogotovo u onim aplikacijama u
kojima je sredstvo u kontaktu sa telom ili je privremeno ili trajno implantirano u telu, obi¢no se
opisuju kao biomaterijali i moraju biti jedinstveno dizajnirani. Konsenzus konferencija za razvoj
Nacionalnog instituta za zdravlje SAD, novembra 1982. godine definisala je biomaterijale kao
,.bilo koje supstance (osim leka) ili kombinacije supstanci, sintetickog ili prirodnog porekla, koje
se mogu Koristiti za bilo koji vremenski period, u celini ili kao deo sistema koji tretiraju,
povecavaju, ili zamenjuju bilo koje tkivo, organ ili funkciju tela” [Boretos and Eden, 1984].

Materijali za medicinska sredstva mogu se okarakterisati kao sinteticki polimeri,
biorazgradivi polimeri, bioloski aktivni materijali, prirodni makromolekuli (tj. biopolimeri),
materijali s neaktivnim povrSinama, bioaktivni ili adhezivni materijali, metali, keramika, stakleni
ugljenici i nanomaterijali. Oni mogu biti implantirani za stalnu zamenu, kao $to je slucaj s
vestackim sréanim zaliscima ili protezom kuka, ili za privremeno koriStenje, kao $to je sluéaj s
intravenskim kateterima ili koStanim plocama i Sipkama. Sterilna sredstva, tj. materijali od kojih
su izgradeni, moraju ispunjavati osnovne zahteve biokompatibilnosti, uglavnom kao $to je
definisano standardima 1SO 10993 (The International Organization for Standardization, 1SO): da
budu netoksi¢na, netrombogena, nekancerogena, neantigena i nemutagena. Takode,
biodegradacija i infekcija postaju sve vaznije u dugoro¢nim aplikacijama, kao $to su centralni

venski kateteri i trajni implantati [Helmus et al., 2008].

2.4.1. Definicija biokompatibilnosti materijala

Biokompatibilnost se definise kao sposobnost materijala da nakon aplikacije obavlja
odredenu funkciju u organizmu ne izazivaju¢i nezeljeni odgovor tkiva domaéina. Ona
podrazumeva harmoniju medusobne interakcije tkiva domacina, koriStenog materijala i funkcije
koju obavlja, pri ¢emu se reakcija tkiva domacina zadrzava u granicama tolerancije [Wiliams,
1987].
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2.4.2. Standardi za ispitivanje biokompatibilnosti

Glavni cilj standardizacije procedura za ispitivanje biokompatibilnosti jeste poboljsanje
reproduktivnosti i moguénost ponavljanja testova, kao i laksa komparacija rezultata dobijenih u
razli¢itim laboratorijima.

Medunarodna organizacija za standardizaciju (ISO) (The International Organization for
Standardization, 1SO) je svetska federacija nacionalnih tela za standardizaciju. U ovom trenutku,
postoje nacionalni standardi za metode testiranja biokompatibilnosti. Medunarodni standardi
pokrivaju posebno i stomatolo$ke materijale (ISO 7405) i medicinska sredstva (ISO 10993), koja
obuhvataju i stomatolo$ke materijale.

Medunarodni standard ISO 10993, pod nazivom Bioloska procena medicinskih sredstava
je kombinacija i uskladivanje internacionalnih i nacionalnih standarda i smernica. Primarni cilj
ISO 10993 je zastita ljudi. Ovaj dokument se stalno azurira, a sadrzi sve smernice za izbor
testova koji se koristi za procenu bioloskih odgovora relevantnih za medicinske ili stomatoloske

materijale i sigurnost medicinskih sredstava (tabela 5) [Helmus et al., 2008].

2.4.3. Teastovi za ispitivanje biokompatibilnosti materijala

U tabeli 6 prikazane su vrste biokompatibilnosti koje treba da se okarakteriSu u svakoj
kategoriji biomaterijala. Ova razmatranja su opsta, a vrsta biokompatibilnosti pre svega zavisi od
prirode materijala (npr. biostabilni ili biorazgradibilni) i aplikacije (npr. aplikacija u meka tkiva,
krv, ili tvrda tkiva). Problemi koji su izneti su oni od posebnog znacaja za tu kategoriju
materijala. Fizi¢ki integritet i nebiokompatibilnost imaju znacajan uticaj na bezbednost primene i
efikasnost primenjenih medicinskih sredstava i zbog toga su rangirani u ovoj tabeli. Tabela
ukljucuje i osnovne podatke o ispitivanju biokompatibilnosti karbonskih materijala (odnosi se na
staklaste karbone) i kompozita. Danas se intenzivno ispituje mogucnost aplikacije u ortopediji
novijih kompozita KV i plastike dobijenih bioinzenjerstvom. Smatra se da ovi kompoziti imaju
potencijal za upotrebu kao strukturne komponente za vesStacko srce i sr¢ane zalistke [Helmus et
al., 2008].

Smernice ISO 10993 sadrze preporuke standardne prakse za bioloSku evaluaciju
biomaterijala. Ukratko, tu spadaju: (A) duznost proizvoda¢a materijala namenjenoj za upotrebu u
zivom organizmu da odabere odgovarajuce testove na osnovu namene materijala, i da sazna i

prihvati profil toksi¢nosti materijala ili njegovih komponenti; (B) proizvoda¢ moZe izabrati jedan
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od tri testa citotoksi¢nosti, koji ima prednosti nad drugima zbog troSkova, iskustva ili iz drugih

razloga; (C) generalno, postoje Cetiri nivoa testiranja — testiranje inicijalne citotoksi¢nosti,

sekundarni tkivni skrining-testovi, opsezni eksperimenti na zivotinjama i klinicka ispitivanja; (D)

rezultate testa uvek treba vrednovati i tumaciti uzimajuéi u obzir upotrebu materijala koju je

naveo proizvodac.

Tablica 2.5. Medunarodni standard ISO 10993.

Standard Naziv

ISO 10993-1 Smernice za odabir testova

I1ISO 10993-2 Zahtevi za dobrobit zivotinja

ISO 10993-3 Ispitivanja genotoksi¢nosti, karcinogenosti i reproduktivne toksi¢nosti

ISO 10993-4 Odabir testova za interakcije sa krvlju

ISO 10993-5 Testovi za citotoksi¢nost: metoda in vitro

ISO 10993-6 Testovi za lokalne efekte posle ugradnje

ISO 10993-7 Ostaci sterilizacije etilen-oksidom

1ISO 10993-8 Povucen: klini¢ko ispitivanje medicinskih sredstava

I1ISO 10993-9 Procena biodegradacije medicinskih sredstava

I1ISO 10993-10 Testovi za iritaciju i preosetljivost

ISO 10993-11 Testovi za sistemsku toksi¢nost

ISO 10993-12 Priprema i referentni materijali

ISO 10993-13 Identifikacija i kvantifikacija degradacije proizvoda od polimera

ISO 10993-14 Staticni test za kvantitativnu degradaciju keramike in vitro

ISO 10993-15 Identifikacija i kvantifikacija degradacije proizvoda od metalnih materijala koji se
koriste u medicinske svrhe

ISO 10993-16 Toksiko-kineti¢ko ispitivanje dizajna za degradaciju proizvoda i ispiranje

ISO 10993-17 Ostaci glutaraldehida i formaldehida u industrijski sterilisanim medicinskim
sredstvima

ISO 10993-18 Karakterizacija materijala

1SO 10.993-19 Fizicko-hemijska, morfoloska i topografska karakterizacija materijala

1SO 10.993-20 Nacela i metode za ispitivanje imunotoksikologije medicinskih sredstava
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Tabela 2.6. Primeri biokompatibilnosti [Helmus et al., 2008].

Kategorija biomaterijala

BIOKOMPATIBILNOST

+
+
-+
-+
-+
-+

Bioaktivnost

+
+
+
+

Biodegradacija
efekat infekcije, kiseli pH

Kalcifikacija

+
+
+
-+

+

Celijska vijabilnost
(krioprezerviran alograft)

+

Citotoksi¢ni konzervansi

Moguénost ekstrakcije

+
+
+
+
-+
+
+

Imunoloski odgovor

i + + +

Unos lipida

+
+
+
+

+

Nekroza, apoptoza

Apsorpci'|a proteina: hidrofilna + +
Rezidue sterilizacije

| + + + + + +
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Fagocitoza od strane RES +

FIZICKI INTEGRITET

+
+

Oblaganije povrsine

Unakrsni efekti na svojstvima

Otpornost na zamor

+
-+
-+
+

+
-+
+

Vreme curenja in situ: kotani +
cement, tkivni adhezivi

Stopa biorazgradnje: zapremina + + +

Legenda: ADAM — apsorpcija, depozicija, ekskrecija i metabolizam; RES — retikuloendotelni sistem.
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2.4.4. Biokompatibilnost ugljeni¢nih materijala i, posebno, karbonskih vlakana

U ugljenicne materijale spadaju svi prirodni i vestacki proizvodi koji se sastoje od preko
90% ugljenika i koji u osnovi imaju slojevitu, grafitnu, strukturu. U poslednjih trideset godina
razvijen je niz tehnologija dobijanja savremenih ugljeni¢nih materijala sa sirokim spektrom
osobina koje odreduju njihovu primenu. Razlicite osobine ugljeni¢nih materijala je moguce
dobiti, ako se proces dobijanja vodi na taj nacin, da se favorizuje bilo jedna ili kombinacija vise
specifi¢nih karakteristika ugljeni¢ne strukture.

Danas se u medicini Kkoristi niz razli¢itih ugljeni¢nih materijala od kojih se komercijalno
ili jos uvek na eksperimentalnom nivou proizvode delovi za implantaciju. Medu ovim
materijalima najznacajniji su: elektrografit, elektrografit impregnisan organskim polimerima ili
silicijumom, pirokarbon, staklasti ugljenik, ugljeni¢na vlakna i karbon-karbon kompoziti.

Od svih reakcija organizma na strano telo najbrzi letalani proces je zgruSavanje krvi na
povrsini stranog tela. Krajem Sezdesetih godina je sluc¢ajno primeceno da povrSine nekih
ugljeni¢nih materijala imaju dragocenu osobinu da ne izazivaju koagulaciju [Haubold and
Norman, 1977]. Posle ovog otkri¢a, zapocela su proucavanja veze izmedu brzine koagulcije krvi
na povrSini ugljeni¢nih materijala 1 kristalne strukture, izgleda i hemijskih karakteristika
povrsine. ViSegodiSnja istraZivanja u laboratorijskim uslovima, na Zivotinjama i u klinickom
radu, pokazala su da su ugljeni¢ni materijali tromborezistentni, mada promene na njihovoj
povrsini do kojih dolazi u kontaktu sa krvlju, nisu joS uvek potpuno objaSnjene.

Ispitivanje biokompatibilnosti ugljeni¢nih materijala sa mekim tkivima 1 kostima nisu
dala definitivne rezultate, zbog toga §to su u ovom slucaju reakcije organizma mnogo sporije.
Visegodisnja ispitivanja na Zivotinjama, i naknadna primena ugljeni¢nih implantata kod ljudi,
pokazala su da pri ugradnji ugljeni¢nih materijala organizam uglavniom ne pokazuje reakciju na
strano telo. Ovako dobra biokompatibilnost moze da se objasni ¢injenicom da je ugljenik jedan
od osnovnih sastojaka organskih materija organizma.

Danas se ugljeni¢ni materijali koriste u kardiovaskularnoj hirurgiji za izradu sr¢anih
zalistaka, ortopediji [sanacija odlomnih fraktura, zamena delova kosti, hirurgija zglobova
(karbonske endoproteze), tetiva i ligamenata (kompletna zamena ili poboljSanje poremecene
strukure, elasticnosti 1 jaCine tetiva i ligamenata)], hirurgiji neurokranijuma (sanacija defekta

plocastih kostiju lica i svoda lobanje), hirurgiji mekih tkiva [rekonstrukcija defekta potkoznog i
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misi¢nog tkiva, hirurgiji hernija - izrada karbonskih mrezica (slika 2.8)] i stomatologiji (izrada

leZiSta nosaca zuba i sl.).

Slika 2.10. Karbonska mrezica implantirana u ingvinalnu regiju zamorca (H&E, x 4).

2.5.  PRIMENA KARBONSKIH VLAKANA U HUMANOJ | VETERINARSKOJ
MEDICINI

2.5.1. Primena karbonskih vlakana u medicini

U nauci je veoma aktuelno, ve¢ niz godina, ispitivanje biokompatibilnih materijala koji
sluze kao potpora organizmu kod rekonstrukcije tkiva. Ti materijali moraju ispuniti rigorozne
standarde kako biokompatibilnosti, tako i mehanickih karakteristika.

Koriséenje implantata od karbonskih vlakana ili materijala oja¢anih karbonskim

vlaknima u sanaciji fraktura kostiju udova i kostiju glave

Za fiksaciju kostanih fraktura u ortopediji koriste se najces¢e metalni implantati — npr.
titanijumske plocice. Medutim, neka istrazivanja su pokazala da implantati od poli-eter-eter-
ketona (PEEK) ojacani karbonskim vlaknima (CFB-PEEK) imaju niz prednosti u odnosu na
konvencionalne metalne implantate. Radiotransparentnost je bolja od metalnih implantata, dok
kod radiografskog snimanja nema artefakata [Hak et al., 2014; Steinberg et al., 2013; Tarallo et

al., 2014; Xu et al., 2015]. Modul elasticnosti odgovara vrednosti za kost, dok je zatezna

44



Cvrsto¢a veca od vecine metalnih implantata [Hak et al., 2014]. Smatra se da je CFB-PEEK
adekvatan material kod ortopedskih intervencija zbog njegove biokompatibilnosti, mehanickih
0sobina, duzine trajanja implantata i manje mogucnosti pojave alergija u odnosu na metalne
implantate [Tarallo et al., 2014; Li et al., 2015]. Vrlo efikasnom pokazala se klinicka primena
plo¢ica za osteosintezu izradenih od CFB-PEEK kod sanacije fraktura proksimalnog dela
humerusa i distalnog dela radiusa [Katthagen et al., 2016; Behrendt et al., 2017]. Medutim,
zakljucak o tome da li implantati za osteointegraciju izgradeni od CFR-PEEK manje pucaju od
metalnih, nije definitivno izveden. Naime, neka istrazivanja na kadaverima ukazuju na
moguénost pucanja pri torziji plocica izgradenih od CFR-PEEK i primenjenih kod frakture
distalnog dela fibule, pa stoga daju prednost implantatima izgradenim od nerdajuceg celika
[Wilson et al., 2016]. Takode, biomehanicka ispitivanja su pokazala manju fiksacionu snagu
CFB-PEEK u poredenju sa titanijumskim plo¢icama [Schliemann et al., 2017], a sli¢no tome,
nije uocena znacajna razlika u otpornosti na pucanje potpornih Srafova napravljenih od titanijum-
PEEK i CFB-PEEK [Neumann et al., 2014].

Upotreba intramedularnih (IM) klinova u sanaciji dijafiznih fraktura osnovni je nacin
stabilizacije koStanih fragmenata i konvencionalno se vr§i IM klinovima izgradenim od
titanijumskih legura. IM klinovi za osteosintezu izradeni od KV su aksijalno fleksibilni, relativno
kruti na savijanje i uvijanje i dovoljno jaki u svim vrstama fizioloskih opterecenja, pa mogu biti
dobra alternativa za IM klinove izradene od titanijumskih legura [Samiezadeh et al., 2016].

Kranioplastika koris¢enjem implantata izgradenih od polimera ojac¢anih KV (CFRP) i
dizajniranih CAD/CAM tehnikom ili proizvedenih stereolitografijom, pokazala se dobrim
izborom, pogotovo kod pacijenata sa velikim defektima u fronto-orbitalnoj i temporo-
zigomaticnoj regiji. Ovakav operativni pristup garantovao je kra¢e vreme operacije, kao 1 dobre
funkcionalne i estetske rezultate [Saringer et al., 2002; Wurm et al., 2004]. Opisana je i
rekonstrukcija defekata i malformacija u maksilofacijalnoj regiji upotrebom polimera od KV i
sintetickih materijala oja¢anih ovim vlaknima [Ying, 1985, Zeilhofer et al., 1997].

Uspesna terapija intramedularnog osteomijelitisa dugih kostiju je veoma kompleksna jer
su pacijenti najéeS¢e sa imunodeficijencijom i jer zahteva viSestruke hirurSke intervencije.
Terapija se zasniva na primeni antibiotika (sistemski + lokalno), na hirurSkom odstranjivanju
infektivnih zona i stabilitaciji kosti. Od kako je opisana 2002, metoda primene ,,noktiju*

obloZenih antibiotikom postala je znaCajna metoda za terapiju osteomijelitisa, ali je njena
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primena na zalost limitirana, zbog tehnickih problema u proizvodnji i artefaktima na magnetnoj
rezonanci. Medutim, klinovi od KV prekriveni antibiotikom mogu biti dobro resenje za terapiju
osteomijelitisa, s obzirom da omogucavaju stabilizaciju sa jedne, i lokalnu distribuciju visokih

doza antibiotika, sa druge strane [Mauffrey et al., 2016].

Implantati od karbonskih vlakana i terapija oboljenja ki¢menog stuba

Zamena dela tela ostecenih prsljenova 1 lumbalna meduprsnjenska fuzija polimernim
implantatima ojacanim KV nudi nekoliko prednosti u poredenju sa konvencionalnim metalnim
implantatima: veliki izbor razli¢itih implantata, dobra bioloSka i mehanicka svojstva i bolje
pracenje implantacije jer nema ometanja radiografske procene kostane fuzije [Ciappetta et al.,
1997; Sardar and Jarzem, 2013]. U hirurgiji anteriorne korpektomije pokazano je da CFB-PEEK
moze da sadrzi mnogo viSe graft-materijala u odnosu na standardni alograft fibule. Sposobnost
materijala da sadrzi vecu koli¢inu grafta kod korpektomije znacajno poboljSava brzinu fuzije
[Heary et al., 2016].

Implantati od KV nasli su primenu u terapiji cervikalne mijeloradikulopatije [Tancredi et
al., 2004], posteriorne lumbalne meduprsijenske fuzije [Brantigan and Steffee, 1993; Vavruch et
al., 2002; Stromberg et al., 2003] i kod revizije istim postupkom nakon hirurgije diskus hernije
[Chitnavis et al., 2001]. Nakon endoskopske L5-S1 anteriorne lumbalne fuzije koris¢enjem
implantata od KV, rezultati dvogodi$njeg praenja pacijenata pokazali su da je stepen fuzije
nizak, ali je klinic¢ka slika u poredenju sa preoperativnim stanjem znacajno poboljSana [ Pellisé et
al., 2002]. Opisana je uspesna cirkumferencijalna fuzija lumbalnih i lumbosakralnih prsljenova
upotrebom plocica od KV [Zelle et al., 2002]. Implantati od KV koriste se dosta uspesno vec
dugi niz godina u anteriornoj cervikalnoj fuziji nakon anteriorne cervikalne diskektomije (ACD)
[Brooke et al., 1997]. Takode, kod ACD, implantat od KV sa osteofitima prikupljenim lokalno sa
kosti tokom operativnog zahvata, pokazao se kao siguran, efikasan i tehnicki odgovarajuci
postupak kod navedene intervencije [Salame et al., 2002]. Medutim, posebna paznja mora da se
obrati na oblik implantata, jer neadekvatan oblik moze da dovede do lordoze [Bartels et al.,
2001; 2006]. Sli¢no tome, implantati od KV kao kavezi koji sadrze koralni HAP, efikasni su u
zameni kosti kod anteriorne cervikalne fuzije kod pacijenata sa cervikalnom discus hernijom
nakon mikrohirurske diskektomije. Kod pacijenata sa ovim implantatima, 12 meseci nakon

intervencije registrovana je kompletnu fuzija bez znakova deformiteta, protruzije i pseudoartroze
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i nije bilo paloske absorcije kosti i nekroze [Agrillo et al., 2002]. ACD i anteriorna cervikalna
fuzija je i naj¢esca hirurSka tehnika kojom se sanira cervikana spodiloza. Pored autologe kosti,
koja je zlatni standard u postizanju fuzije, koriste se i alternativni materijali, medu kojima se
izdavajaju KV, titanijumski Srafovi, keramicki implantati, implantati od plastike ojacani
karbonskim vlakninma i implantati bazirani na PEEK [Friih et a., 2002; Chong et al., 2016].
Implantati od KV popunjeni hidroksiapatitom (HAP) koriste se kod sanacije cervikalne
spondilodiskartroze. Postoperativno pracenje 167 pacijenata pokazalo je dobre rezultate i
zadovoljavajuéi stepen fuzuje [Marotta et al., 2011]. Medutim, danas se smatra da su kod ACD i
fuzije implantati od nanokristalnog hidroksiapata (nHA) dobra alternativa implantatima od KV i
PEEK [Timothy et al., 2016].

Implantati od KV dobar su izbor kod rekonstrukcije tkiva u slucajevima vertebrektomije
ili korpektomije u hirurgiji tumora i trauma. Prednost ovih imlantata je bolja fleksibilnost u
poredenju sa metalnim, rana inkorporacija grafta, brze zarastanje kosti, radiotransparentnost i
nedostatak rizika od prenosSenja infekcije [Claes, 1989; Boriani et al., 2002; Vavruch et al.,
2002; Morrow, 2016]. Prilikom otklanjanja tumora na ki¢mi i dekompresije ki¢mene mozdine,
uspesno je primenjen implantat od polisulfona ojac¢anog KV na mestu otklonjenog tela prsljena
[Burri et al., 1989]. Radiotransparentnost ovog materijala je prednost u poredenju sa metalnim
implantatima kod kojih postoji problem refleksije, i ova osobina omogucava tacnu kalkulaciju
postoperativne doze zracenja tumora. Eksperimenti na zivotinjama i klinicka istrazivanja plocica,
Srafova, kao i zamene spinalnih segmenata implantatima od polisulfona ojacanih KV, pokazali su
dobre rezultate [Claes, 1989]. Medutim, prilikom ugradnje leopard meduprsljenskih implantata
od KV kod spinalne fuzije, treba voditi racuna o pozicioniranju implantata, jer njegova ugradnja

moze dovesti do poremecaja biomehanike [Quigley et al., 2008].

Eksterni fiksatori od karbonskih vlakana u sanaciji kosStanih preloma

Karbonska vlakna su se pokazala kao dobar materijal za izradu eksternih fiksatora. Tako
je kod 90-godiSnjeg pacijenta sa subtrohanteriénim prelomom i prisustvom brojnih kostanih
fragmenata, postavljanjem eksternog fiksatora od KV postignuta uspesna fiksacija, a ugradnjom
Shanzovih Srafova sanirane su frakture [Atik et al., 2016]. Takode, opisana je sanacija frakture
karlice pomo¢u privremenih eksternih fiksatora izgradenih od KV, koji su postavljeni pomoc¢u

supra-acetabularnih Schanzovih Srafova [Queipo-de-Llano et al., 2016].
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Primena proteza i ortoza izgradenih od kompozita sa karbonskim vlaknima

Postoje brojni napori istrazivaca da se nadu alternativna reSenja za komercijalne metalne
proteze za kuk. Jedna od njih je i izrada proteza kuka od kompozita koji sadrze KV i poliamid.
Medutim, ispitivanje mehanickih karakteristika proteza izradenih od ovog kompozita pokazalo je
da su otpornost na pritisak i krutost nizi u poredenju sa standardnim komercijalnim metalnim
protezama [Bougherara et al., 2011]. Sli¢no je pokazala i procena mehanickih karakteristika
modela kuka napravljenog od kompozita PEEK/karbonska vlakna. Naime, zabelezeno je i do
40% povecanje stresa u proksimalnim delovima femura kod kompozitnih implantata u poredenju
sa metalnim [Dworak and Blazewicz, 2016].

Nakon parcijalne amputacije stopala kod 20-godi$njeg pacijenta izradena je parcijalna
proteza od KV kao ortoza koja je podrzalvala plantarni deo stopala. Ova ortoza je kod navedenog
pacijenta poboljsala snagu, kinetiku i kinematiku zgloba tokom Setnje [Laberge-Malo et al.,
2016]. Danas se uspe$no primenjuju i Ortoze skocnog zgloba izgradene od KV [Sheehan and
Figgins, 2016]. Proteza sa KV moze biti dobar izbor obuée kod pacijenata sa
transmetatarzalnom amputacijom [Tang et al., 2004]. CFR-PEEK predstavlja moguci
alternativni materijal za primenu u totalnim protezama kolena, posle rane klini¢ke neuspesnosti
primene polietilena u tim protezama [Schierjott et al., 2016].

Prva klinicka iskustva sa ortozama od KV kod neuromisi¢énih bolesti i ostecenja CNS
pokazala su dobre rezultate. Studija kojom su prac¢ena 283 pacijenta sa neuromiSi¢nom slabos¢u
u distalnim delovima nogu, kojima je postavljena ortoza za sko¢ni zglob izgradena od KV, kao i
studija na 478 pacijenata sa karbonskim ortozama koleno-sko¢ni zglob-stopalo, pokazale su
znacajno klini¢ko poboljasanje upotrebom navedenih pomagala [O’Conor et al., 2016;
Mnatsakanian et al., 2017].

Kod pacijenata nakon enukleacije ocne jabucice, implantacija proteze od karbonskih
tkanina izaziva urastanje vezivnog tkiva izmedu vlakana implantata bez znakova inflamacije,
dobru vaskularizaciju tkiva i formiranje vezivnotkivne kapsule oko celog implantata [Filatova et
al., 2006].

Karbonska vlakna u rekonstrukciji oSteéenih tetiva i ligamenata
Pionirski pokusaji plasiranja pletenice od KV u vidu vestackog ligamenta Kroz vrat i

glavu femura, zatim kroz Karlicu i fiksacija na mestu gde je pozicioniran lig. teres, pokazao se
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uspesnim U stabilizaciji dislokacije kuka kod pacijentkinje sa paraplegijom [Aithal and Jenkins,
1992].

Rupturu Ahilove tetive moguce je sanirati resorptivnim polimernim kompozitom sa KV.
Pri tome implantirani materijal ponasa se kao matrica za rast kolagenog tkiva, pa je jacina
sanirane tetive obezbedena implantatom i novoformiranim tkivom; debljina novoformirane tetive
iznosi 148% normalne debljine, a prosecna jafina miSica doseze 88% fizioloSke vrednosti
[Howard et al., 1984; Parsons et al., 1989]. Kod saniranja hronicne nestabilnosti skocnog zgloba
modifikovanom Evansovom tenodezom ili zamenom lateralnog ligamenta sko¢nog zgloba KV,
obe primenjene metode daju sli¢ne rezultate [Becker et al., 1996].

Rekonstrukciju ligamentum coracoclaviculare KV uspesno se sprovodi kod pacijenata sa
akromioklavikularnom dislokacijom [Milka et al., 1994].

Prva velika klini¢ka studija o zameni ligamenta kolena kod 82 pacijenta ligamentima od
karbonskih polimera, pokazala je znafajno poboljSanje stabilnosti, odsustvo bola, poboljSanje
funkcije i snage zgloba u periodu pracenja od 24 meseca. Artroskopskim pregledom i
histoloskim ispitivanjima uoceno je dobro vaskularizovano tkivo uraslo u implantat [Weiss et al.,
1985]. Rezultati desetogodis$njeg pracenja ovakvih pacijenata pokazali su efikasnost primene KV
u zameni ligamenta kolena [Hehl et al., 1997]. Takode, izvedena je i uspesna rekonstrukcija
implantatima od KV prednjeg talofibularnog i kalkaneofibularnog ligamenta [Kinzl et al., 1983].
Medutim, istovremeno su se pojavila istrazivanja koja su pokazala da prilikom rekonstrukcije
lateralnog kolateralnog ligamenta kolena kod ljudi, implantirana KV izazivaju kontinuiranu
iritaciju tkiva, s obzirom da su obavijena konzistentnom tkivhom strukturom sacinjenom od
fibroblasta i kolagenih vlakana, pa se postavilo pitanje opravdanosti njihove primene kod ove
indikacije [Mendes et al., 1985]. U tom smeru i8li su i rezultati studije o rekonstrukciji
anteriornog krucijatnog ligamenta kod 37 pacijenata 8 godina nakon implantacije KV, koja je na
osnovu primene fizickih testova, Lysholmove procene i radiografskog snimanja, pokazala

izostanak ocekivanog klinickog poboljsanja [Mdkisalo et al., 1996].

Karbonska vlakna u rekonstrukciji osteohondralnog defekta i sanaciji osteoartritisa
Lezije hrskavice kolenog zgloba najéesée nastaju sekundarno, kao posledica traume ili
degenerativnih promena [Avramovi¢ i Todorovi¢, 2012]. Unutrasnji potencijal za zaceljenje

lezije je mali, a spontana regeneracija izostaje. Iz tog razloga, ulazu se permanentni istrazivacki
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napori da se nadu efikasni terapijski modaliteti za reSavanje ovog problema, medu kojima su i
implantacija karbonskih mreZica i karbonskih koc¢ica od poliakrilonitrila, kao i razli¢ite hirurSke
tehnike. Znacajan hirurski postupak u lecenju malih artikularnih hrskavi¢nih lezija je postupak
stimulacije mati¢nih celija koStane srzi koji se postize abrazionom hondroplastikom i
mikrofrakturama [Dasar et al.,2016].

Na mesto ostehondralnog defekta kolenog zgloba kod ljudi i Zivotinja mogu se
implantirati karbonske mrezice. Nakon implantacije, mrezica se prozima strukturno jakim i
solidnim fibroznim tkivom i uglavnom ne izaziva sinovijalnu reakciju [Muckle et al., 1990].
Matrica od KV koris¢ena je i u sanaciji ranog osteoartritisa kolenog zgloba kod mladih i
srednjovecnih pacijenata, a rezultati prospektivne ¢etvorogodisnje studije pracenja pokazali Su
zadovoljavajuce rezultate [Brittberg et al., 1994]. Medutim, ispitivanje dugoro¢nih efekata
implantata od KV kod pacijenata koji su patili od hroni¢ne nestabilnosti kolena, pokazalo je da
su KV prouzrokovala hroni¢nu inflamatornu reakciju [Deshmukh and Hui, 2001; Debnath et al.,
2004]. Zato se danas u reSavanju ovog problema prednost daje tehnici mikrofraktura. Ona
indukuje hemoragiju u zoni lezije i dovodi do aktivacije mati¢nih ¢elija iz subhondralne zone
koje proliferacijom i diferencijacijom za 6 do 8 nedelja nadomescuju defekt fibroznom
hrskavicom. Radi se o brzoj i jeftinoj tehnici koja ne zahteva primenu implantata [Dasar et al.,
2016].

Ko¢iéi od karbonskih vlakana u nadogradnji zuba i zubne proteze oja¢ane KV

Osnovu za rekonstrukciju endodontski tretiranih zuba mogu obezbediti metalni ili
nemetalni koc¢i¢i. Naime, poznato je da se u nadogradnji zuba pored koci¢a od titanijuma i
staklastih vlakana, PEEK, koriste i karbonska vlakna [Glazer, 2000; Ferrari et al., 2007;
Nauman et al., 2007; Amaral et al., 2015; Bolla et al., 2016], ali do danas, ni nakon sistematskih
ispitivanja, nije precizirano koje tipove koci¢a treba koristiti u cilju najefikasnije rekonstrukcije
[Bolla et al., 2016]. Jedna studija na uzorku od 139 zubnih nadogradnji izvedenih pomoéu koci¢a
od KV, pokazala je da nakon trogodi$njeg perioda klinickog pra¢enja pacijenata, nisu zabelezeni
gubitak, tj. fraktura kocica, niti centralne tj. vertikalne / horizontalne frakture korena i sekundarni
karijes [Amaral et al., 2015]. Sli¢ne rezultate dobili su i drugi autori [Glazer et al., 2000].
Neuspeh intervencije registrovan je kod 5,35% slucajeva nakon 8 godina od ugradnje kocic¢a od
KV [Piovesan et al., 2007], tj. 8% nakon 7-11 godina od ugradnje [Ferrari et al., 2007].
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Medutim, ispitivanja in vitro kako postavljanje karbonskih koc¢i¢a od KV, staklastih
vlakana i smola uti¢e na otpornost na frakture endodonski tretiranih sekuti¢a maksile sa
cervikalnim kavitetom kod ljudi, pokazala su da staklasti koc€i¢i znacajno poboljsavaju otpornost
na frakturu ovih zuba [Abduljawad et al., 2016]. Medutim, kod sli¢nog ispitivanja efekta
postavljanja vlaknastih koc¢i¢a na otpornost na frakture endodonski tretiranih sekuti¢a maksile
klase 111, zakljueno je da vlaknasti ko¢i¢i nisu uticali na otpornost na frakturu endodonski
terapiranih sekuti¢a maksile sa restoracijom klase III, tj. da otpornost nije zavisila od ispitivanog
materijala od kojeg je koci¢ izgraden [Abduljawad et al., 2016a].

Ponovno ozivljavanje koncepta imedijatnog optereCenja i modernih saznanja u
implantnoj protetici, doveli su do uvodenja koncepta ,,All-on-Four®. Karakteristike ovog
koncepta su: 1) kompletna rehabilitacija sa samo Cetiri implantata i to dva prava i dva pod uglom
od 30 stepeni; 2) imedijatno opterecenje u roku od 24 h od postavljanja implantata i 3)
izbegavanje procedura augmentacije alveolarnog grebena maksimalnim iskoriS¢avanjem
raspolozive zubne kosti, §to tretman ovim konceptom treba da ucini manje bolnim, brzim i
jeftinijim. Procena klinickog efekta privremenih ,,All-on-Four* proteza kod 60 pacijenata sa 71-
om privremenom protezom (28 maksila i 43 mandibula) pokazala je da je dodatak od KV izmedu
nosaca postavljenih na ,,All-on-Four* privremenu fiksnu protezu, klini¢ki efikasan u prevenciji
fraktura proteze, Sto je vazno za njihovu klinicku upotrebu [Li et al., 2016]. Sli¢no tome,
ispitivanja bioloskih i mehanickih karakteristika implatno nosenih kompletnih proteza oja¢anih
okvirom od kompozita KV, pokazala su optimalnu biokompatibilnost i mehanicke karakteristike,
te stoga mogu biti uspeSna zamena implantno noSenim kompletnim protezama ojacanim
metalom [Menini et al., 2017, Pera et al., 2017]. Ove proteze pokazuju manji gubitak marginalne
kosti oko implantata i duzi vek trajanja implantata u odnosu na metalne proteze [Pera et al.,
2017].

U ekspanziji su istrazivanja za novim zubnim implantatima od karbonskih kompozita i
ve¢ su dobijeni prvi povoljni rezultati [Petersen et al., 2014; Maté Sanchez de Val et al., 2016].
Karbonska vlakna daju PEEK dentalnim implantatima jaku stabilnost [Schwitalla et al., 2015,
2015a; 2016], a viseslojne TiO, nanostrukture kojima su oblozeni CFR-PEEK implantati,
selektivno pojacavaju integraciju mekog tkiva gingive i implantata i inhibiraju rast bakterija
[Wang et al., 2016].
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Implantati od karbonskih vlakana u sanaciji dekubitusnih rana

Neke studije su pokazale da se mekotkivni defekti nakon sanacije dekubitusnih rana kod
ljudi mogu uspesno tretirati implantatima od KV. Tako je jedna studija obuhvatila pracenje 20
pacijenata u periodu od 4-8 godina nakon implantacije karbonskih vlakana na prethodno sanirano
mesto dekubitusne rane (u predelu os ishii i trochantera). Sedam implantata kod cetvoro
pacijenta je zbog oStecenja i infekcije moralo biti uklonjeno, dok kod 16 pacijenata sa 18

implantata u periodu pracenja narednih 4-8 godina nije bilo komplikacija [Minns et al., 1991].

Karbonska vlakna i antimikrobna odeca

Patogene bakterije su zna¢ajni uzro¢nici razli¢itih oboljenja u Citavoj svetskoj populaciji.
Poslednjih godina ulazu se znacajni napori u pronalaZzenju antimikrobnih materijala koji bi
sprecili ulazak bakterija iz spoljasnje sredine u ljudski organizam. Takvi materijali su
komercijalna KV sa nanostrunama od telurijuma, za koja je dokazano da poseduju odli¢na
antibakterijska svojstva 1 biokompatibilnost, pa se smatra da ¢e u bliskoj buduc¢nosti naci

primenu u proizvodnji antimikrobne odec¢e [Chou et al., 2016].

Karbonska vlakna kao model za praéenje mijelinizacije pomoéu Svanovih (elija,

usmerene migracija prekursora glija ¢elija i podsticanja izrastanja aksona

Karbonska vlakna suspendovana u medijumu mogu da se koriste za pracenje
mijelinizacije perifernih nerava. Naime, pojedina¢no vlakno koje nije u dodiru sa zidovima
posude za Kkultivaciju, sluzi kao matrica na koju se obmotavaju humane Schwanove ¢elije, pri
¢emu je pokazano da i nakon 9 dana ove ¢elije zadrzavaju vitalnost i eksprimiraju mijelin-bazni
protein i mijelin-glikoprotein. Zatoa se smatra da navedeni model moZze umnogome da doprinese
razumevanju procesa mijelinizacije/ demijelinizacije, kao i da moze biti esencijalan za tkivni
inzenjering u regeneraciji nerva [Merolli and Kohn, 2017]

Funkcionalizovana elektroaktivna KV (nastala kovalentnim vezivanjem poly(4-
styrenesulfonic acid)-co-(maleic acid) na elektroaktivnu povrSinu vlakana) mogu da budu
multifunkcionalan model za kontrolu interakcije neurona i glije i podsticanje reparacije neurona
[Collazos-Castro et al., 2016].

Mikroelektrode modifikovane sa karbonskim nanotubama (CNTs) mogu da se koriste za

......
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imaju elektrokataliticki efekat. Studija Yanga i sar. je pokazala sa CNT- mikroelektrode, narocito
one oblozene niobijumom, mogu da budu veoma korisne u monitoringu stimulisanog

oslobadanja dopamina kod anesteziranih pacova [Yang et al., 2016].

5.2.2. Primena karbonskih vlakana u veterinarskoj medicini

Eksperimentalna upotreba KV u medicini i veterini zapocela je jo§ 70-ih godina proslog
veka. Vlakna su u pocetku ispitivana kao materijal za zamenu, tj. rekonstrukciju ligamenata i
tetiva kod zivotinja [Valdez et al., 1982]. Operativnim zahvatom tetive i ligamenti su
odstranjivani i zamenjivani KV koja su sluzila kao matrica za formiranje novog ligamenta.
Iskustva su bila razli¢ita, $to se moze videti po literaturnim podacima. Kasnije je njihova
primena znatno prosirena, slicno kao i u humanoj medicini.

Uspeh u zameni Ahilove tetive kod ovaca i kunica implantatima od KV uglavnom nije
bio zadovoljavajuéi. Ukoliko se kod zamene Ahilove tetive kod ovaca upotrebi implantat od
poliestera, novoformirana tetiva u blizini poliesterskih vlakana je gu$ca, sa vise kolagena i u
boljem kontaktu sa tkivom, nego tetiva sa bazom od KV. Pored toga, fragmentacija KV izaziva
kontinuiranu celularnu reakciju sa prisustvom makrofaga i multinuklearnih gigantskih éelija,
koja je uz edem prisutna i nakon godinu dana od hirurske intervcencije [Amis et al., 1984]. Ni
zamena Ahilove tetive kod kunica implantatima od KV nije dala zadovoljavajuce rezultate
[Foster et al.,1978]. Mnogo veci uspeh pri implantaciji dobijen je sanacijom povredene Ahilove
tetive kod kunica Zivom vesStackom tetivom koja je dobijena nakon kultivisanja autogenih ¢elija
tetive sa KV. Kolagena vlakna implantata su se povezala sa krajevima tetiva $to je znacilo da je
implantat sanirao o$tecenu tetivu. Celije tetive su pratile KV ravnomerno, dok su se kolagena
vlakna povezala i formirala mrezu i bila su paralelna sa KV [Zhang et al., 1997]. Medutim, u
eksperimentima na pacovima, zamena Ahilove tetive implantatima od KV, 30 dana nakon
intervencije izaziva pojavu dzinovskih multijedarnih celija, fagocitozu fragmenata KV i
proliferaciju krvnih sudova, fibroblasta i kolagenih vlakana, dok se tri meseca kasnije registruje
skoro kompletno prozimanje vezivnog tkiva na mestu implantacije [Gerosa et al., 1987].

Neka istrazivanja na mladim kuni¢ima pokazala su da se zamena medijalnog
kolateralnog ligamenta kolenog zgloba moze uspesno izvesti KV razlicite debljine. Tokom 12-
nedeljnog istrazivanja pracene su histoloske promene na svetlosnom i elektronskom mikroskopu

nakon implantacije KV. Rezultati su pokazali da se KV nezavisno od njihovog promera tokom
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vremena fragmentisu, resorbuju i zamenjuju fibroznim tkivom. Postojala je korelacija izmedu
promene sile i povecane proizvodnje, orijentacije i organizacije novih kolagenskih fibrila, kao i
istovremene fragmentacije KV [Gleason et al., 1984]. Zamena ligamenata kolenog zgloba kod
ovaca pokazala je prozimanje implantata vezivnim tkivom, koje se tokom vremena umnozavalo
bez znakova prateCe resorpcije materijala [Neugebauer and Claes, 1983]. Zamena anteriornog
krucijatnog ligamenta kod Zzivotinja implantatima od KV pokazala je takode kontradiktorne
rezultate. Studija na zamorcima pokazala je da su neka KV pucala izazivajuci nestabilnost
kolena, a fragmenti KV uzrokovali su hroni¢nu inflamaciju, dok su intaktna vlakna bila
obavijena vezivnim tkivom [Amis et al., 1988]. Druga studija u kojoj je ispitivana mogucnost
rekonstrukcije anteriornog krucijatnog ligamenta Novozenlandskih kuni¢a pomocu razli¢itih
vrsta biokompatibilnih materijala (sama KV, karbonska vlakna i Dakron kompozit, sam Dakron i
govedi ksenograft), pokazala je da kod svih Zivotinja, bez obzira na vrstu primenjenog
implantata, postoji blagi sinovitis nakon 3, 6 i 12 meseci od implantacije, bez znacajnog rasta
ligamenta. Karbonska vlakna i ksenograft nisu dala zadovoljavajuc¢e rezultate, dok su KV i
Dacron kompozit doveli do progresivnog urastanja fibroznog tkiva uz inkorporaciju pojedinih
vlakana u kost [Thomas et al., 1987]. PokusSaji zamene dela patelarnog ligamenta nakon
resekcije implantatima od KV kod zamorca takode nisu dali zadovoljavajuce rezultate.
Histoloskim ispitivanjem nije uo¢eno uklanjanje implantata fagocitozom, a karbonska vlakna su
bila okruzena gustim vezivnim tkivom nalik oziljku. U dubokim slojevima karbonskog
implantata nije registrovano vitalno gusto regularno vezivno tkivo ¢ak ni nakon 3 i 12 meseci od
implantacije. Nije doslo do zamene implantata novim ligamentom ili tetivom, ali je bila prisutna
hroni¢na inflamatorna reakcija tipa oko stranog tela. S obzirom na ovakve rezultate istaknuta je
sumnja da se mogu ocekivati zadovoljavajuéi efekti zamene ligamenata ili tetiva implantatima od
KV [Rohe et al., 1986]. Sli¢ni rezultati dobijeni su i kod pasa. Naime, klini¢ko, laboratorijsko,
histopatolosko i biomehanicko pra¢enje zamene anteriornog krucijatnog ligamenta kolenog
zgloba KV ili autograftom od fascia lata pokazalo je da jac¢ina novoformiranog ligamenta nije
dostigla jacinu fizioloSkog kod obe primenjene procedure [Lesi¢ et al., 1994]. Oko KV
registrovano je dugo vremena nakon implantacije prisustvo limfocita i dzinovskih celija i
zakljuceno je da KV nisu idealan vestacki ligament [Lesic et al., 1995]. Suprotni podaci izneti su
u drugoj studiji o primeni implantata od KV u sanacfiji rupture kranijalnog krucijalnog ligamenta

kolenog zgloba kod 52 psa. Tehnika postavljanja implantata bila je identi¢na kao kod operativne
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sanacije iste povrede s fascia lata. Rezultati su pokazali da su KV stimulisala urastanje fibroznog
tkiva, a nakon duzeg vremena ona su se lomila i bivala okruzena bioloskim tkivom koje
preuzima njihovu funkciju [Steyn, 1984]. Naime, novoformirana struktura oko implantata je vrlo
konzistentna: u njenom centru nalaze se KV obavijena koncentricnim slojevima fibroblasta i
kolagenih vlakana. Nakon godinu dana ovako zamenjena tetiva kod pasa imala je 88% prirodne
¢vrstoce na istezanje. Karbonska vlakna bez okolnog vezivnog tkiva zadrzala su svoju izvornu
¢vrstocu, ali je njihovo izlaganje i probavljanje od strane komponenti okolnog vezivnog tkiva
nesto umanjilo pocetnu ¢vrstoc¢u na istezanje. Ipak, kontinuirana proizvodnja kolagenog tkiva
koje okruzuje KV produkovala je ligamentoznu strukturu koja je fizioloski kompatibilna i
biomehanicki adekvatna [Mendes et al., 1985b; Mendes et al., 1986].

Ispitivanje efikasnosti zamene implantatima od KV tetiva fleksora kod majmuna
pokazalo je da je jacina, fleksibilnost i moguénost stvaranje nove tkivne strukture nalik tetivi
dobra osobina ispitivanog materijala, dok se kao nepovoljne osobine izdvajaju izazivanje fibroze
i pratece povecanje samog implantata [Rawlins, 1983]. Karbonska vlakna su kori$¢ena i za
sanaciju povreda tetiva kod 46 konja starosti izmedu 3 i 15 godina. Veéina zivotinja je imala
povrede povrsinskog digitalnog fleksora, dok je nekoliko konja imalo povrede suspenzornih
ligamenata. Nakon oporavka, od 34 konja sa akutnim i hroni¢nim tendinitisom, 14 se vratilo
trkama, 7 je koriS¢eno u lovu, a 7 za rekreativno jahanje. Rezultati ispitivanja su bili bolji nego
kod materijala koji su ranije kori$¢eni za sanaciju navedenih povreda [Vaughan et al., 1985].
Kod konja je takode uspes$no primenjena terapija dislokacije sko¢nog zgloba implantacijom KV
[Edwards and Vaughan, 1984].

Neka istrazivanja pokazala su mogucénost uspesne zamene kod Zzivotinja meniskusa
implantatima od KV. Kod rekonstrukcije arteficijalne lezije velikog promera na meniskusu
kolenog zgloba kod kuni¢a, na mestu implantacije uocava se formiranje fibroznog tkiva, kao i
sporadi¢no formiranje fibrozne hrskavice, a Urastajuci fibroblasti pokazuju direktnu orijentaciju
[Veth et al., 1983]. Sli¢no je pokazano i u rekonstrukciji istih lezija kod pasa. Lezije su
popunjavane graftom od polimera KV i poliuretan-poli(L-laktida). Nakon 8 nedelja nije bilo
znakova infekcije, a rekonstruisana lezija je skoro upotpunosti popunjena fibroznim tkivom sa
prisustvom hijaline hrskavice na pojedinim delovima [Veth et al., 1986]. U Kkasnijim
eksperimentima na novozelanskim kuni¢ima, medijalni meniskus zamenjen je sa polimernom

bioprotezom od poliestera i KV. Nakon 3 i 6 meseci od intervencije, implantati su bili
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inkorporisani u kapsulu sa minimalnom invazijom fibroznog tkiva na povrSini implantata. Obim
fibrilacije zglobne hrskavice je bio znacajniji u predelu gde je meniskus pokriven tibijom [Wood
et al., 1990]. Do sli¢nih rezultata dosli su i drugi autori [Curtin et al., 1994]. Mrezica od
karbonskih vlakana dijametra 3 mm implantirana u patelu kunica u cilju ispitivanja mehanickih
karakteristika i histoloske reakcije tkiva na implantirani materijal, pokazala je da je nakon 3
meseca od hirurSke intervencije doSlo do jake vaskularizacije kolagenog matriksa unutar i oko
implantata koji je bio sigurno pri¢vrs¢en za kost i koji je pruzao kontinuiranu potporu na
zglobnoj povrSini. Formirana struktura je bila funkcionalna i bez znakova fragmentacije
implantata [Minns and Muckle, 1989].

Karbonske mrezice od staklastog ugljenika preporucene su kao materijal za obnovu
zglobne povrSine kod osteoartritisa i osteohodroze dissecans. U jednoj studiji kori$éena je
mrezica od staklastog ugljenika za intrartikularnu sanaciju ostehondralnog defekta na kondilusu
femura kod kuni¢a. Implantati su nakon 6 nedelja izazivali obnavljanje povrsine zgloba, koji je
mehanic¢ki bio jak i otporan na optereCenje. Utvrdeno je da implantati podsti¢u zarastanje
osteohondralnih defekata na femoralnom kondilu kod kuni¢a podrzavaju¢i dobro organizovano
hrskavi¢avo tkivo preko obnovljene subhondralne kosti [Kang et al., 1991]. Karbonska vlakna su
pokazala dobre rezultate i u terapiji osteohondralnog defekta na artikularnoj povrsini patele kod
kunica. Nakon Sest meseci od operativnog zahvata defekt je bio popunjen fibroznim tkivom, ¢iji
je superficijelni deo bio organizovan paralelno sa povr§inom zgloba. Nakon 9. i 12. meseca
defekt je bio prekriven hijalinom hrskavicom. Smatra se da KV stimuli$u hondrocite u okolnoj
hrskavici ili u njenim dugokim slojevima, a moguce je i da dovode do hondrogeneze iz
nediferentovanih mezenhimaninih ¢elija subhondralne kosStane srzi ili sinovije [Carranza-
Bencano et al., 2000].

Kao implantati za srednje uho ispitivani su staklasti ugljenik i ugljenik ojacan
ugljeni¢nim vlaknima [CFRC]. Staklasti ugljenik je implantiran u srednje uho 20 pacova i pracen
je 6 meseci, dok su implantati CFRC implantirani u srednje uho kod 98 zamoraca i praéeni su 4
meseca. Reakcije tkiva na implantaciju procenjena je stereoskopski i standardnim svetlosnim
mikroskopom, kao i elektronskom mikroskopijom sa hemijskom analizom [EDAKS, VDAKS].
Rezultati su pokazali da staklasti karbon i CFRC mogu da se koriste u navedenu svrhu i da je

moguce rezultate ekstrapiolirati i na primenu kod ljudi [Blayney et al., 1986]. Kao implantat za
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srednje uho kod macaka moguce je primeniti kompozit od poli-tetra-fluoro-etilena i karbonskih
vlakana (Proplast) [Teichgraeber et al., 1983].

Karbonska vlakna mogu da se uspesno koriste prilikom zamene supraspinalnog i
interspinalnog ligamenta kod ovaca [Olesen et al., 1988].

Biokompatibilni materijali mogu da se koriste i u sanaciji defekta mekih tkiva. Tako je
defekt cervikalnog dela traheje pasa saniran protezom izgradenom od HAP i KV. Prsten od HAP
na implantiranom materijalu je ¢vrsto srastao sa trahejom, dok je hrskavica traheje prozela
makropore HAP [Takahama et al.,1988]. Komplikacije koje se mogu javiti prilikom ovakve
intervencije su infekcija anastomoze na mestu implantacije proteze izgradene od KV ili silikona
[Qi et al., 1998]. Ukoliko se za rekonstrukciju velikih defekata vratnog dela traheje kod pasa
koristi karbon-karbon kompozit, dolazi do pojave hipergranulacija i formiranja oziljka na
krajevima proteze, dok se na povrs$ini proteze stvara epitelno tkivo [Liu et al., 2010].

Injekcioni ko$tani cement moze Se posmatrati kao idealan materijal u obnovi kostanog
defekta, s obzirom da se radi o osnovnoj gradivnoj materiji koStanogh tkiva. Na zalost, loSe
mehanicke osobine, nedovoljna sposobnost geneze kosti i nedovoljna osteoinduktivnost ozbiljno
ograni¢avaju njegovu klini¢ku primenu. Medutim, ukoliko se kalcijum-fosfatni kostani cement
ojaca s KV (CCPSC) i implantira u epifizu femura pasa rase Bigl radi pracenja
osteokonduktivnost, kao i kada se isti materijal implantira intramuskularno u cilju pracenja
osteoindukcije, KV znacajno poboljsavaju mehani¢ke osobine primenjenog implantata. Pojava
na heterotopi¢nim mestima osteoida ve¢ nakon mesec dana od implantacije ukazuje na
osteoonduktivna svojstva materijala. Zaklju¢eno je da je CCPSC moguca bioaktivna zamena za
kost u odredenim okolnostima [Zheng et al., 2015].

U in vivo eksperimentima na pacovima dokazana je daleko veca osteokondukcija
primenom koStanih implantata od bisfenilskih polimera ojacanih karbonskim vlaknima u
poredenju sa klasicnom legurom titanium-6-4. Fragmentacija KV na mestu implantacije, i pored
izazivanja inflamacije, stimuliSe izgradnju kosti i povecava integraciju kosti i implantata.
Fabrikacija polimera na niskim temperaturama dozvoljava inkorporaciju minerala i farmaceutika,
sa moguc¢im znacajnim potencijalom u buduc¢em tkivnom inzZenjerstvu. Zato se ovaj materijal
smatra novim unapredenim materijalom za zamenu metalnih koStanih implantata [Petersen,
2011]. Poredenje kostanih klinova implantiranih u femur kod pasa, izgradenih od karbonskih
kompozita od kojih su jedni bili ebloZeni HAP a drugi ne, sa implantatima od titanijumskih
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legura sa poroznom povr§inom, pokazalo je da je oOsteointegracija bila veca kod klinova
prekrivenih hidroksiapatitom u odnosu na neprekrivene. Test vadenja implantata, 7 meseci od
hirurske intervencije pokazao je da titanijumska legura sa poroznom povrSinom ima najvise
vrednosti smicanja i da je oko nje bilo najvise remodeliranja kosti [Maistrelli et al.,1992].
Ispitivanje meduprostorne snage smicanja CFR/PEEK obloZenog HAP, in vivo u femuru kunica,
pokazalo je da je oblaganjem HAP znadajno povecana snaga smicanja izmedu kosti i CFR /
PEEK [Nakahara et al., 2012]. Rezultati pracenja primene kostanih Srafova od PEEK ojacanih
karbonskim vlaknima i obloZenih titanijumom [TI], postupkom rasprSivanja plazme vakuumom
ili fizickim talozenjem, pokazali su da $rafovi od CFR/PEEK presvuceni Ti i implantirani u
tibiju ovce znaajno poboljSavaju apoziciju kosti i olakSavaju njihovo kasnije uklanjanje, u
poredenju sa neprevuc¢enim CFR/PEEK kostanim Srafovima [Dewine et al., 2013]. Rezultati
najnovijih studija potvrduju prethodne rezultate. Tako sloj titanijuma i hidroksiapatita nanesen u
tankom sloju na PEEK ili CFR-PEEK znac¢ajno poboljSava integraciju materijala sa kostima,
ukoliko se ovi implantati ugrade kod ovce u karli¢nu kost [Stiibinger et al., 2016].

Kao §to je ve¢ ranije istaknuto, CFR/PEEK je teoretski pogodan materijal za proteze
kuka, jer nudi dobru biokompatibilnost i mehanicke osobine i ne poseduje metalne jone.
CFR/PEEK se pokazao kao dobar materijal za fiksaciju proteze kuka kod ovaca [Nakahara et al.,
2013].

Moguénost lumbalne fuzije kod svinja novim implantatom sa osnovom od KV koja je
prekrivena tankim biokompatibilnim metalnim slojem tantaluma, dokazana je odli¢nom
integracijom kosti na direktnom kontaktu sa implantatom, bez prate¢e inflamatorne reakcije [Li
et al.,, 2007]. Kod cervikalne anteriorne diskektomije i fuzije kod krava uspesno se moze
primeniti nosa¢ od kompozita KV ispunjen graftom od spongiozne kosti [Shono et al., 1993].
Takode, kod svinja, spinalna fuzija sa karbonskim nosac¢ima ispunjenim kosStanim autograftom
moze da se poboljsa kratkotrajnom aplikacijom alodronata u niskim dozama [Zou et al., 2003].

Ispitivanje kulture fibroblasta u trodimenzionalnoj matrici baziranoj na karbonskim
vlaknima pokazalo je da 3D aktivirani sloj karbonskih vlakana ima potencijal bioloski
funkcionalizovanog sloja koji ubrzava zarastanje rane na kozi pacova [Huang et al., 2012].
Naime, opisan je novi materijal sastavljen od dva sloja: 1) 3D aktiviranog sloja karbonskih

vlakana koji omogucava olakSan rast Celija fibroblasta i njihovu migraciju u ranu i 2) sloja
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gentamicina inkorporisanog u poli(y-glutaminska kiselina)/zelatinoznu membranu u cilju
prevencije bakterijske infekcije.

Kod bikova postoje tri osnovne devijacije penisa: spinalna devijacija je daleko najcesca,
dok su ventralna devijacija i devijacija u vidu slova s, retke. Za korekciju ove anomalije mogu da
se upotrebe implantati od karbonskih vlakana koji se postavljaju u predeo izmedu dorzalnog
apikalnog ligamenta i tunike albuginee penisa. Ovi implantati dovode do jake adhezije apikalnog
ligamenta za tuniku albugineu, jer se tkivo od fibroblasta i kolagenih vlakna dobro organizuje
duz karbonskih vlakana [Mobini et al., 1982].

Sigurno je da se napred iznetim primerima primene materijala izgradenih od KV u

humanoj 1 veterinarskoj medicini spisak ne zavrSava i da se stalno dopunjuje novim indikacijama

za primenu tehnicki unapredjenih materijala sa karbonskim vilaknima.
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4, CILJ I ZADACI ISTRAZIVANJA

Neusaglaseni stavovi o biokompatibilnosti karbonskih vlakana mogu se objasniti
upotrebom razliitih tipova vlakana u pogledu njihovih fizickih, strukturnih i hemijskih
svojstava. Pokazano je da Celijski odgovor na vlaknaste karbonizovane materijale zavisi od
stepena kristalizacije materijala i da visokokristalizirana karbonska vlakna sa velikim modulom
elasticnosti nisu pogodna za medicinsku upotrebu, dok su amorfna vlakna odlicna za
implantaciju. Neki radovi su pokazali da toksi¢nost karbonskih materijala zavisi i od dimenzije
vlakana. Stoga samo selekcionirani tipovi karbonskih vlakana mogu biti izabrani za primenu u
humanoj i veretinarskoj medicini.

Karbonska vlakna nisu bioloski aktivna u onoj meri u kojoj su to biostaklo ili
biokeramika, tako da modifikacija povrSine karbonskih vlakana sti¢e sve vecu primenu. Nacini
modifikacije su razli€iti, od oblaganja keramickim Cesticama hidroksiapatita do modifikacije
aktivnih hemijskih grupa na povrSini karbonskih vlakana. Da bi se postigla maksimalna
iskoristljivost biokompatibilnih osobina ugljenika, potrebno je razviti nove hemijske metode u
cilju funkcionalizacije poroznih povr$ina ugljeni¢nih implantata. Pazljiva oksidacija (ukljucujuci
1 primenu azotne kiseline) poboljSava efekat vlaZzenja pora i povecava broj mikropora i povrsinu
ugljenika, s obzirom da se stvaraju povrSinske funkcionalne (karboksilne) grupe. Suprotno tome
je tretiranje povrsine karbonskih materijala bazama, kao $to je kalijum-hidroksid (KOH).

Uvazavaju¢i iznete Cinjenice kao polaznu osnovu, kao osnovni zadatak ove doktorske
disertacije postavilo se ispitivanje i komparacija biokompatibilnosti (procenjena testovima u in
vivo i in vitro uslovima) tzv. funkcionalizovanih karbonskih vlakana tretiranih bazom ili
kiselinom, u odnosu na standardna karbonska vlakna.

Zadaci istrazivanja obuhvacenih ovom doktorskom disertacijom su:

1. da se odrede fizicko-hemijske karakteristike funkcionalizovanih karbonskih vlakana
(tretiranih s KOH i HNO3),

2. da se ispita citotoksi¢nost standardnih, netretiranih i funkcionalizovanih karbonskih
vlakana na odredjenim ¢elijskim linijama,

3. da se utvrdi efekat navedenih vlakana na funkciju makrofaga u uslovima ex vivo (na
¢elijskoj liniji), ukljucujuc¢i fagocitozu fragmenata vlakana i produkciju proinflamatornih
citokina (TNF-a, IL-1b, IL-6 i IL-8),
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4. da se MRI dijagnostikom izvrsi egzaktna evaluacija tkivnih manifestacija izazvanih
implantacijom karbonskih vlakana u potkozno i1 miSi¢no tkivo eksperimentalnih Zivotinja,
(detekcija implantata, analiza interakcije tkivo-implantat, procena Sirine polja inflamacije) i
obavi komparacija s rezultatima histopatoloskih ispitivanja,

5. da se utvrdi tkivni iritacioni indeks potkoznog i popre¢noprugastog misi¢nog tkiva, kao
osnovna mera odgovora tkiva na implantirane materijale.

Na osnovu obavljenih analiza i uporedne analize dobijenih rezultata, procenie se
biokompatibilnost funkcionalizovanih karbonskih vlakana i dace se odgovor na pitanje da li
funkcionalizovana karbonska vlakna opravdavaju zahteve biokompatibilnih materijala i da li na
osnovu dobijenih rezultata postoji moguénost klinicke primene funkcionalizovanih ugljeni¢nih
vlakana u sanaciji oste¢enja mekog tkiva abdominalnog zida zivotinja, ¢ime bi se znatno prosirio
spektar hirurskih metoda u leCenju povreda abdominalnog zida u veterinarskoj medicini. Ocekuje
se bolja biokompatibilnost i bolja adaptabilnost funkcionalizovanih karbonskih vlakana u
sanaciji povreda trbusnog zida ispitivanih Zivotinja u odnosu na standardne ugljeni¢ne materijale

za implantaciju.

61



4, MATERIJAL | METODE ISTRAZIVANJA

4.1. KARAKTERISTIKE STANDARDNIH (KOMERCIJALNIH) KARBONSKIH

VLAKANA KORISCENIH U EKSPERIMENTU

Za potrebe ovog istrazivanja koriS§¢ena su komercijalna visoko¢vrsta karbonska vlakna
marke Torayca (T300B, 6000-50B, N° 2610622) (slika 4.1). Vlakna imaju 6000 filamenata u
jednom snopu.

Fizicke karakteristike karbonskih vlakana kori§¢enih u eksperimentu prikazane su u tabeli
4.1.

Slika 4.1. Karbonska vlakna Torayca namotana na kalem

Tabela 4.1. Karakteristike standardnih karbonskih vlakana kori$¢enih u eksperimentu*

Oznaka Ti Broi Zatezna Zatezna Zatezni Zatezni Masa po jedi- Gustina
vlakgna filame rj1 ata &vrstoca &vrstoca modul modul Elongacija | nici duZine tex
(MPa) | (kgf/mm2) | (GPa) | (kgf/mm2) (%) (9/1000 m) (glem’)
T300B- | T300B 6000 3530 360 230 23500 1,5 396 1,76
6000
*http://www.torayca.com/en/lineup/product/pro_001_01.html
4.2. DOBIJANJE FUNKCIONALIZOVANIH KARBONSKIH VLAKANA | NJIHOVA

KARAKTERIZACIJA

Ispitivanje biokompatibilnosti karbonskih vlakana sprovedeno je sa tri razlicite grupe

uzoraka: 1) karbonska vlakna tretirana sa kalijum hidroksidom (KOH) — ,bazna vlakna”; 2)

karbonska vlakna tretirana sa azotnom kiselinom (HNO3) — ,kisela vlakna” i 3) kontrolna grupa
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netretiranih karbonskih vlakana (Torayca (T300B, 6000-50B, N° 2610622) — ,standardna

viakna”.

4.2.1. Tretiranje karbonskih vlakana visokom temperaturom

Priprema uzoraka zapoceta je izdvajanjem karbonskih vlakana sa kalema, 1 njihovim
tretiranjem visokom temperaturom. Vlakna se izlazu visokoj temperaturi kako bi se uklonio
zastitni sloj na vlaknima nanet tokom procesa proizvodnje, u fazi dimenzionisanja. Zastitni sloj
se sastoji od poliestera, uretana, i stiti vlakna od mehanickih ostecenja i rasipanja. Temperaturom
se eliminiSe zastitni sloj i omugucéava se nesmetan pristup povrSinskim grupama na povrSini
vlakana. Vlakna su na pocetku eksperimenta zagrevana na temperaturu od 850C°. Brzina

zagrevanja je iznosila 10 C%minutu. Zagrevanjem je odklonjen zastitni sloj na vlaknima.

4.2.2. Pravljenje implanatata

Jedan implantat se sastojao iz 8 snopova ugljeni¢nih vlakana. Jedan snop sadrzi 6000
vlakana, $to znaci da se u jednom implantatu nalazilo 48000 vlakana. Vlakna su pomoc¢u epoksi-
smole fiksirana na jednom kraju u obliku vrha strele (slika 4.2). To je omogucilo lakse tretiranje

vlakana reagensima, susenje, sterilizaciju i manipulaciju tokom operativnog zahvata.

Slika 4.2. Implantat napravljen od karbonskih vlakana
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4.2.3. Promena povrSsinskih grupa

Veé je napomenuto da su ispitivanjem obuhvacene tri grupe uzoraka: 1) karbonska
vlakna tretirana sa kalijum hidroksidom (KOH) — ,,bazna vlakna”; 2) karbonska vlakna tretirana
azotnom kiselinom (HNO;3) — ,kisela vlakna” i 3) kontrolna grupa netretiranih vlakana —
,,standardna vlakna”.

Prva grupa uzoraka karbonskih vlakana tretirana je sa KOH. Postupak je sprovoden tako
Sto je u 400 ml destilovane vode dodato 44,8 g KOH, prethodno odmerenog na digitalnoj vagi.
Dobijeni rastvor je dvomolarni. Uzorci karbonskih vlakana su potopljeni u rastvor i izlozeni su
temperaturi od 100 C° naredna 2h uz lagano mesanje (slika 4.3). Uzorci su nakon toga ispirani 15

minuta destilovanom vodom i stavljeni u susSilicu na susenje.

Slika 4.3. Zagrevanje uzoraka vlakana potopljenih u 2M rastvor KOH

Druga grupa uzoraka karbonskih vlakana tretirana je sa HNO3. U posudu je sipano 70 ml
65% HNO3, prethodno odmerene pipetom, nakon Cega je polako dodata destilovana vode do 500
ml. Na ovaj naéin dobijen je dvomolarni rastvor HNO3. Karbonska vlakna su potopljena u
rastvor i izloZena su temperaturi od 100° C u toku 2 h. Uzorci su nakon toga ispirani

destilovanom vodom 15 minuta i stavljeni u susilicu na suSenje.
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4.2.4. Odredivanje tacke nultog naelektrisanja

Tacka nultog naelektrisanja (engl. point of zero charge — PZC) odredivana je metodom
masene titracije (tabela 4.2).

Odmerene su razlic¢ite mase (0,05; 0,1; 0.5; 1 i 10 masenih procenata) uzoraka ugljeni¢nih
materijala i prelivene sa 10 cm® 0,1 M rastvora KCI1 u odgovarajué¢im sudovima. Rastvor KCI je
pripremljen sa prokuvanom destilovanom vodom u cilju uklanjanja CO,. Kako bi se sprecio
kontakt rastvora sa okolnim vazduhom, sudovi su drzani u atmosferi argona. Rastvor sa
materijalom je drzan preko noc¢i na konstantnoj temperaturi uz mesanje. Po uravnotezenju,

merene su ravnotezne pH vrednosti smesa, a grani¢na pH vrednost jednaka je vrednosti PZC.

4.2.5. Metoda kiselo/bazne titracije

Za odredivanje koli¢ine kiselih i baznih povrSinskih grupa koris¢ena je metoda
kiselo/bazne titracije.

Za odredivanje kiselih grupa uzorci ugljeni¢nih materijala mase 0,1 g preliveni su sa 10,0
cm3 baze (0,1M NaOH) i vrSeno je uravnoteZenje u toku 24 h. Posle isteka 24 h rastvori sa
uzorcima materijala procedeni su u normalne sudove od 50,0 cm3, uzorci isprani i normalni
sudovi dopunjeni destilovanom vodom do oznake. Odpipetirano je po 25,0 cm® svakog od
rastvora 1 titrirano rastvorom 0,1 M HCI. Bazne grupe su odredivane na sli¢an nacin, potapanjem
0.1 g ugljeni¢nih materijala u 10 cm3 0.1 M rastvora HCl. Posle uravnoteZenja procedeni
rastvori su titrirani rastvorom 0.1 M NaOH. Paralelno su titrirane i slepe probe (rastvori baze i

kiseline bez uzoraka materijala).

4.3. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE I PROCEDURE IMPLANTACIJE
KARBONSKIH VLAKANA

4.3.1. Izbor eksperimentalnih Zivotinja i odredivanje mesta implantacije

Za implantaciju karbonskih vlakana u potkozno i misi¢no tkivo zivotinja kori§éeni su
eksperimentalni kunici (varijetet ¢inéila), pol muski, starosti od 3 do 4 meseca, tezine oko 2 kg.
U eksperimentu je bilo ukupno 24 Zivotinje.

Zivotinje, kako one kojima je ucinjena subkutana implantacija, tako i one kojima je
uCinjena intramuskularna implantacija, podeljene su u IV grupe, u zavisnosti od vremena

zrtvovanja nakon implantacije (7, 14, 21 i 28. dan nakon implantacije). U svakoj grupi nalazilo
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se po 3 jedinke, a eksperiment je izveden dva puta. Intramuskularne i subkutane implantacije
izvedene su na svakoj Zivotinji istovremeno, tako da se u svakom od ispitivanih eksperimentalnih

postimplantacionih termina (7, 14, 21 i 28. dan) nalazilo nalazilo po 6 jedinski.

4.3.2. Plan implantacije standardnih (nefunkcionalizovanih) i funkcionalizovanih
ugljenic¢nih vlakana

Implantati su plasirani u ledni misi¢ (torakalni i lumbalni deo longissimus dorsi levo i
desno) i potkozno tkivo (neposredno iza poslednjeg rebra u sredini bo¢nog dela abdominalnog
zida, levo i desno). Plasiranje implantata u misi¢ i potkozno tkivo je izvedeno sa minimalnim
stepenom invazivnosti po tkivo, koris¢enjem odgovarajucih instrumenata za preparisanje tkiva i
postavljanjem implantata na Zeljeno mesto.

Sematski prikaz zona implantacije prikazan je na slici 4.4.

Potkozni implantati bili su postavljeni u sledece zone, za svaki od termina zrtvovanja
zivotinja (7, 14, 21 i 28. dan nakon implantacije):

- abdominalni zid levo i desno, neposredno iza zadnjeg rebra, potkozna implantacija —

nefunkcionalizovana vlakna (ne tretirana vlakna — kontrolna);

- sredina abdominalnog zida levo, potkoZna implantacija, funkcionalizovana vlakna

tretirana sa HNOg;

- sredina abdominalnog zida desno, potkozna implantacija — funkcionalizovana vlakna

tretirana sa KOH.

Intramuskularni implantati bili su postavljeni u slede¢e zone, za svaki od termina
zrtvovanja Zivotinja (7, 14, 21 1 28. dan nakon implantacije), kod istih Zivotinja kod kojih su
postavljeni i subkutani implantati:

- torakalni deo lednog misi¢a levo i desno — nefunkcionalizovana vlakna (netretirana

vlakna — kontrolna);

- lumbalni deo lednog misica, levo — funkcionalizavana vlakna tretirana sa HNO3;

- lumbalni deo lednog misic¢a, desno — funkcionalizavana vlakna tretirana sa KOH.
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Slika 4.4. Shematski prikaz implantiranih karbonskih vlakana

4.3.3. HirurSka tehnika implantacije

S obzirom da postupak implantacije ima odredeni stepen invazivnosti, kao i da su
zivotinje jako osetljive na stres i bol, sama implantacija je izvedena u opStoj anesteziji
[Ketamidor 10% (Richter pharma AG) u dozi od 35 mg/kg IM, u kombinaciji sa Ksilazinom
(Xylased 2%, Bioveta) 5mg/kg IM]. Kao mesto implantacije ugljeni¢nih implantata odredeni su
ledni miSi¢ 1 potkozno tkivo abdomena.

Pre implantacije vlakna su sterilisana u autoklavu 25 minuta na 134°C. Set instrumenata
potreban za implantaciju (slika 4.5) takode je sterilizovan u autoklavu. Pridrzavajuéi se principa
asepse-antisepse, pripremljeno je operaciono polje i hirurski tim za implantaciju. Priprema
zivotinja podrazumevala je: klinicki pregled, pripremu operacionog polja i indukovanje Zivotinje
u opStu anesteziju.

Implantati su plasirani u odgovarajuce zone, ranije opisane. Plasiranje implantata u misi¢
i potkozno tkivo je izvedeno sa minimalnim stepenom invazivnosti po tkivo, koris¢enjem
odgovarajucih instrumenata za preparisanje tkiva i postavljanje implantata na Zeljeno mesto.

Postupak implantacije poc¢inje postavljanjem incizije na kozi u kranio-kaudalnom pravcu,
duzine 6 cm neposredno iznad kicmenog stuba u torako-lumbalnom delu (slika 4.6.) Neposredno
ispod reza se nalazi ki¢éma, a sa njene leve i desne strane se prostire ledni misi¢ — m. longissimus
dorsi. Nakon preparisanja potkoznog tkiva tkivnim makazama za preparisanje omogucen je

pristup impantacionim mestima na m.longissimus dorsi (slika 4.7)
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Slika 4.5. Instrumenti koriS¢eni za postupak implantacije karbonskih vlakana u potkoZno i miSi¢no tkivo

Slika 4.6. Postavljanje incizije

Na miSicu je napravljen mali rez, kroz koji je plasiran u misi¢ forceps aligator. Forceps je
provuen kroz sredinu lednog miSica, paralelno sa ki¢mom, duzine 3-4 cm, u kranijalnom
pravcu. Na vrha instrumenta napravljen je rez, koji omogucava, nakon otvaranja instrumenta,
prihvatanje vrha vlakna. Vra¢anjem instrumenta u prvobitan polozaj, vlakno je provlac¢eno kroz
misi¢. Krajevi vlakna skrac¢eni su makazama. Implant je plasiran kroz sredinu misiéa (slika 4.8.).
Potom je pristupljeno adaptaciji tkiva. Sivenje potkoznog tkiva, misiéa i koZe je ucinjeno

kori$éenjem resorptivnog konca 4/0.
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Slika 4.8. Hirurski postupak implantacije KV u
misic¢

A) postavljanje reza na m. longissimus dorsi

B) implantacija karbonskih vlakana pomocu
aligator-forcepsa

C) karbonska vlakna implantirana u mi$ié

4.3.4. Monitoring Zivotinja
Eksperimentalne Zivotinje su bile pod konstantim monitoringom tokom pripreme i

trajanja operativnog zahvata. U cilju monitoringa koriS¢en je aparat Votem v7 Veterinary
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Monitor (Votem, Korea) (slika 4.9). Prac¢eni su rad srca, respiracija, saturacija, telesna

temperatura i krvni pritisak.

se0d@ 0000

\

Slika 4.9. Votem v7 pacijent-monitor

4.4. ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI

Cilj ovog dela istrazivanja je bio da se uporedi citotoksi¢nost modifikovanih (kiselih 1
baznih) i standardnih karbonskih vlakana na humanim fibroblastima kontinuirane ¢elijske linije
MRC-5. Citotoksi¢nost ispitivanih materijala odredivana je analizom njihovog uticaja na
vijabilnost (MTT-test) i adheziju ¢elija (trodimenzionalna (3D) kultivacija ¢elija u "Matrigel"-u).

Osim napred navedenog, ispitivan je i efekat standardnih i funkcionalizovanih karbonskih
vlakana (kiselih i baznih) na funkciju humane makrofagne linije U937. Odredivani su: relativna
vijabilnost ¢elija u kulturama bojenjem sa tripan-plavim, internalizacija karbonskih vlakana (%
¢elija sa fagocitovanim partikulama, analizom nativnih kultura) i koncentracija citokina — faktora
tumorske nekroze —alfa (TNF-a), interleukina-1 beta (IL-18), interleukina 6 (IL-6) i interleukina

8 (IL-8), u supernatantima kultura pomocu Citomix-a i proto¢ne citometrije.

4.4.1. Kultivacija humane c¢elijske linije fibroblasta pluca MRC-5 sa karbonskim
vlaknima
Kao model sistem za ispitivanje citotoksi¢nosti karbonskih vlakana koriS¢ena je
komercijalno dostupna humana celijska linija fibroblasta pluéa MRC-5 (ATTC), izolovana iz

zdravog fetusa starog Cetrnaest nedelja [Jacobs et al., 1970].
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MRC-5 ¢elije su gajene u DMEM medijumu (eng. Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
DMEM, Sigma-Aldrich®) sa visokim sadrzajem glukoze (4500 mg glukoze), sa dodatkom 10%
govedeg fetalnog seruma (eng. Fetal bovine serum, FBS, Invitrogen), 2 mM L-glutamina
(Sigma-Aldrich™), 100 LU./mL penicilina i 100 pg/mL streptomicina (Sigma-Aldrich®)
(medijum). Celije su gajene u inkubatoru na temperaturi od 37°C i automatskim protokom 5%
CO..

Prilikom subkultivacije Celije su dva puta isprane PBS-om (eng. Phosphate Buffered
Saline- 137 mM NaCl/2,7 mM KCI/10 mM Nay,HPO41,8 mM KH,PO,). Celije su zatim
odvajane od podloge suda za gajenje, inkubiranjem u rastvoru 0,05% tripsina/0.025% EDTA
(Invitrogen™) u PBS-u tokom 5 min na 37°C. Tripsin je inaktiviran dodavanjem medijuma za
gajenje Celija. Nakon toga celije su istalozene centrifugiranjem 5 min na 200 g na sobnoj
temperaturi i resuspendovane u medijumu za gajenje ¢elija u odnosu 1:4 do 1:8 u zavisnosti od

potrebe eksperimenta.

4.4.2. MTT test za odredivanje vijabilnosti ¢elija linijje MRC-5

MTT test je kvantitativna kolorimetrijska metoda koja se koristi za odredivanje
vijabilnosti Celija. Ova metoda se zasniva na Sposobnosti mitohondrijske dehidrogenaze da
redukuje zuti 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolijum-bromid (MTT) u ljubicasti
formazan. Reakcija se odvija samo u zZivim c¢elijama u kojima su dehidrogenaze aktivne pa je
koli¢ina dobijenog formazana proporcionalna broju vijabilnih ¢elija.

Za ovaj esej, 3x10* MRC-5 celija je zasejano u svaki bunari¢ mikrotitarske ploge
povrsine 1,88cm?. Vlakna (standardna, “bazna” ili “kisela”) su dodata u kulture 18 sati nakon
zasejavanja u razli¢itim koncentracijama (0,1 mg ili 0,5 mg po mililitru medijuma) u triplikatu.
Slede¢eg dana (24 sata od pocetka tretmana) Celijama je zamenjen medijum 1 kultivisane su
dodatnih 18 sati u standardnim uslovima. Nakon toga, medijum je odstranjen, a celije Su
inkubirane 2 sata na 37°C u MTT rastvoru finalne koncentracije 0,5 mg/ml (MTT je rastvoren u
medijumu za gajenje celija). Po isteku inkubacije, MTT rastvor je uklonjen i dodat je DMSO
(dimetil-sulfoksid) koji je omogucio oslobadanje formazana iz Celija. Apsorbanca je merena u
"microplate reader" aparatu tipa Tecan (Tecan Group Ltd, Ménnedorf, Switzerland) na talasnoj

duzini od 550 nm.
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4.4.3. Trodimenzionalna (3D) kultivacija ¢elija linije MRC-5 u Matrigel-u

Bazalna membrana je tanka vancelijska struktura na koju nalezu celije in vivo (epitelne
éelije) ili koja ih obavija (miiéne éelije, masne éelije, Svanove éelije). Matrigel (engl. Basement
Membrane Matrix, BD Bioscience) je solubilni ekstrakt bazalne membrane izolovane iz
Engelbreth-Holm-Swarm (ESH) sarkoma mi$a, tumora koji je bogat proteinima vancelijskog
matriksa. Pored laminina, kao glavne komponente, "Matrigel" sadrzi i kolagen tipa IV, heparan-
sulfat proteoglikan entaktin/nidogen, faktor transfrormacije rasta -f3 (engl. Transforming Growth
Factor beta, TGF-B), epidermalni faktor rasta (engl. Epidermal Growth Factor, EGF), faktor rasta
slican insulinu (engl. Insuline-like Growth Factor, IGF), faktor rasta fibroblasta (engl. Fibroblast
Growth Factor, FGF), tkivni aktivator plazminogena (engl. Tissue Plasminogene Activator,
TPA) i druge faktore.

MRC-5 ¢elije (3x10%) su resuspendovane u Matrigel-u zajedno sa modifikovanim
(kiselim ili baznim) karbonskim vlaknima. Zatim su ¢elije zasejane 1 gajene 30 minuta u
inkubatoru na 37° C. Nakon toga, ¢elijama je dodat medijum za gajenje Celija. 3-D strukture su
gajene u standardnim uslovima narednih 72 sata.

Celije su analizirane i fotografisane pomo¢u DM IL LED invertnog svetlosnog

mikroskopa Leica (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

4.4.4. Odredivanje efekata karbonskih vlakana na funkciju humane makrofagne linije

U937

U937 ¢elije (ATCC, Rockwille, MA, USA) su kultivisane u medijumu RPMI 1640 sa
dodatkom 10% fetalnog teleceg seruma, 2 mM L-glutamina, 1 mM Hepes-a, 20 pg/ml folne
kiseline i 40 nM forbol-miristat-acetata (PMA) u bazenima plasti¢nih plo¢a sa 24 bazena (1x10°
¢elija u 1ml medijuma). U bazene su dodate 3 razliCite koncentracije karbonskih vlakana (500,
250 i 125 pg/ml) nakon ¢ega su ¢elije kultivisane 48 ¢asova. Bazeni sa ¢elijama bez karbonskih
vlakana su sluzili kao kontrola. Sve kulture su radene u triplikatima. Komponente medijuma su
nabavljene od kompanije Sigma, Minhen, Nemacka a ploc¢e za kulture od kompanije Sarsted,
Dordrecht, Nemacka. Nakon inkubacionog perioda kulture su slikane pod invertnim
mikroskopom (Olympus CX29), a zatim je sakupljen supernatant. Kulture su pazljivo isprane sa
fosfatnim puferom radi uklanjanja krupnijih partikula vlakana. Adherentne celije su ponovo

fotografisane pod invertnim mikroskopom i analizirane radi identifikacije ¢elija sa fagocitovanim
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mikropartikulama vlakana. Nakon toga su isprane sa fosfatnim puferom sa dodatkom 0,2% Na-
EDTA, a zatim tretirane sa rastvorom 0,25% tripsina (Sigma) sa dodatkom 0,2 % Na-EDTA u
RPMI-medijumu bez seruma. Celije su sakupljene snaZnijim pipetiranjem, centrifugirane i
izbrojane. Brojane su vijabilne ¢elije koris¢enjem 1% rastvora tripan- plavog. Relativni procenat
vijabilnih ¢elija u kulturama sa karbonskim vlaknima je izracunat u odnosu na kontrolne kulture
(vijabilnost uzeta kao 100%). Od ¢elija su napravljeni citospin-preparati na citocentrifugi
(Shendon tip 4), obojeni po May-Griinwald — Giemsa i analizirani pod svetlosnim mikroskopom.
Supernatanti su centrifugirani a zatim smrznuti na -70°C do odredivanja nivoa citokina.

Citokini — TNF-1, IL-1b, IL-6 i IL-8, odredeni su u supernatantima pomoc¢u Citomix-a i

protocne citometrije.

45. NUKLEARNA MAGNETNA REZONANCA (NMR)

Nuklearnom magnetnom rezonancom - NMR (eng. Magnetic Resonance Imaging, MRI)
pracena je pozicija implantata u tkivu, reakcija okolnog tkiva i razgradnja vlakana u tkivu.
Implantati ne daju signal na magnetnoj rezonanci jer nemaju pokretne atome vodonika. Stepen
reakcije tkiva neposredno uz sam implantat, kao i eventualne promene signala tkiva oko
implantata uocavale su se u vidu promene intenziteta signala, hipointenzivnog i
hiperintenzivnog. Promena jacine signala zavisi od koli¢ine vodonikovih jona u tkivu, tako da se
moze kontrolisati reakcija okolnog tkiva na implantat, kao i stepen reakcije. Rezultati ispitivanja
NMR poredeni su sa rezultatima histopatoloske analize uzoraka tkiva dobijenih nakon Zrtvovanja
Zivotinja.

Pregled Zivotinja magnetnom rezonancom raden je 1, 2, 3 i 4. nedelje nakon operativnog
zahvata, na aparatu 1.5 T imager (4vanto, Siemens, Nemacka), komercijalnom zavojnicom za
koleno (slika 4.10). Korisé¢ene su dve MRI sekvence, Turbo spin echo TIW (TR =820 ms, TE =
11ms)i T2W (TR = 8620 ms, TE = 81 ms), kao i sekvence za optimizaciju protokola snimanja,
T2W TrueFISP, T2W SPACE, i TIW FLASH.
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Slika 4.10. Aparat za magnetnu rezonancu 1.5 T imager (Avanto, Siemens, Nemacka)

Zivotinje su za potrebe pregleda podvrgnute opstoj anesteziji U trajanju od 45 minuta.
Lekovi koris¢eni za indukciju opse anestezije su Ketamidor 10% (Richter pharma AG) u dozi od
35 mg/kg IM, u kombinaciji sa Ksilazinom (Xylased 2%, Bioveta) Smg/kg IM. Zivotinjama je
nakon nativnog snimanja dato kontrastno sredstvo Magnetvist (Bayer-Schering, Nemacka) u V.
saphena magna u dozi od 0,2 mmol/kg.

Pre snimanja zivotinja izradeni su gel-fantomi radi optimizacije tehnike snimanja. Gel
fantomi cesto sluze kao imitacija mekih tkiva na NMR i za ocenu artefakata koje proizvode
implantati. Fantomi su izradeni od 2 % agar-agar gela u plasti¢nim bocama od 300 ml u koje su
postavljeni ispitivani implantati, netretirana karbonska vlakna, vlakna tretirana bazom i vlakna
tretirana kiselinom. Sve tri vrste vlakana su postavljene u uspravan polozaj, kao §to je prikazano
na slici 4.11. Fantomi su napravljeni 36 sati pre snimanja NMR. Slike 4.12 i 4.13 prikazuju
rezultate snimanja fantoma, netretiranih vlakana, vlakana tretiranih Kiselinom, i vlakana

tretiranih bazom.
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Slika 4.11. Fantom, implantat karbonskih vlakana u 2% agar-agar gelu
snimljen u uspravnom polozaju

4.6. PATOHISTOLOSKA ISPITIVANJA

Nakon zrtvovanja zivotinja u svakom od eksperimentalnih termina (7, 14, 21 i 28. dana),
uzimani su uzorci tkiva iz odgovaraju¢ih zona implantacije (potkozno tkivo i misi¢), kao 1
kontrolni uzorci tkiva iz zdravih zona udaljenih od mesta implantacije. Prilikom uzimanja
potkoznog tkiva sa mesta implantacije, uzimani su i pregledani i uzorci koze iznad mesta

implantacije.

4.6.1. Priprema uzoraka

Materijal za patohistolosku analizu pripreman je na standardni nac¢in. Uzorci su fiksirani
u 4% neutralnom puferisanom rastvoru formaldehida, a potom su dalje pripremani rutinskom
procedurom, koja obuhvata dehidrataciju, prosvetljavanje, impregnaciju i kalupljenje u parafinu /
paraplastu (Bio-Plast plus, BioOptica, Italy). Tkivni uzorci se€eni su na mikrotomu (RM 2255,
Leica Microsystems GmbH, Frangfurt, Germany), a tkivni preseci debljine 4-5 um montirani su
na specijalne visokoadhezivne staklene plocice (SuperFrost Plus, DAKO, Denmark), suseni 60
minuta u termostatu na 56°C, a potom bojeni standardnim postupkom bojenje hematoksilin
eozinom, trihromskim bojenjem po Weigert-Van Giesonu, AZAN trihromskim bojenjem i
bojenjem po Gordon-Sweetu za retikularna vlakna. Za bojenje su koris¢eni komercijalni kitovi

proizvodaca Bio-Optica (Wiegert-Van Gieson for elastic fibers and connectivum-long method
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04-051802; Azan trichrome 04-001802; Gordon-Sweet method for reticular fibres 04-040802;

Strumentazioni Scientifiche, Milano, Italy) i poStovani su protokoli za upotrebu kitova.

4.6.2. Bojenje po Weigert-Van Giesonu za elasti¢na vlakna i vezivo

Ova metoda sluzi za prikazivanje elasticnih vlakana, vezivnog tkiva, kolagena i jedara,
kao i za dokazivanje gljivica na tkivnim presecima.

Metoda se zasniva na afinitetu rezorcin-fuksina prema elasticnim vlaknima pri ¢emu
dolazi do precipitacije zbog reakcije izmedu rezorcija i baznog fukcija i feri-hlorida. Regensi koji
se koriste kod ovog bojenja su rastvor perjodne kiseline, Weigertov rastvor, Weigertov
gvozdeviti hematoksilin i Van Giesonov rastvor pirofuksina. Rezultat bojenja su: elasticna
vlakna su obojena u nijansama od tamnoplavog do crnog, kolagena vlakna su obojena razli¢itim

nijansama crvene boje, vezivo 1 eritrociti su Zuti, a jedra ¢elija obojena su crno.

4.6.3. AZAN trihromsko bojenje

Ova metoda predlaze se za prikazivanje vezivnog tkiva, kao i za prikazivanje miSi¢nog
tkiva, neuroglije, kolagenih i retikularnih vlakana, eritrocita i jedarnog hromatina, strome
glomerula bubrega, adenohipofize.

U metodi se koriste dve kisele boje: azokarmin i anilinsko plavo. Rezultati bojenje su:
kolagena i retikularna vlakna su obojena tamnoplavo, misi¢i su obojeni narandzasto, eritrociti i

hromatin su crveni.

4.6.4. Bojenje po Gordon-Sweetu za retikularna vliakna

Ovom metodom prezentuju se argirofilna retikularna vlakna u vezivhom tkivu. U vrlo
kratkom vremenu bojenja moguce je izvrSiti selektivnu impregnaciju retikularnih vlakana
zahvaljuju¢i dvoma faktorima: preliminarnoj impregnaciji sa solima gvozda i upotrebi kao izvora
srebra nestabilnog diamino-kompleksa (amonijacni rastvor) koji je reaktivniji od srebro-nitrata.

Rezultat bojenja su crno bojena retikuklarna i nervna vlakna i crveno obojena jedra éelija.

4.6.5. Procena indeksa tkivne iritacije (iritacionog indeksa) na mestu implantacije
Ispitivanje biokompatibilnosti ugljeni¢nih vlakana je uradeno pomocu medunarodnih

standarda I1SO 10993-6: 2007 i 1SO-10993-10: 2002, sa odgovaraju¢im izmenama. Primenjeni

76



standardi ukljucivali su testiranja i procenu lokalne reakcije tkiva na mestu gde je implantiran
ispitivani materijal. Semikvantitativna procena histoloskih promena mekog tkiva (subkutisa) kod
kuni¢a sa implantiranim vlaknima obuhvatala je promenu epitela (od normalnog epitela, preko
¢elijske degeneracije, metaplazije i fokalnih erozija, do generalizovanih erozija), procenu stepena
infiltracije leukocita, prisustvo vaskularne kongestije i edem. Takode, registrovano je i prisustvo
kapsule, kao 1 njena relativna debljina (tabela 4.1). Sli¢na procena odnosila se 1 na misi¢no tkivo
(tabela 4.2). Na osnovu procene svih navedenih parametara izracunat je iritacioni indeks (Irl),

kao mera tezine oStecenja tkiva na mestu implantacije (tabela 4.3).

Tabela 4.1. Sistem ocene patohistoloskog pregleda subkutisa na mestu implantacije

Reakcija Numeri¢ko ocenjivanje

EPITEL

Normalni, intaktni
Celijska degeneracija
Metaplazija

Fokalna erozija
Generalizovana erozija
LEUKOCITNA INFILTRACIA
(na velikom uveli¢anju)
Odsutni

Minimalno (manje od 25)
Blago (od 26-50)
Umereno (od 51-100)
Izrazito (preko 100)
VASKULARNA KONGESTIJA
Odsutna

Minimalna

Blaga

Umerena

Izrazita, sa pucanjem krvnog suda
EDEM

Odsutan

Minimalan

Blagi

Umeren

Izrazit

KAPSULA

Odsutna

Minimalna

Tanka

Umerena

Debela

A WNPEO

A WNPEO

A WNEFELO

A WNPEFEO

A WNEFEO
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Tabela 4.2. Sistem ocene patohistolo§kog pregleda miSi¢nog tkiva

REAKCIA

NUMERICKO OCENJIVANJE

MISICNO TKIVO

Normalni, intaktni misi¢

Celijska degeneracija ili stanjivanje
fokalno
opsezno

Nekroza
fokalna
opsezna

B WON -

LEUKOCITNA INFILTRACIA
(na velikom uvelianju)

Odsutna

Minimalna (manje od 25)

Blaga (od 26-50)

Umerena (od 51-100)

Izrazita (preko 100)

A WNEO

VASKULARNA KONGESTIA
Odsutna

Minimalna

Blaga

Umerena

Izrazita, sa pucanjem krvnog suda

A WNEO

EDEM
Odsutan
Minimalan
Blagi
Umeren
Izrazit

A WNEO

KAPSULA
Odsutna
Minimalna
Tanka
Umerena
Debela

A OWNEFEO

Table 4.3. Procena indeksa tkivne iritacije (iritacionog indeksa)

IRITACIONI INDEKS (Irl)
Prosecan odgovor Opis odgovora
0 Nema
1-5 Minimalni
6-10 Blag
11-15 Umeren
16-20 Jak
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4.7. MORFOMETRIJSKA ISPITIVANJA

Sva merenja izvrSena su na mikroskopu Leica DMSL, uz pomo¢ kamere i softverskog

sistema Leica Interactive Measuremments (Leica Microsystems GmbH, Frangfurt, Germany).
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Slika 4.12. Prikaz morfometrijske analize debljine kapsule i debljine karbonskih vlakana uz pomo¢
softverskog sistema (Leica Interactive Measurements, Leica Microsystems GmbH, Frangfurt, Germany)

Slika prikazuje intramuskularno implantirana karbonska vlakna na preparatu obojenom AZAN-
trihnromskim bojenjem.

Morfometrijske metode podrazumevale su odredivanje broja inflamatornih celija i
fibroblasta po jedinici povrSine tkiva sa implantiranim karbonskim vlaknima, neposredno u zoni

implantacije. U slu€aju postojanja fibrozne kapsule oko implantiranog materijala, merena je
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njena debljina, na deset nasumic¢no izabranih mesta, i izrazavana kao srednja vrednost izvrSenih
merenja (slika 4.12).

Takode, odredivani su broj fragmenata kao i1 njihove dimenzije u uzorcima u kojima je
registrovana fragmentacija implantiranih vlakana, bilo da je ona bila izrazita (slika 4.13), bilo da
je bila blaga (slika 4.14).
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Slika4.13.  Prikaz morfometrijske analize duzine fragmenata karbonskih vlakana uz pomo¢
softverskog sistema (Leica Interactive Measurements, Leica Microsystems GmbH, Frangfurt,
Germany)

Slika prikazuje intramuskularno implantirana karbonska vlakna na preparatu obojenom po Gordon-

Sweetu za retikularna vlakna.
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Slika 4.14.  Prikaz morfometrijske analize duzine fragmenata karbonskih vlakana uz pomo¢
softverskog sistema (Leica Interactive Measurements, Leica Microsystems GmbH, Frangfurt,
Germany)

Slika prikazuje intramuskularno implantirana karbonska vlakna sa blagom fragmentacijom, na preparatu

obojenom AZAN-trihromskim bojenjem.

Sto se ti¢e broja i dimenzija fragmenata karbonskih vlakana, ove morfometrijske vrednosti
odredivane su na Citavoj povrSini tkivnog preseka, na mikroskopskom uveli¢anju 20X, kod 6 — 8
zivotinja iz svake grupe, zbirno u 21. 1 28. postoperativnom danu. Ovi termini su za svaku grupu
karbonskih vlakana implantiranih potkozno prikazivani zbirno za oba termina, a isti postupak je

primenjen i kod karbonskih vlakana implantiranih intramuskularno.
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48. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Od podataka prikupljenih eksperimentalnim istrazivanjem formirana je datoteka u
statisticCkom programskom paketu SPSS 20 (IBM korp.) uz pomo¢ kojeg su podaci i analizirani.
Svi rezultati su izrazeni kao srednja vrednost = SD. Minimalni nivo statistiCke znacajnosti je
ustanovljen na p<0,05.

Primenjene su metode deskriptivne i analiticke statistike. Od deskriptivnih statisti¢kih
metoda koriS¢ene su mere centralne tendencije i mere varijabiliteta, a od analitiCkih statistickih
metoda koriS¢ena je, u okviru generalnog linearnog modela, analiza varijanse za ponovljena
merenja. Rezultati su prikazani tabelarno i graficki.

U statisti¢koj obradi koncentracije citokina u supernatantima humane makrofagne linije
U937, nakon dodavanja karbonskih vlakana, perimenjen ni su ANOVA i Studentov t-test.

Sve morfometrijske i stereoloSke analize dobijene kompjuterizovanim programom (Leica
Interactive Measuremments, Leica Microsystems GmbH, Frangfurt, Germany), obradene su
statistickim programom po Kolmogorov-Smirnovom testu, gde je homogenost varijansi
procenjena F-testom. Kraskal-Volisovim testom uporedivane su razlike u duzini fragmentisanih

vlakana izmedu grupa. Minimalni nivo statistiCke znacajnosti ustanovljen je na p<0,05.
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S. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. KARAKTERISTIKE STANDARDNIH | FUNKCIONALIZOVANIH KISELIH |
BAZNIH KARBONSKIH VLAKANA

5.1.1. Karakteristike standardnih vlakana

Za potrebe ovog istrazivanja kori§¢ena su komercijalna visoko¢vrsta karbonska vlakna
marke Torayca (T300B, 6000-50B, No 2610622), debljine 4-6 um. Kao $to je prikazano u tabeli
4.1. u poglavlju Meterijal i metode, vlakna imaju 6000 filamenata u jednom snopu; debela su 10
um; zatezna Svrstoéa im je 3530 MPa, tj. 360 kgf/mm?; zatezni modul je 230 Gpa, tj. 23500
kgf/mm?; masa po jedinici duZine je 396 g/1000 m, a gustina je 1,76 g/cm®.

5.1.2. Tacka nultog naelektrisanja i koli¢ina Kiselih i baznih povrsinskih grupa na funk-

cionalizovanim karbonskim vlaknima

Tacka nultog naelektrisanja (engl. point of zero charge — PZC) odredivana je metodom
masene titracije, a koli¢ina kiselih i baznih povrSinskih grupa metodom kiselo/bazne titracije.
Rezultati promene povrsinskih grupa dejstvom HNO3 i KOH sumirani su u tabeli 5.1. Rezultati
izneti u tabeli pokazuju znacajno izmenjen sadrzaj povrSinskih grupa kod vlakana tretiranih
azotnom kiselinom u odnosu na vlakna tretirana kalijum-hidroksidom: ,kisela* vlakna imala su
na svojoj povrsini 0,5135 mmol/g kiselih grupa, a baznih 0,3040 mmol/g; ,,bazna* vlakna imala
su na svojoj povrSini 0,1011 mmol/g kiselih grupa, a baznih 0,3843 mmol/g. Odnos kiselih
prema baznim povrSinskim grupama je kod kiselih vlakana bio 1,7, a kod baznih 0,3, dok je

tacka nultog naelektrisanja za ove dve grupe funkcionalizovanih vlakana bila 5,3 1 8,5.

Tabela 5.1. Povrsinske grupe funkcionalizovanih kiselih i baznih karbonskih vlakana i PZC

Vrsta vlakna Kisele grupe Bazne grupe Kisele : bazne PzC
(mmol/qg) (mmol/g) grupe
K-Kvl* 0,5135 0,3040 1,7 55
B-Kvl 0,1011 0,3843 0,3 8,5

K-Kvl, kisela karbonska vlakna; B-Kvl, bazna karbonska vlakna
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5.2.  CITOTOKSICNOST STANDARDNIH | FUNKCIONALIZOVANIH KISELIH |
BAZNIH KARBONSKIH VLAKANA

5.2.1. Vijabilnost ¢elija kontinuirane linije humanih fibroblasta MRC-5
Citotoksi¢nost ispitivanih materijala odredivana je analizom njihovog uticaja na

vijabilnost 1 adheziju ¢elija.

0.1mg/ml 0.5mg/ml
20 sati 60 sati 20 sati 60 sati
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Slika 5.1. Izgled humanih fibroblasta ¢elijske linije MRC-5 u prisustvu karbonskih vlakana.
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Uporedena je citotoksi¢nost modifikovanih (kiselih 1 baznih) i standardnih karbonskih
vlakana na humanim fibroblastima kontinuirane ¢elijske linije MRC-5. Fibroblasti su gajeni u
prisustvu razli¢itih vrsta i koncentracija vlakana (0.1 mg i 0.5 mg/ml medijuma) tokom 24 sata
(slika 5.1), a relativni broj vijabilnih ¢elija odredivan je kolorimetrijskim MTT testom i prikazan
na grafikonu kao X+SD (grafikon 5.1).

Morfoloski izgled kulture ¢elija kojima su dodata vlakna u razli¢itim koncentracijama,
kao 1 rezultati kalorimetrijskog MTT-a, pokazali su da se broj vijabilnih ¢elija nije statisticki
znacajno promenio u zavisnosti od vrste i koncentracije prisutnih vlakana, 24 sata nakon

dodavanja vlakana u medijum za ¢elijsku kulturu.
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Grafikon 5.1. Relativna vijabilnost ¢elija humanih fibroblasta kontinuirane ¢elijske linije MRC-5 u
prisustvu karbonskih vlakana, procenjena kalorimetrijskim MTT.

5.2.2. Efekat karbonskih vlakana na delijsku adheziju u kulturi kontinuirane celijske
linije humanih fibroblasta MRC-5
Potencijalni efekat modifikovanih karbonskih vlakana na adheziju ¢elija analiziran je u
3D strukturama formiranim u Matrigelu, ekstraktu bazalne membrane (slika 5.2). Kao $to je
prikazano na slici, MRC-5 ¢elije su adherirale i za kiselo- i bazno- modifikovana vlakna oko
kojih su formirale tzv. ,,Celijski omotac. Sli¢no su se ponasale i ¢elije u odnosu na standardna

vlakna.
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KISELA VLAKNA BAZNA VLAKNA

Slika 5.2. Efekat prisustva karbonskih vlakana u kulturi kontinuirane ¢elijske linije humanih fibroblasta
MRC-5, na ¢elijsku adheziju.

Prikazane su reprezentativne fotografije 3D struktura formiranih u Matrigelu 72 sata nakon zasejavanja
¢elija humanih fibroblasta MRC-5 linije.

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da ne postoji statisticki znacajna razlika
u stepenu citotoksi¢nosti izmedu modifikovanih (,,kiselih“ i ,baznih*) i standardnih vlakana,
koja je u ovom eksperimentu procenjivana na osnovu testa vijabilnosti ¢elija (kalorimetrijskog
MTT-a) i testa Celijske adhezije (trodimenzionalna/3D kultivacija c¢elija u Matrigel-u) na

humanim fibroblastima kontinuirane ¢elijske linije MRC-5.

5.2.3. Efekat karbonskih vlakana na vijabilnost i funkciju éelija humane makrofagne
linije U937
Vijabilnost ¢elija humane makrofagne linije U937 u prisustvu razli¢ite koncentracije
karbonskih vlakana u kulturi (125 pg/ml, 250 ug/ml i 500 pug/ml medijuma) prikazana je u tabeli
5.2.
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Tabela 5.2. Vijabilnost ¢elija humane makrofagne linije U937 u prisustvu karbonskih vlakana.

Tip karbonskih

Relativna vijabilnost

Relativna vijabilnost

Relativna vijabilnost

vlakana (KV) (%) (%) (%)
500pg/ml 250pg/ml 125pg/ml
Standardna KV 36,4+7,3%** 89,1+3,7* 98,2+3,9
Tretirana kiselinom 27,1+£4,6%** 82,144 2%* 95,1+6,6
Tretirana bazom 22,244, 0% %% @ 76,3+4,9%* 2 94,0+5,1

zajednicka kontrola :103.1+4.9
*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0.001 u odnosu na kontrolu,
#=p<0,05 u odnosu na standardna vlakna
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Grafikon 5.2. Vijabilnost ¢elija humane makrofagne linije U937 nakon dodavanja u kulturu 125 pg/ml
standardnih, kiselih ili baznih karbonskih vlakana.
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Grafikon 5.3. Vijabilnost ¢elija humane makrofagne linije U937 nakon dodavanja u kulturu 250 ug/ml
standardnih, kiselih ili baznih karbonskih vlakana

Zajednicka kontrola :103.1£4.9; *=p<0,05; **=p<0,01; *=p<0,05 u odnosu na kontrolu; a=p<0,05 u

odnosu na standardna vlakna
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Grafikon 5.4. Vijabilnost ¢elija humane makrofagne linije U937 nakon dodavanja u kulturu 500 pg/ml
standardnih, kiselih ili baznih karbonskih vlakana.

Zajednicka kontrola :103.1+4.9;
***=p<0.001 u odnosu na kontrolu; *=p<0.05 u odnosu na standardna vlakna
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Slika 5.3. Izgled humanih makrofaga ¢éelijske linije U937 na invertnom mikroskopu, u prisustvu 250 pg
karbonskih vlakana.

A — kontrola, U937 48h nakon ispiranja 40x1; B — U937 sa dodatih 250 ug standardnih KV, 48h nakon
ispiranja 20x4; C — U937 sa dodatih 250 ug kiselih KV, 48h nakon ispiranja 40x3; D — U937 sa dodatih
250 pg kiselin KV, 48h nakon ispiranja 20x2; E — U937 sa dodatih 250 pg kiselin KV, 48h nakon
ispiranja 40x4; F — U937 sa dodatih 250 ug baznih KV, 48h nakon ispiranja 20x1; G — U937 sa dodatih
250 pg baznih KV, 48h nakon ispiranja 40x1.
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Relativna vijabilnost ¢elija bila je veoma sli¢na kontrolnim vrednostima i nepromenjena
u kulturama humane makrofagne linije U937, nakon dodavanja 125 ug/ml karbonskih vlakana,
bilo da se radilo o standardnim vlaknima (98,2+3,9%), ili vlaknima tretiranim kiselinom
(95,146,6) ili bazom (94,0+5,1) (tabela5.2 i grafikon 5.2), u odnosu na kontrolne vrednosti.

Medutim, dodavanjem vlakana u koncentraciji od 250 ug/ml ili 500 pg/ml, dolazi do
statisticki znacajnog linearnog smanjenja relativne vijabilnosti ¢elija u kulturama sa dodatim
standardnim, kiselim ili baznim karbonskim vlaknima, s tim §to vijabilnost ¢elija generalno
rapidno opada nakon primene vlakana u koncentraciji od 500 ug/ml (tabela 5.2 i grafikoni 5.3 i
5.4) u odnosu na kontrolne vrednosti. Uo€ljivo je da do najvec¢eg smanjenja vijabilnosti humanih
makrofaga linije U937 prilikom primene vlakana u koncentraciji od 250 i 500 ug/ml, dolazi
nakon dodavanja baznih, potom kiselih i na kraju standardnih karbonskih vlakana. Tako je npr.
vijabilnost makrofaga nakon dodavanja 250 upg/ml baznih vlakana 76,3+4,9%, a nakon
dodavanja 500 pg/ml istog tipa vlakana svega 22,2+2,4%. Smanjenje vijabilnosti statisticki je
znacajno za svaku grupu vlakana kod obe primenjene doze u odnosu na kontrolne vrednosti, a u
pogledu baznih karbonskih vlakana i u odnosu na standardna vlakna (tabela 5.2, slika 5.3).

Rezultati internalizacije karbonskih vlakana u kulturama humane makrofagne linije
U937, prikazani su u tabeli 5.3, na grafikonu 5.5. i na slici 5.4. Analizirane su nativne kulture, a
prikazani su rezultati za koncentraciju vlakana od 250 pg/ml kulture. Statisticki znatno veci broj
makrofagnih celija fagocitovao je vlakna tretira bazom (34,9+3,8%), u odnosu na fagocitozu
standardnih karbonskih vlakana (17,3+4,7%), pri ¢emu je postojala i statisti¢ki znacajna razlika

izmedu broja Celija sa fagocitovanim partikulama baznih karbonskih vlakana u odnosu na kisela,

u korist baznih vlakana (34,9+3,8% : 22,3+4,9%; p<0,05).

Tabela 5.3. Internalizacija karbonskih vlakana u kulturama humane makrofagne linije U937.

Tip karbonskih vliakna (KV) % ¢éelija sa fagocitovanim partikulama
Standardna 17,3+4,7

Tretirana kiselinom 22.,3+4,9

Tretirana bazom 34,943 8%* 2

Napomena: Prikazani su rezultati analiziranih kultura sa 250 pg/ml KV.
**=p<0.01 u odnosu na standardna vlakna; ®=p<0.05 u odnosu na vlakna tretirana kiselinom
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Grafikon 5.5. Makrofagne ¢elije iz kulture U937 sa fagocitovanim partikulama karbonskih vlakana
dodatih u kulturu.

Napomena: Prikazani su rezultati analiziranih kultura sa 250 pg/ml KV.
**=p<0.01 u odnosu na standardna vlakna; a=p<0.05 u odnosu na vlakna tretirana kiselinom

Slika 5.4. Izgled makrofaga iz kulture U937 sa fagocitovanim partikulama karbonskih vlakana dodatih u
kulturu. Citospin preparati obojeni po May-Griinwald — Giemsa.

A — U937, kontrola, nakon ispiranja 40x1; B — U937, 250 pg standardnih KV, nakon ispiranja 40x3; C —
U937, 250 g kiselih KV, nakon ispiranja 40x1; D — U937, 250 pg baznih KV, nakopn ispiranja 40x2.
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Koncentracije citokina TNF-a, IL-1B, IL-6 i IL-8 u supernatantima kultura humane
makrofagne linije U937 tretirane karbonskim vlaknima u koncentracijama 125 i 250 [Jg/ml,

prikazane su u tabeli 5.4 i grafikonima 5.7 do 5-12.

Tabela 5.4. Koncentracija citokina TNF-a., IL-18, IL-6 i IL-8 u supernatantima kultura humane
makrofagne ¢elijske linije U937 tretirane karbonskim vlaknima

Tip vlakna koncentracija TNF-a*
Kontrola 2980401 108432 65+14 206+43
Standardna 250 pg/ml 3004+286 75+£8%* 564+T78*** 795+106%**
125 pg/ml 4325+488* 165+21 43+7 114+23*
Tretirana kiselinom 250 pg/ml 14104+277%* 97+5 6+5% % 1 1£8%#% K
125 pg/ml 4215+422* 170£21%* 0234]123%** 1437+£311%**
Tretirana bazom 250 pg/ml 277+£182%%% € 113£12"7 27+9%* 16x7%%%!
125 pg/ml 23954304 2% 78+10%°  944+116%** 5757k 0N

aVrednosti su date kao pg/ml

*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001 u odnosu na kontrolu

a=p<0,05 u odnosu na KV tretirana kiselinom; b=p<0,05 u odnosu na standardna KV; c=p<0,01 u odnosu
na KV tretirana kiselinom; d=p<0,05 u odnosu na KV tretirana kiselinom; e=p<0,05 u odnosu na
standardna KV; f=p<0,05 u odnosu na standardna KV; g=p<0,01 u odnosu na KV tretirana kiselinom;
h=p<0,001 u odnosu na standardna KV; i=p<0,001 u odnosu na standardna KV; k=p<0,001 u odnosu nha
standardna KV.

Rezultati su pokazali pove¢anu koncentraciju proinflamatornih citokina TNF-a i IL-13 u
supernatantima kulture humanih makrofaga linije U937 nakon dodavanja standardnih ili kiselih
vlakana u koncentraciji od 125 pg/ml u odnosu na kontrolne vrednosti, dok je dodavanje baznih
vlakana u istoj koncentraciji uslovilo smanjenu produkciju ovih citokina u odnosu na vrednosti
za kisela i bazna vlakna (tabela 5.4 i grafikoni 5.6 i 5.7). U istoj koncentraciji, standardna vlakna
su dovela do statisticki beznacajnog smanjenja IL-6 i statistiCki znacajnog smanjenja 1L-8, a
kisela i bazna vlakna do izrazitog visoko statisticki znaCajnog povecanja produkcije
proinflamatornih citokina IL-6 i IL-8 iz humanih makrofaga celijske linije U937 u odnosu na

kontrolne vrednosti. Pri tome, vlakna tretirana kiselinom bila su snazniji stimulator produkcije
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IL-8 iz makrofaga u odnosu na vlakna tretirana bazom, dok u odnosu na produkciju IL-6 nije
bilo razlike u stepenu stimulacije produkcije ovog citokina izmedu kiselih i baznih vlakana

(tabela 5.4 i grafikoni 5.8 1 5.9).

TNF-a IL-18
125 pg/ml 125pg/ml

6000 250
S000

" " 200
4000 *

150
3000 - 2 b
2000 - ' 100
1000 50
[V T T T (1] T T T
Kontrola Standardna Tretirana  Tretirana Kontrola Standardna Tretirana Tretirana bazom
kiselinom bazom kiselinom

Grafikoni 5.6 (levo) i 5.7 (desno). Koncentracija TNF-a. i IL-1b u supernatantu kulture humanih
makrofaga linije U937, nakon dodavanja 125 mg/ml standardnih, kiselih ili baznih KV.

*=p<0,05 u odnosu na kontrolu; a=p<0,05 u odnosu na KV tretirana kiselinom; b=p<0,05 u odnosu na
standardna KV

IL-6 IL-8
125pg/ml 125pg/ml
1200 2000
1000 T k% T Rk T * % %
1500
BOO
600 1000 ¥%% ab
400 ’
500
o T . e o _— ; o : :
Kontrola Standardna Tretirana Tretirana bazom Kontrola Standardna Tretirana Tretirana bazom
kiselinom kiselinom

Grafikoni 5.8 (levo) i 5.9 (desno). Koncentracija IL1-6 i IL-8 u supernatantu kulture humanih makrofaga linije
U937, nakon dodavanja 125 mg/ml standardnih, kiselih ili baznih karbonskih vlakana.

*=p<0,05 u odnosu na kontrolu; ***=p<0,001; a=p<0.01 u odnosu na istu koncentraciju KV tretiranih kiselinom;
b=p<0,001 u odnosu na istu koncentraciju standardnih KV
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Rezultati koncentracije ispitivanih citokina nakon dodavanja standardnih, kiselih ili
baznih vlakana u koncentraciji od 250 pg/ml u kulture humanih makrofaga celijske linije U937,
znatno su se razlikovali u odnosu na efekte koje su izazivala KV dodata u koncentraciji od 125
ug/ml. Vrednosti koncentracija IL-1B bile su vrlo sli¢ne kontrolnim vrednostima ukoliko se
dodaju KV ma koje vrste u koncentraciji od 250 ug/ml. Ipak, sa niskom znacajnos¢u (p<0,05),
standardna vlakna su smanjivala produkciju ovog interleukina u odnosu na kontrolne vrednosti
(75+8 pg/ml : 108+32 pg/ml), a bazna povecavala, pri ¢emu je postojala niska statisticka
znacajnost izmedu vrednosti koncentracije ovog interleukina pri primeni baznih vlakana u

odnosu na standardna (113+12 pg/ml : 75+8 pg/ml, p<0,05) (tabela 5.4 i grafikon 5.10).

IL-18
250pg/ml
160
140
a
120
100 F
E'3
a0 T
=10
40
20
0 T T
Kontrola Standardna Tretirana Tretirana barom
kiselinom

Grafikon 5.10. Koncentracija IL-1 u supernatantu kulture humanih makrofaga linije U937, nakon
dodavanja 250 ug/ml standardnih, kiselih ili baznih karbonskih viakana.
*=p<0,05 u odnosu na kontrolu; a=p<0,001 u odnosu na primenu iste koncentracije standardnih KV.

Medutim, produkcija IL-6 i IL-8 snazno je stimulisana pod uticajem standardnih
karbonskih vlakana u koncentraciji od 250 pg/ml, a visestruko inhibirana nakon dodavanja
kiselih ili baznih vlakana u istoj koncentraciji, u odnosu na kontrolne vrednosti. Sve razlike bile
su statisticki visoko znacajne. Takode, postojala je statisticka znacajnost razlika izmedu
koncentracije 1L-8 uslovljene primenom baznih i kiselih vlakana u odnosu na standardna
karbonska vlakna (tabela 5.4 i grafikoni 5.11 i 5.12).
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Sto se ti¢e koncentracije TNF-a, standardna karbonska vlakna u koncentraciji od 250 pg/
ml nisu dovela do promene koncentracije ovog citokina u supernatantu humane makrofagne
¢elijske linije U937 u odnosu na kontrolne vrednosti, dok su kisela, a naroCito bazna vlakna u
istoj koncentraciji, dovela do smanjenja koncentracije ovog citokina; pri tome, smanjenje
sekrecije u prisustvu baznih vlakana desetostruko je bilo manje u poredenju sa kontrolnim

vrednostima (tabela 5.4 i grafikon 5.13).

IL-6 IL-8
250pg/ml
250pg/mi 0
kK %
700 *FE soo
500 T 800
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Kontrola Standardna Tretirana Tretirana bazom o |
kiselinom Kontrola Standsrdna  Tretirsna kiselinom Tretirana bazam

Grafikoni 5.11 (levo) i 5.12 (desno). Koncentracije IL-6 i IL-8 u supernatantu kulture humanih makrofaga
U937, nakon dodavanja u kulturu 250 ug/ml standardnih, kiselih ili baznih karbonskih vlakana.
**=p<0,01 u odnosu na kontrolu; ***=p<0,001 u odnosu na kontrolu;
a=p<0,001 u odnosu na standardna karbonska vlakna.
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Grafikon 5.13. Koncentracija TNF-o u supernatantu kulture humanih makrofaga linije U937, nakon
dodavanja u kulturu 250 pg/ml standardnih, kiselih ili baznih karbonskih viakana.
**=p<0,01 u odnosu na kontrolu; ***= p<0,001 u odnosu na kontrolu.
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5.3.  NUKLEARNA MAGNETNA REZONANCA IMPLANTIRANE ZONE

Nuklearnom magnetnom rezonancom (NMR) pracena je pozicija impalantata u tkivu i
reakcija okolnog tkiva, na osnovu koje se mogla procenjivati biokompatibilnost. Implantati ne
daju signal na magnetnoj rezonanci jer nemaju pokretne atome vodonika. Stepen reakcije tkiva
neposredno uz sam implantat, kao i eventualne promene signala tkiva oko implantata uocavale su
se u vidu promene intenziteta signala — hipointenzivnog ili hiperintenzivnog. Promena jadine
signala zavisi od koli¢ine vodonikovih jona u tkivu, tako da se moze kontrolisati reakcija
okolnog tkiva na implantat, kao i stepen te reakcije. Rezultati ispitivanja NMR poredeni su sa
rezultatima histopatoloske analize uzoraka tkiva dobijenih nakon Zrtvovanja zivotinja.

Zivotinje su za potrebe pregleda pripremljene na nacin opisan u poglavlju Materijal i
metode. Pregled Zivotinja nuklearnom magnetnom rezonancom (slika 5.3) raden je 1, 2, 3. i 4.
nedelje nakon operativnog zahvata, na aparatu 1.5 T imager (Avanto, Siemens, Nemacka),
komercijalnom zavojnicom za koleno. Koris¢ene su pretezno dve MRI (ebgl. Magnetic
Resonance Imaging) sekvence, Turbo spin echo TIW (TR =820 ms, TE =11 ms ) i T2W (TR =
8620 ms, TE = 81 ms), kao i sekvence za optimizaciju protokola snimanja, T2W TrueFISP, T2W
SPACE, i TIW FLASH.

Slika 5.3. Postupak pracenja NMR zone implantacije kod kunica.
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Slika 5.4. MR T1W slike gel-fantoma, longitudinalni slajs, A. netretiranih vlakana, B. vlakana tretiranih
kiselinom, i C. vlakana tretiranih bazom.

Slika 5.5. MR T2W slike gel fantoma, longitudinalni slajs, A. netretiranih vlakana, B. vlakana tretiranih
kiselinom, i C. vlakana tretiranih bazom.

Na osnovu rezultata dobijeninh posmatranjem gel-fantoma (slika 5.5), ¢ini se da
modifikacije povrSine implantata nemaju uticaj na izgled NMR-slike, jer su dimenzije praznine
signala u sustitni iste kod sve tri vrste implantata. Treba istac¢i da izgled implantata na NMR ne
oslikava stvarne dimenzije implantata. Magnetna osetljivost artefakata povecava prazninu
signala, tako da je razlika izmedu pre¢nika NMR implantata i njihove stvarne veli¢ine razli¢ita
za oko 10%. Promena povrSine implantata nema nikakav efekat na njihov prikaz na NMR, s
obzirom da to zavisi od grupne osetljivosti izmedu implantata i okolnih medija.

Reakcija tkiva i stanje implantata od karbonskih vlakana tretiranih kiselinom (CI-A), ili
bazom (CI-B) u misi¢u (i.m.) ili potkoznom tkivu/ supkutano (s.c.), 7. dana nakon implantacije
prikazani su na slici 5.6.
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CI-A
CI-B

CI-B CI-B CI-A CI-A CI-B CI-B CI-A CI-A

Slika 5.6. NMR kunica sa implatiranim CI-A i CI-B u misi¢ ili potkozno tkivo
7. dana nakon operativnog zahvata.

AiB-TIW i T2W slike istog preseka sa intramuskularnim i potkoznim implantatima. C-T1W slika
potkoznih implantata (levo—CI-B, desno— CI-A).

Slika 5.6A i B pokazuje vidljivost sva 4 implantata — CI-A-i.m., CI-A-s.c., CI-B-i.m. i
Cl-B-s.c. Iako se sva Cetiri implantata mogu prikazati na jednom NMR preseku, zbog
nedovoljnje preciznosti pristupilo se daljoj analizi (slika 5.6C). Implantati su bolje nazna¢eni na
slikama T1W nego na slikama T2W (poredenje slika A i B). Isto tako, izgled implantata je
promenljiv u zavisnosti od preseka, i kre¢e se od okruglog oblika, do spljostenog (CI-B-i.m.), $to
moze biti posledica operativne tehnika implantacije. Najvaznije oblasti povecanja intenziteta
signala (hiperinenzivno, u poredenju sa normalnim misi¢nim tkivom), nalaze se oko implantata u
misi¢u na T2W slici (slika 5.6B). Hiperinteizivna mesta na T2W slikama pokazuju edematozno
ili inflamirano tkivo koje moze biti posledica traume nastale tokom hirurSke intervencije, ili
inflamatorne reakcije tkiva na implantat. Ovo nije vidljivo na T1W slikama s obzirom da voda
ima niZi stepen intenziteta na ovim slikama.

Reakcija miSi¢nog tkiva na implantate od kiselih i baznih karbonskih vlakana u
misi¢nom tkivu u toku perioda pracenja 7,14 i 21. dana nakon implantacije, prikazana je na
slici 5.7. Na sklici 5.8. prikazana je reakcija tkiva na potkoZnu implantaciju istih vrsta
vlakana u istom periodu pra¢enja. Obe kompozitne slike odnose se na T2W MR. Treba primetiti
da je nemoguce snimiti identian slajs svakog narednog snimanja zbog razli¢itog polozaja
zivotinje pri svakom pregledu NMR.

Na slici 5.7. vidi se hiperintenzivno podruc¢je na mestu intramuskularne implantacije CI-
A'i CI-B vlakana. Hiperintenzivno podrucje se zadrzava oko CI-A-i.m. implantata do 21. dana,

dok se blago gubi oko CI-B-i.m. implantata, osim na njegovoj neposrednoj povrsini.
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Slika 5.7. Longitudinalne T2W MR slike odgovora misi¢nog tkiva na implantate
7, 14.1 21. dana nakon implantacije.

Slika 5.8. Longitudinalne T2W MR slike odgovora potkoznog tkiva na implantate
7, 14.1 21. dana posle implantacije.

Reakcija potkoZnog tkiva na implantate od kiselih i baznih karbonskih vlakana 7, 14. i
21. dana (slika 5.8) je manje-vise sli¢na reakciji misi¢nog tkiva, ali je manjeg intenziteta. Razlika
u reakciji tkiva na CI-A i CI-B implantate je takode manje izrazena u poredenju sa
intramuskularnim implantacijama. Progresija hiperintenzivnog podrué¢ja oko CI-A implanta je

jasno vidljiva sve do 21. dana pracenja.
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CI-s Cl-s CI-S CI-s CI-s CI-s CI-s CI-s

Slika 5.9. NMR kunica sa potkozno implantiranim standardnim vlaknima (CI-S),
7,14, 21. i 28. dana nakom operativnog zahvata.

Sekvence: A —T1W i B-T2W slike istog preseka.

CI-S CI-S CI-S [od -

Slika 5.10. NMR kuni¢a sa intramuskularno implantiranim standardnim vlaknima (CI-S),
7,14, 21. i 28 dana nakon operativnog zahvata.

Sekvence: A —T1W i B — T2W slike istog preseka.
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Cl-B

Slika 5.11. Longitudinalne T2W MR slike odgovora potkoznog tkiva na implantate CI-B i CI-A,
7,14, 21. i 28. dana posle implantacije

A — reakcija tkiva na CI-B implantate; B — reakcija tkiva na CI-A implantate.

—F7

Slika 5.12. Longitudinalne T2W MR slike odgovora mi$i¢nog tkiva na implantate CI-B i CI-A,
7,14, 21. i 28 dana nakon implantacije.

A- reakcija miSi¢nog tkiva na CI-B implantate; B- reakcija misi¢nog tkiva na CI-A implantate.

Slike 5.9 1 5.10 prikazuju MR kunica sa potkozno (slika 5.9) ili intamuskularno (slika

5.10) implantiranim standardnim karbonskim vlaknima u sva €etiri termina pracenja — 7,14,
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21. 1 28. postoperativnog dana. Sa slika se vidi da je reakcija miSi¢nog i potkoznog tkiva na
implantirana standardna karbonska vlakna vrlo slicna ve¢ prikazanoj reakciji tih tkiva na
implantirana bazna karbonska vlakna i da se hiperintenzivna zona oko implantata redukuje
progresivno sa protokom vremena posle operacije.

Sli¢no prethodnim slikama, slike 5.11 i 5.12 pokazuju NMR kunica sa potkozno (slika
5.11) ili intramuskularno (slika 5.12) implantiranim baznim i Kiselim karbonskim vlaknima
u sva Cetiri termina pracenja — 7, 14, 21. i 28. postoperativni dan. Hiperintenzivna zona oko
Cl-A-i.m. implantata je jaca u odnosu na istu oko CI-B-i.m. implantata, ali se redukuje
progresivno sa protokom vremena posle operacije.

Kontrastno snimanje NMR je poboljsalo ovaj pregled i potvrdilo nalaze dobijene

konvencionalnim snimanjem NMR (slike 5.13 i 5.14).

Slike 5.13. NMR slike bez kontrasta (levo) i sa kontrastom (desno), kod subkutane aplikacije kiselih i

baznih KV, 21. postoperativhog dana

Kontrast poboljsava vidljivost reakcije tkiva 21. dana nakon implantacije.
levo- T1W slike pre i.v. davanja kontrastnog sredstva (priblizno isti slajs kao T2W slika na slici 5.8).
desno —slika T1W posle aplikacije kontrasta.

Verovatno najbolja metoda za procenu inflamacije i demonstraciju razlika u reakciji tkiva
izmedu CI-B i CI-A implantata u ovom radu bila je metoda intravenske aplikacije kontrastnog
sredstva (v. auricularis) koji smo upotrebili 21. dana nakon operacije. Kontrastno sredstvo
bazirano je na gadolinijum-kompleksu, intravaskularnom ekstracelularnom sredstvu,

napravljenom da ograni¢i podrucja pojacane propustljivosti krvnih sudova. Podrucja inflamacije
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su generalno hipointenzivna u poredenju sa okolnim tkivom na TIW slici NMR, osim u
slu¢ajevima nastale hemoragije gde oksihemoglobin iz eritrocita moze dati blago hiperintenzivnu
sliku (slika 5.14A). Nakupljanje kontrasta u pojedinim tkivima je znak loSe prokrvljenosti koja
se detektuje na postkontrastnoj slici TIW kao zona signala jakog intenziteta, posto gadolinijum
znacajno pojacava T1 relaksaciju zbog paramagnetickog efekta. Posledicno, Siroko polje
pojacanog signala oko CI-A-i.m. implantata ukazuje na jacu inflamaciju oko implantata, dok
nesto manje podruc¢je oko CI-B-i.m. implantata ukazuje na nesto slabiju reakciju lokalizovanu
pretezno na povrsini implantata. Reakcija potkoznog tkiva oko implantata je u sustini ista, jace
izrazena reakcija oko CI-A implantata i nesto slabija reakcija oko CI-B implantata (slika 5.14 i
5.15).

Cl-B

Slika 5.14. Slike misi¢a (A) i1 potkoznog tkiva (B) —sa im-
plantiranim KV (T1W slike) pre i.v. davanja kontrasnog
sredstva.

Slika 5.15. Kontrast poboljsava vidljivost reakcije potkoznog (D) i misi¢nog tkiva (C) nakon
implantacije karbonskih vlakana.

C (misi¢) i D (potkozno) — T1W slike nakon i.v. davanja kontrastnog sredstva.
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5.4. PASTOHISTOLOSKA I MORFOMETRIJSKA ISPITIVANJA

U poglavlju Materijal i metode opisan je postupak numerickog ocenjivanja parametara

koji se uzimaju u obzir prilikom izraCunavanja indeksa iritacije tkiva (iritacioni indeks, Irl)

ukoliko se karbonska vlakna implantiraju potkozno ili ukoliko se implantiraju intramuskularno.

U tabelama 5.5 1 5.6 date su zbirne vrednosti Irl za potkozno i miSi¢no tkivo prilikom

implantacije sva tri tipa karbonskih vlakana — standardnih, kiselih i baznih, u svim posmatranim

terminima eksperimenta — 7, 14, 21. i 28. dana nakon operacije.

Tabela 5.5. Tkivni iritacioni indeks (Irl) kod supkutane aplikacije karbonskih vlakana.

Tkivni iritacioni indeks kod supkutane aplikacije KV

7. dan*
Standardna KV* 4,00+0,89
Kontrola 0,83+98
Kisela KV 5,17+2,04
Kontrola 1,17+1,47
Bazna KV 3,50+1,52
Kontrola 0,67+1,03

X £SD
14. dan 21. dan
5,17+1,94 7,67£1,37
0,50+0,55 0,83+0,41
3,83+0,98 9,67+£2,25
0,50+0,84 0,33+0,52
3,3340,52 5,67+£1,03
0,50+0,55 0,83+0,98

28. dan
6,00+1,67
0,33+0,52
6,00£1,26
0,50+0,55
6,33+1,97
0,33+0,52

*U svakoj grupi, u svakom od ispitivanih termina, bilo je po 6 tkivnih uzoraka; medusobno su poredeni
uzorci iz implantirane zone i kontrolni uzorci zdravog tkiva.

Tabela 5.6. Tkivni iritacioni indeks kod intramuskularne aplikacije karbonskih vlakana.

Tkivni Irl kod intramuskularne aplikacije KV

7. dan
Standardna KV 5,17+0,75
Kontrola 0,17+0,41
Kisela KV 11,50+2,35
Kontrola 0
Bazna KV 6,17+0,98
Kontrola 0

X £SD
14. dan 21. dan
6,17+0,75 5,17+1,72
0 0,17+0,41
4,33+1,03 8,00+2,37
0 0
5,67+1,86 5,83+1,17
0 0

28. dan
4,33+0,82
0,33+0,52
7,33+£2,16

0
6,50+2.07
0

*U svakoj grupi, u svakom od ispitivanih termina, bilo je po 6 tkivnih uzoraka; medusobno su poredeni
uzorci iz implantirane zone i kontrolni uzorci zdravog tkiva.

Primer protokola za prac¢enje Irl potkoznog tkiva i Irl miSiénog tkiva prilikom

implantacije odgovarajuceg karbonskog vlakna prikazan je u tabelama 5.7 i 5.8.
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Tabela 5.7. Rezultati odgovora tkiva subkutisa na implantaciju standardnih karbonskih vlakana.

Standardna karbonska vlakna implantirana u subkutis

7. postimplantacioni dan

14. postimplantacioni dan

Koment.

Reakcija / n.0.*

17/15

117/15

1117/15

1.7z

5D7

6D7

IV7/15

\V/7/15

VI17/15

2.7z

D7

8D7

EPITEL

Normalni, intaktni.................. 0
Celijska degeneracija............. 1
Metaplazija .........cccccceverueenenn, 2
Fokalna erozija...................... 3
Generalizovana erozija.......... 4

0

0

0

0

0

0

0

0

LEUKOCITNA INFILTR.

(na velikom uvelicanju)
Odsutna...........coevevenennnn. 0
Minimalna (do 25)................ 1
Blaga (26-50) .......ccccevrvennee 2
Umerena (51-100)............. 3
Izrazita (>100) ................. 4

VASKULARNA KONGEST.

Odsutna................ooeennnn. 0
Minimalna........................ 1
Blaga ........ccooiviiiiiiin 2
Umerena.........ocooevvvvennn... 3

Izrazita, s pucanjem krv. s.....4

EDEM
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TKIVNI IRITACIONI 3 5 5 3 4 4 4 9 4 4 5 4
INDEKS
Fragmentracija vlakana
Odsutna..............coevennnne 0 0
Minimalna....................... 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Umerena.........cooeveenvne 2 2
Izrazita.............coovvennnn. 3
Fagocitoza vlakana od strane
makrofaga
Odsutna...........coceeeeninnn 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Prisutna.......................... 1
Standardna karbonska vlakna implantirana u subkutis
21. postimplantacioni dan 28. postimplantacioni dan Koment.
Reakcija/n.o.* V7, | v/ | I1X7/ | 3.7z | 9D7 | 10D7 X7/ X171/ X7 4.7z* 11D7 | 12D7

15 15 15 13 13 13 15 15 /15 13 13
EPITEL
Normalni, intaktni.................. 0 0 0 0 0 0 0 0
Celijska degeneracija............. 1
Metaplazija........cc.ccocevvrvrnnnns 2
Fokalna erozija .........ccccvneene. 3
Generalizovana erozija.......... 4
LEUKOCITNA INFILTR.
(na velikom uvelicanju)
Odsutna .........oevvvvvviinnnnn 0 1 1 1 1 1 1
Minimalna (do 25)................. 1 2 2 2 2
Blaga (26-50) ......ccceovverivnnes 2
Umerena (51-100).............. 3 3
Izrazita (>100) .................. 4
VASKULARNA KONGEST.
Odsutna...........ccooevvnnnnnn 0
Minimalna....................... 1 1 1 1 1
Blaga .....cooovviiiiiii 2 2 2
Umerena.........cooeeevvennnnnnn. 3 3 3 3 3 3
Izrazita, s pucanjem krv. s. ...4
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EDEM

10

Odsutan...........cooevveennnn. 0
Minimalan..................... 1
Blag......ccooiiiiiiin. 2
Umeren........oooovvvvivnnnnn. 3
Izrazit................coeinl. 4
KAPSULA
Odsutna...........ooevvvennn.n. 0
Minimalna...................... 1
Tanka..............cooeviininnn 2
Umereno debela............... 3
Debela.........ccovvvnnii 4
TKIVNI IRITACIONI
INDEKS

Fragmentracija vlakana
Odsutna ...........c.oceeeeenn.. 0
Minimalna...................... 1
Umerena............oouvvennn... 2
Izrazita............ccoovennnno 3
Fagocitoza vlakana od strane
makrofaga
Odsutna...........ccovvnvnn.. 0
Prisutna......................... 1

n.o. numericko ocenjivanje
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Tabela 5.8. Rezultati odgovora misi¢nog tkiva na implantaciju standardnih karbonskih vlakana.

Standardna karbonska vlakna implantirana u misi¢
7. postimplantacioni dan 14. postimplantacioni dan Koment.
Reakcija/ n.o.* 15/15 | 115/15 | 1115/15 | 1.5z | 5D7 | 6D5 | IV5/15 | V5/15 | VI5/15 2.5z 7D5 8D5

MISIC
Normalni, intaktni 0
Degeneracija, fokalna 1 1 1 1 1 1

opsezna 2 2 2 2 2 2
Nekroza, fokalna 3 3 3

opsezna 4
LEUKOCITNA INFILTR.
(na velikom uveli¢anju)
Odsutna 0
Minimalno (do 25)................ 1 1 1 1 1 1 1
Blago (26-50) 2 2 2 2 2
Umereno (51-100)............ 3 3 3
Izrazito (>100) 4
VASKULARNA KONGEST.
Odsutna 0
Minimalna...................... 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
Blaga ...l 2 2 2
Umerena.............o.evennnns 3
Izrazita, s pucanjem krvnih s.
EDEM
Odsutan............c.ceevnnne 0 0
Minimalan....................... 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Blag....ccoooviiiiii 2 2
Umeren...........ceevvvininne 3
Izrazit............ooooeiininn. 4
KAPSULA
Odsutna...............ceeuennn, 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Minimalna...................... 1
Tanka..............ocooeeeiininns 2
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Umereno bebela................ 3
Debela..........ccooeeiininni. 4
TKIVNI IRITACIONI 6 5 4 6 5 5 7 6 5 6 6 7
INDEKS
Fragmentracija vlakana
Odsutna 0
Minimalna...................... 1 1 1 1 1
Umerena.............o.euvennnns 2 2 2 2 2 2 2 2
Izrazita..................oooeii 3 3
Fagocitoza vlakana od strane
makrofaga
Odsutna 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Prisutna 1 1 1 1 1
Standardna karbonska vlakna implantirana u mi$i¢
21. postimplantacioni dan 28. postimplantacioni dan Koment.
Reakcija/ n.o.* VII5/ | VIHI5/ | IX5/ | 25z | 9D5 | 10D5 X5/ XI5/ XI5 3.5z* 11D5 | 12D5
15 15 15 13 13 13 15 15 /15 13 13

MISIC
Normalni, intaktni 0 0
Degeneracija, fokalna 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

opsezna 2 2
Nekroza, fokalna 3

opsezna 4
LEUKOCITNA INFILTR.
(na velikom uvelic¢anju)
Odsutna 0
Minimalna (do 25)................. 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Blaga (26-50) 2 2 2 2 2
Umerena (51-100).............. 3
Izrazita (>100) 4
VASKULARNA KONGEST.
Odsutna 0 0 0
Minimalna...................... 1 1 1 1 1 1 1 1
Blaga ...............cooeeinil 2 2 2
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Umerena.............cceevvnunnne 3
Izrazita, s pucanjem kr.s. 4

EDEM

Odsutan............oooevvvnnnn. 0
Minimalan..................... 1
Blag......cooooiiiii 2
Umeren.......cooovvvvvvnnnnn. 3
Izrazit........ccoooeiiiiiininn. 4
KAPSULA
Odsutna.........coooevvviinnnnn 0
Minimalna...................... 1
Tanka.......coovviiiiinis 2
Umereno debela................ 3
Debela......ccoovvveiiiiiin. 4
TKIVNI IRITACIONI
INDEKS

Fragmentracija vlakana
Odsutna 0
Minimalna....................... 1
Umerena.............ooeeevenn.. 2
Izrazita.............ooooeiiinnn 3
Fagocitoza vlakana od strane
makrofaga

Odsutna 0
Prisutna 1

*numeric¢ko ocenjivanje
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U numerickom odredivanju iritacionog indeksa potkoznog tkiva ili misi¢énog tkiva,
prilikom subkutane ili intramuskularne implantacije karbonskih vlakana, uvazavali su se brojni
kriterijumi, detaljno opisani u poglavlju ,,Materijal i metode*, i dokumentovani na histoloskim

preparatima prikazanim nize (slike 5.16 do 5.25).

Slika 5.16. Histoloska slika tkiva kod subkutane aplikacije karbonskih vlakana.

U numerickoj oceni iritacionog indeksa potkoznog tkiva prilikom aplikacije karbonskih vlakana,
procenjivani su jacina inflamacije (A i B), stepen edema (B), jaCina vaskularne kongestije i debljina
stvorene fibrozne kapsule oko implantiranix vlakana (C). Posebno je procenjivan i stepen fragmentacije
vlakana (C i D), kao i prisustvo fagocitoze fragmentisanih vlakana od strane makrofaga na mestu
implantacije (C). Bojenje hematoksilin-eozinom (H&E).
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Slika 5.17.

Prisustvo dzinovskih celija tipa oko stranog tela
kod implantiranih karbonskih vlakana u potkozno
tkivo.

H&E, x40.

Slika 5.18.

Prisustvo eozinofila kod subkutane aplikacije kar-
bonskih vlakana.
Eozinofili su oznacent strellicama.

H&E, x63

Slika 5.19.

Histoloski izgled kontrolnog zdravog potkoZznog
tkiva kod Zivotinje sa implantacijom karbonskih
vlakana.

H&E, 10

Slika 5.20.

Histoloski izgled kontrolnog zdravog miSi¢a (m.
latissisus dorsi) kod zivotinje sa implantacijom
karbonskih vlakana.

H&E, 10
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Slika 5.21. Histoloski izgled misi¢nog tkiva kod intramuskularne implantacije kiselih KV.
Kod numeri¢kog odredivanja iritacionog indeksa misSi¢nog tkiva, procenjivani su stepen degeneracije i nekroze
miSi¢nih celija (A-C), stepen vaskularne kongestije (B) i inflamacije (C), kao i drugi patrametri. Osim toga,
registrovan je i ¢elijski sastav inflamatornog infiltrata (B i C), stepen fragmentacije vlakana (A) i njihova fagocitoza
(C) od stgle makrofaga, kao i prisustvo miozitisa u neposrednoj okolini zone implantacije (D). H&E.

Slika 5.22. Kontrolni uzorak zdravog tkiva m. Slika 5.23. Kontrolni uzorak zdravog tkiva m. latis-
latissimus dorsi. simus dorsi.
AZAN trihromsko bojenje. Bojenje po Gordon-Sweetu za retikularna vlakna.
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Slika 5.24. Histoloski izgled misi¢a sa intramuskularno implantiranim standardnim KV.

Prilikom numericke ocene iritacionog indeksa posebna paznja je posvecena odredivanju prisustva i debljine veziv-
notkivne kapsule oko implantiranih vlakana (A i B). Dodatno su procenjivani i fragmentacija vlakana i njihova fa-
gocitoza od strane makrofagnog sistema (C i D). H&E bojenje, A i C; AZAN trihromsko bojenje B; bojenje po
Gordon-Sweetu za retikularna vlakna, D.

Slika 5.25. Histoloski izgled miSi¢nog tkiva kod
implantacije baznih karbonskih vlakana.

Sa preparata obojenih AZAN trihromskim bojenjem
mogao se proceniti stepen fibroplazije (tj. brojnost
fibroblasta u zoni implantacije) i koli¢ina sintetisanih
kolagenih vlakana. AZAN trihronsko bojenje.
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5.4.1. Iritacioni indeks kod implantacije karbonskih vlakana u potkoZno tkivo

Vrednosti iritacionog indeksa kod implantacije standardnih karbonskih vlakana u
potkoZno tkivo eksperimentalnih Zivotinja tokom trajanja eksperimenta prikazani su u tabeli 5.9.
U analizi iritacionog indeksa tkiva primenjena je u okviru generalnog linearnog modela, analiza
varijanse za ponovljena merenja (7,14, 21. i 28. dan). Faktor ,,merenje* imao je 4 gradacije: 1 — 7.
dan, 2 — 14. dan, 3 — 21. dan i 4 — 28. dan. Faktor ,,grupa®“ imao je dve gradacije E —

eksperimentalni uzorci sa implantatom i K — kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.

Tabela 5.9. Prose¢ne vrednosti iritacionih indeksa kod implantacije standardnih vlakana u
potkozno tkivo tokom trajanja eksperimenta, u eksperimentalnim i kontrolnim tkivnim uzorcima

Grupa X SD N
= 4,00 0,89 6
ita:jr;c:]ardna KV K 0,83 0,98 6
: Ukupno 2,42 1,88 12
E 517 1,94 6
ﬂarljdaa:]rdna KV K 0,50 0,55 6
: Ukupno 2,83 2,719 12
E 7,67 1,37 6
g'iar:jdaa:]rdna KV K 0,83 0,41 6
: Ukupno 4,25 3,70 12
E 6,00 1,67 6
g;arljdairdna KV K 0,33 0,52 6
: Ukupno 3,17 3,19 12

*E grupa-eksperimentalni uzorci sa implantatom; K grupa-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata

Analizom varijanse za ponovljena merenja dobijena je visoko statisti¢ki znacajna razlika
u vrednostima iritacionog indeksa supkutisa kod implantacije standardnih karbonskih vlakana po
faktoru ,,merenje* (Fmerenje= 4,658; p = 0,009), po faktoru ,,grupa“ (Fgrpa= 437,765; p < 0,001) i u
interakciji oba faktora (Fmerenje+grupa= 4,571; p = 0,009). Prose¢ne vrednosti iritacionog indeksa
bile su vete u eksperimentalnim uzorcima sa implantiranim standardnim vlaknima, nego u
kontrolnim zdravim uzorcima supkutisa, tokom sva Cetiri merenja. Prose¢na vrednost IrI tkiva sa
implantatom bila je statisti¢ki znacajno veca (p <0,001) u tre¢em (21. dana) nego u prvom
merenju (7. dana). Izmedu ostalih merenja nije dobijena statisticki znacajna razlika. Vrednost Irl
zdravog tkiva bez implantata nije se statisticki zna¢ajno menjala tokom eksperimentalnog perioda

prilikom ma kog merenja (tabele 5.9, 5.10 i 5.11. i grafikon 5.2).
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Tabela 5.10. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa kod implantacije standardnih

vlakana u potkozno tkivo, u etiri merenja tokom eksperimentalnog perioda.

Prosec¢na
Merenje () Grupa (J) Grupa razlika (1-J) p
1 E K 3,167| <0,001
2 E K 4,667| <0,001
3 E K 6,833 <0,001
4 E K 5,667| <0,001

*E grupa-eksperimentalni uzorci sa implantatom; K grupa-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata

Tabela 5.11. Medugrupna poredenja iritacionog indeksa kod implantacije standardnih vlakana u potkozno
tkivo Sidakovim testom unutar grupa, u Cetiri merenja tokom eksperimentalnog perioda.

. . Prosec¢na

Grupa |(I) Merenje | (J) Merenje razlika (1-J) p
2 -1,167 0,409
1 3 -3,667 0,000
E 4 -2,000 0,132
5 3 -2,500 0,083
4 -0,833 0,899
3 4 1,667 0,281
2 0,333 0,996
1 3 0,000 1,000
K 4 0,500 0,988
5 3 -0,333 0,999
4 0,167 1,000
3 4 0,500 0,989

*E grupa-eksperimentalni uzorci sa implantatom; K grupa-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata
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Grupa
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—

Grafikon 5.2.

Prose¢na vrednost Irl potkoznog tkiva kod
implantacije standardnih vlakana tokom trajanja
eksperimenta, u zoni implantacije i kontrolnoj zoni
zdravog tkiva bez implantata (K-zona).

*E grupa — eeksperimentalni uzorci sa implanta-
tom; K grupa — kontrolni uzorci zdravog tkiva bez
implantata.
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Vrednosti iritacionog indeksa kod implantacije kiselih karbonskih vlakana u potkozno
tkivo eksperimentalnih Zivotinja tokom trajanja eksperimenta prikazane su u tabeli 5.12. U
statistickoj analizi Irl tkiva primenjena je, u okviru generalnog linearnog modela, analiza
varijanse za ponovljena merenja (7,14, 21. i 28. dan). Faktor ,,merenje* imao je 4 gradacije: 1 — 7.
dan, 2 — 14. dan, 3 — 21. dan i 4 — 28. dan. Faktor ,,grupa®“ imao je dve gradacije E —

eksperimentalni uzorci sa implantatom i K — kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.

Tabela 5.12. Prosecne vrednosti iritacionih indeksa potkoznog tkiva kod implantacije karbonskih vlakana
tretiranih kiselinom tokom trajanja eksperimenta, u eksperimentalnim i kontrolnim tkivnim uzorcima.

Grupa X SD N

i E 5,17 2,04 6
7K 'Zealr? v K 1,17 1,47 6
' Ukupno 3,17 2.69 12

i E 3,83 0,98 6
g K 50| osd 6
' Ukupno 217 1.95 o
Kisela KV E 9,67 2,25 6
21. dan K 33 0,52 6
Ukupno 5,00 5,12 12

i E 6,00 1,26 6
gésZI:nKV K ,50 0,55 6
' Ukupno 3.25 3.02 o

*E-eksperimentalni uzorci tkiva sa implantatom; K-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.

Tabela 5.13. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa potkoznog tkiva kod
implantacije karbonskih vlakana tretiranih kiselinom wunutar grupa, u Cetiri merenja tokom
eksperimentalnog perioda.

Merenje | (1) Grupa |(J) Grupa raP;rI(i)li;C(rll?J) p

1 E K 4,000 0,003
2 E K 3,333 0,000
3 E K 9,333 0,000
4 E K 5,500 0,000

*E-eksperimentalni uzorci tkiva sa implantatom; K-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.
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Tabela 5.14. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa potkoznog tkiva kod
implantacije karbonskih vlakana tretiranih kiselinom unutar grupa, u éetiri merenja tokom eksperimenta.

Grupa | (I) Merenje | (J) Merenje ral;ﬁ?izc(ﬁ) P
2 1,333 0,609
1 3 -4500| <0,001
£ 4 -0,833 0,699
2 S -5,833| <0,001
4 -2,167 0,042
3 4 3,667 0,001
2 0,667 0,972
1 3 0,833 0,702
K 4 0,667 0,857
5 3 0,167 1,000
4 0,000 1,000
3 4 -0,167 1,000

*E-eksperimentalni uzorci tkiva sa implantatom; K-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata

Grupa
bl =
—_—K

10,00

8,00 Grafikon 5.3.

Prosecna vrednost iritacionog indeksa
6,001 potkoznog tkiva kod implantacije Kar-
bonskih vlakana tretiranih  kiselinom
tokom trajanja eksperimenta.

KKV

4,00

2,007 . - . .
*E grupa-eksperimentalni uzorci tkiva sa

\ implantatom; K grupa-kontrolni uzorci
00 - zdravog tkiva bez implantata.
7. éan 14.Idan 21.:ian QB.ldan
Merenje

Analizom varijanse za ponovljena merenja dobijena je visoko statistiCki znacajna razlika
u vrednostima Irl kod primene KV tretiranih kiselinom po faktoru ,,merenje* (Fmerenje= 12,807; p
< 0,001), po faktoru ,,grupa“ (Fgupa= 90,043;(p < 0,001) i u interakciji oba faktora (Fmerenje+grupa=
16,658; p < 0,001). Prosecne vrednosti Ir] bile su vece u eksperimentalnim uzorcima potkoznog
tkiva sa implantiranim kiselim vlaknima nego u kontrolnim uzorcima zdravog tkiva bez vlakana,

tokom sva Cetiri merenja (tabele 5.12 1 5.13 i grafikon 5.3).
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Najveca vrednost iritacionog indeksa potkoznog tkiva kod implantacije kiselih karbonskih
vlakana bila je 21. dana nakon implantacije i ona je statisticki znacajno veca nego 7, 14. 1 28.
postimplantacionog dana. U 28. danu nakon implantacije kiselih KV dolazi do pada vrednosti
iritacionog indeksa, tako da nije bilo statisticki zna¢ajne razlike u odnosu na 7. dan (tabele 5.13 i
5.14 i grafikon 5.3). U kontrolnim uzorcima zdravog tkiva bez implantata nije bilo statisticki
znacajne razlike izmedu merenja tokom eksperimentalnog perioda.

Vrednosti iritacionog indeksa kod implantacije baznih karbonskih vlakana u potkozno
tkivo eksperimentalnih zivotinja tokom trajanja eksperimenta prikazani su u tabeli 5.15. U
statistiCkoj analizi iritacionog indeksa tkiva primenjena je, u okviru generalnog linearnog modela,
analiza varijanse za ponovljena merenja (7,14, 21. i 28. dan). Faktor merenje imao je 4 gradacije:
1-7.dan, 2 — 14. dan, 3 — 21. dan i 4 — 28. dan. Faktor ,,grupa“ imao je dve gradacije- E —

eksperimentalni uzorci tkiva sa implantatom i K — kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.

Tabela 5.15. Prosecne vrednosti iritacionih indeksa potkoznog tkiva sa implantiranim karbonskim
vlaknima tretiranim bazom tokom trajanja eksperimenta, u eksperimentalnim i kontrolnim tkivnim
uzorcima.

Grupa X SD N
E 3.50 152 6
Eaggs KV K 0.67 1.03 6
' Ukupno 2,08 1,93 12
E 3,33 0,52 6
ijQZHKV K 0,50 0,55 6
’ Ukupno 1,92 1,56 12
E 567 1.03 6
?fZQZnKV K 0.83 0,98 6
' Ukupno 3,25 2,70 12
E 6,33 1,07 6
?gzg:nKV K 0,33 0,52 6
’ Ukupno 3,33 3,42 12

*E-eksperimentalni uzorci tkiva sa implantatom; K-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.
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Analizom varijanse za ponovljena merenja dobijena je visoko statisticki znacajna razlika

u vrednostima iritacionog indeksa potkoznog tkiva kod implantacije karbonskih vlakana

tretiranih bazom po faktoru ,,merenje* (Fmerenje= 4,709; p = 0,008), po faktoru ,,grupa“ (Fgrypa=
270,476;(p < 0,001) i u interakciji oba faktora (Fmerenje+grupa= 5,136; p = 0,006). Prosecne

vrednosti Irl potkoznog tkiva sa implantiranim baznim karbonskim vlaknima bile su vece u

poredenju sa vrednostima za kontrolna zdrava tkiva bez implantata, u sva Cetiri merenja (tabele

5.1515.16 i grafikon 5.4).

Tabela 5.16. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa potkoznog tkiva sa
implantiranim karbonskim vlaknima u odnosu na grupu zdravih netretiranih tkiva, u cetiri merenja tokom

eksperimentalnog perioda.

Prosecna
Merenje (I) Grupa (J) Grupa razlika (1-J) p
1 E K 2,833 0,004
2 E K 2,833 0,000
3 E K 4,833 0,000
4 E K 6,000 0,000

*E-eksperimentalni uzorci tkiva s implantatom; K-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.

Tabela 5-17. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa potkoznog tkiva kod
implantacije karbonskih vlakana tretiranih bazom, unutar uzoraka tkiva sa implantatima i zdravih

kontrolnih uzoraka tkiva bez implantata, u Cetiri merenja tokom eksperimentalnog perioda.

. . Prosecna

Grupa |(I) Merenje | (J) Merenje razlika (1-J) p
2 0,167 1,000
1 3 -2,167 0,068
£ 4 -2,833 0,053
5 3 -2,333 0,011
4 -3,000 0,009
3 4 -0,667 0,954
2 0,167 1,000
1 3 -0,167 1,000
K 4 0,333 0,999
5 3 -0,333 0,993
4 0,167 1,000
3 4 0,500 0,989

*E-eksperimentalni uzorci tkiva sa implantatom; K-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.
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Vrednosti iritacionog indeksa karbonskih vlakana tretiranih bazom, u eksperimentalnoj
grupi, bile su statisti¢ki znac¢ajno veée u Cetvrtom (28. dana nakon implantacije) nego u drugom
(14. dana nakon implantacije) i treéem merenju (21. dana nakon implantacije). Izmedu ostalih
merenja nije bilo statisticki znacajne razlike. U kontrolnoj grupi tkivnih uzoraka nije bilo
statistiCki znaCajne razlike izmedu merenja (tabele 5.15 1 5.17 1 grafikon 5.4).

BKV

Grafikon 5.4.

Grupa
——E

5 - Prose¢na  vrednosti iritacionog  indeksa

potkoznog tkiva kod implantacije karbonskih
vlakana tretiranih bazom tokom trajanja
4100 eksperimenta, u eksperimentalnim uzorcima
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5.4.2. lritacioni indeks kod implantacije karbonskih vlakana u misi¢no tkivo

Rezultati vrednosti Irl misi¢nog tkiva prilikom intramuskularne aplikacije standardnih

karbonskih vlakana prikazani su u tabelama 5.18, 5.19 i 5.20 i grafikonu 5.5.

Analizom varijanse za ponovljena merenja nije dobijena statistiCki znacajna razlika u
vrednostima Ir]l miSi¢nog tkiva sa implantiranim standardnim vlaknima po faktoru ,,merenje*
(Fmerenje= 1,716; p = 0,185). Po faktoru ,,grupa“ (uzorci tkiva sa implantatom: zdravim kontrolnim
uzorcima tkiva bez implantata) dobijena je visoko statisti¢ki znacajna razlika (Fgrupa= 433,166; p
< 0,001), kao 1 statisticki znacajna razlika u interakciji oba faktora (Fmerenje+grupa= 3,968; p =
0,026). Prosecne vrednosti iritacionog indeksa bile su vece u eksperimentalnim uzorcima nego u
kontrolnim zdravim uzorcima tkiva tokom sva Cetiri merenja (tabele 5.17 i 5.18. i grafikon 5.5).

U eksperimentalnoj grupi tkivnih uzoraka, vrednost iritacionog indeksa miSi¢nog tkiva
bila je najveca u drugom merenju (14. dan nakon implantacije) 1 statisticki znacajno veca nego u
prvom (7. dan nakon implantacije) i ¢etvrtom merenju (28. dan nakon implantacije) (tabela 5. 18

1 5.20. i grafikon 5.5).
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Tabela 5.18. Prosec¢ne vrednosti iritacionog indeksa miSi¢nog tkiva nakon intramuskularne implantacije
standardnih karbonskih vlakana, tokom trajanja eksperimenta.

Grupa X SD N
E 5,17 0,75 6
?ta:jr;c:lardna KV K 0,17 0,41 6
: Ukupno 2,67 2,67 12
E 6,17 0,75 6
fzar:jdaarl]rdna KV K 0,00 0,00 6
: Ukupno 3,08 3,26 12
E 5,17 1,72 6
giarljdazrdna KV K 0,17 0,41 6
- Ukupno 2,67 2,87 12
E 4,33 0,82 6
géar:jdaa:]rdna KV K 0,33 0,52 6
: Ukupno 2,33 2,19 12

*E-eksperimentalni uzorci tkiva sa implantatom; K-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.

Tabela 5.19. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa misSi¢nog tkiva sa
implantiranim standardnim karbonskim vlakanima u poredenju sa zdravim kontrolnim uzorcima tkiva bez
implantata, u Cetiri merenja tokom eksperimentalnog perida

Merenje | (1) Grupa |(J) Grupa raP;rI(i)li;C(rll?J) p

1 E K 5,000 0,000
2 E K 6,167 0,000
3 E K 5,000 0,000
4 E K 4,000 0,000

*E-eksperimentalni uzorci tkiva sa implantatom; K-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.
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Tabela 5.20. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa miSi¢nog tkiva sa
implantacijom standardnih karbonskih vlakana i grupe zdravih netretiranih tkiva, u Cetiri merenja tokom
eksperimentalnog perioda

Grupa |(I) Merenje | (J) Merenje ral)zrl(i)lizc(rllz) P
2 -1,000 0,006
1 3 0,000 1,000
£ 4 0,833 0,508
5 3 1,000 0,426
4 1,833 0,013
3 4 0,833 0,764
2 0,167 0,975
1 3 0,000 1,000
K 4 -0,167 1,000
5 3 -0,167 1,000
4 -0,333 0,979
3 4 -0,167 1,000

*E-eksperimentalni uzorci tkiva sa implantatom; K-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.
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Rezultati vrednosti iritacionog indeksa miSiénog tkiva prilikom intramuskularne

aplikacije kiselih karbonskih vlakana prikazani su u tabelama 5.21, 5.22 i 5.23 i grafikonu 5.6.
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Tabela 5.21. Prosecne vrednosti iritacionog indeksa misi¢nog tkiva kod implantacije karbonskih vlakana
tretiranih kiselinom tokom trajanja eksperimenta u uzorcima tkiva sa implantatom i kontrolnim uzorcima
zdravog tkiva bez implantiranih vlakana.

Grupa X SD N

. E 11,50 235 6
?'ZZL? KV K 0,00 0,00 6
' Ukupno 5,75 6,21 12

. E 433 1,03 6
ﬁsfj':nKV K 0.00 0.00 3
’ Ukupno 2,17 2,37 12

. E 8.00 237 6
zKl'SZ':nKV K 0,00 0,00 6
' Ukupno 4,00 447 12

. E 733 216 6
gsz':nKV K 0.00 0.00 6
' Ukupno 3,67 4,10 12

*E-eksperimentalni uzorci tkiva sa implantatom; K-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.

Tabela 5.22. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa misSi¢nog tkiva kod
implantacije karbonskih vlakana tretiranih kiselinom, izmedu uzoraka tkiva sa implantiranim vlaknima i
zdravih kontrolnih uzoraka tkiva bez implantata, u ¢etiri merenja tokom eksperimentalnog perioda.

Merenje | (1) Grupa |(J) Grupa raf;rl?li;c(rllflj) p

1 E K 11,500 0,000
2 E K 4,333 0,000
3 E K 8,000 0,000
4 E K 7,333 0,000

*E-eksperimentalni uzorci tkiva sa implantatom; K-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.

Analizom varijanse za ponovljena merenja dobijena je statisticki znaCajna razlika u
vrednostima iritacionog indeksa misi¢nog tkiva kod implantacije karbonskih vlakana tretiranih
kiselinom po faktoru ,,merenje* (Fmerenje= 10,604; p < 0,001) i1 po faktoru ,,grupa® (Fgrypa=
680,331; p < 0,001), kao i u interakciji oba faktora (Fmerenje+grupa= 10,604; p < 0,001). Prose¢ne
vrednosti iritacionog indeksa bile su veée u eksperimentalnoj grupi tkivnih uzoraka sa
implantiranim karbonskim vlaknima nego u kontrolnoj zdravoj grupi uzoraka bez implantiranih

vlakana, tokom sva Cetiri merenja (tabele 5.21 1 5.22 i grafikon 5.6).
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Najvece vrednosti iritacionog indeksa miSi¢nog tkiva kod implantacije karbonskih
vlakana tretiranih kiselinom bile su u prvom merenju, nakon 7. dana od implantacije, i bile su
statistiCki znacajno vece nego u drugom (14. dana nakon implantacije) i ¢etvrtom merenju (28.
dana nakon implantacije). Vrednosti Ir] u treem i Cetvrtom merenju bile su statisticki znacajno

vece nego u drugom merenju.

Tabela 5.23. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa misSi¢nog tkiva kod
implantacije karbonskih vlakana tretiranih kiselinom unutar uzoraka tkiva sa implantatom i kontrolnih
zdravih uzoraka tkiva bez implantata, u Cetiri merenja tokom eksperimenta

*E-eksperimentalni uzorci tkiva sa implantatom; K-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.

. . Prosetna

Grupa |(I) Merenje | (J) Merenje razlika (1-J) P
2 7,167 0,000
1 3 3,500 0,107
E 4 4,167 0,001
5 3 -3,667 0,000
4 -3,000 0,034
3 4 0,667 0,986
2 0,000 1,000
1 3 0,000 1,000
K 4 0,000 1,000
5 3 0,000 1,000
4 0,000 1,000
3 4 0,000 1,000

12,00

10,00

Grupa
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—
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Rezultati vrednosti Irl miSi¢nog tkiva prilikom intramuskularne aplikacije baznih

karbonskih vlakana prikazani su u tabelama 5.24, 5.25 i 5.26 i grafikonu 5.7. Analizom

varijanse za ponovljena merenja nije dobijena statisticki znacajna razlika u vrednostima Irl

misi¢nog tkiva kod implantacije karbonskih vlakana tretiranih bazom po faktoru ,,merenje*

(Fmerenje= 0,399; p = 0,755). Po faktoru ,,grupa® dobijena je visoko statisticki znacajna razlika

(Fgrupa= 222,252; p < 0,001). U interakciji oba faktora nije dobijena statisticki znacajna razlika

(Fmerenje+grupa= 0,399; p = 0,755). Prosecne vrednosti Irl bile su vece u eksperimentalnoj grupi

uzoraka sa implantiranim vlaknima u poredenju sa kontrolnim zdravim tkivima bez implantata,

tokom sva Cetiri merenja.

Tabela 5.24. Prosecne vrednosti iritacionog indeksa miSi¢nor tkiva kod implantacije karbonskih vlakana
tretiranih bazom tokom trajanja eksperimenta u eksperimentalnim uzorcima tkiva sa implantiranim
vlaknima i kontrolnim zdravim uzorcima tkiva bez implantata.

Grupa % SD N
E 6.17 0,98 6
?aégz KV K 0,00 0,00 6
' Ukupno 3,08 3,29 12
E 567 186 6
ijSZnKV K 0,00 0,00 6
' Ukupno 2,83 3,21 12
E 583 117 6
?fZQZnKV K 0,00 0,00 6
' Ukupno 2,92 3,15 12
E 6.50 207 6
?gzggnKV K 0,00 0,00 6
' Ukupno 3,25 3,67 12

*E-eksperimentalni uzorci tkiva sa implantatom; K-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.

Tabela 5.25. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa miSi¢nog tkiva sa
implantiranim karbonskim vlaknima tretiranih bazom i kontrolnih zdravih uzoraka tkiva bez implantata, u
cetiri merenja tokom eksperimentalnog perioda.

Merenje | (1) Grupa | (J) Grupa r;zrlci)li;c(lllz) P

L E K 6.167| 0,000
2 E K 5667| 0,000
3 E K 5833 0,000
4 E K 6,500] 0,000

*E-eksperimentalni uzorci tkiva sa implantatom; K-kontrolni uzorci zdravog tkiva bez implantata.
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Tabela 5. 26. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa misi¢nog tkiva kod
implantacije karbonskih vlakana tretiranih bazom u poredenju sa kontrolnim zdravim uzorcima tkiva bez
implantata, u Cetiri merenja tokom eksperimentalnog perioda.

Grupa | (I) Merenje | (J) Merenje Prose¢na razlika (I-J) p
2 0,500 0,983
1 3 0,333 0,961
£ 4 -0,333 0,995
9 3 -0,167 1,000
4 -0,833 0,713
3 4 -0,667 0,922
2 0,000 1,000
1 3 0,000 1,000
K 4 0,000 1,000
9 3 0,000 1,000
4 0,000 1,000
3 4 0,000 1,000

Gupa Grafikon 5.7.
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5.4.3. Poredenje rezultata implantata karbonskih vlakana u potkoZnom i miSi¢nom tkivu
U analizi iritacionog indeksa tkiva primenjena je, u okviru generalnog linearnog modela,
analiza varijanse za ponovljena merenja. Faktor ,,merenje“imao je 4 gradacije: 1 — 7. dan, 2 — 14.
dan, 3 - 21. dan i 4 — 28. dan. Faktor ,,mesto implantacije” imao je dve gradacije 1 — subkutano i
2 — intramuskularno.
Analizom varijanse za ponovljena merenja dobijena je statisticki znacajna razlika u

vrednostima iritacionog indeksa izmedu subkutane i intramuskularne aplikacije standardnih
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karbonskih vlakana po faktoru ,merenje” (Fmerenje= 3,713; p = 0,022). Po faktoru ,,mesto
implantacije* nije dobijena statisticki znacajna razlika (Fmesto impi= 2,628; p = 0,136). U interakciji

oba faktora dobijena je visoko statisticki znacajna razlika (Fmerenje+mesto impi= 5,320; p = 0,005).

Tabela 5.27. Prose¢ne vrednosti iritacionog indeksa misi¢nog i potkoznog tkiva prilikom aplikacije
standardnih karbonskih vlakana, tokom trajanja eksperimenta.

Mesto implantacije X SD N
subkutano 4,00 0,89 6
?ta:jr;(:]ardna KV intramuskularno 517 0,75 6
’ Ukupno 4,58 1,00 12
subkutano 517 1,94 6
ﬁarai"’gd”a KV intramuskularno 617] 0,75 6
' Ukupno 5,67 1,50 12
subkutano 7,67 1,37 6
g‘iar;c;anrdna KV intramuskularno 517 1,72 6
' Ukupno 6,42 1,98 12
subkutano 6,00 1,67 6
géarai"’gd”a KV intramuskularno 433] 0,82 6
' Ukupno 5,17 1,53 12

Tabela 5.28. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa subkutanog i misi¢nog tkiva
prilikom aplikacije standardnih karbonskih vlakana, u ¢etiri merenja tokom eksperimenta.

Merenje _(I) Mesto ) _(.]) Mesto B Pr(_)seéna 0
implantacije implantacije razlika (1-J)

1 subkutano intramuskularno -1,167 0,035

2 subkutano intramuskularno -1,000 0,267

3 subkutano intramuskularno 2,500 0,019

4 subkutano intramuskularno 1,667 0,053

U 7. danu nakon implantacije (prvo merenje) iritacioni indeks bio je statisti¢ki znacajno
ve¢l u grupi uzoraka sa intramuskularno aplikovanim standardnim vlaknima u poredenju sa
subkutanom aplikacijom istog tipa vlakana, dok je 21. danu nakon implantacije (tre¢e merenje)
iritacioni indeks bio statisti¢ki znacajno ve¢i u grupi uzoraka sa subkutanom aplikacijom u

odnosu na intramuskularnu (tabela 5.27 1 5.28 i grafikon 5.8).
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Tabela5.29. Visestruka poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa tkiva prilikom subkutane i
intramuskularne aplikacije standardnih karbonskih vlakana (po mestu implantacije), tokom trajanje
eksperimenta.

Mesto ; . Prosec¢na
implantacije (1) Merenje | (J) Merenje | o 1iva (1-3) p
2 -1,167] 0,275
1 3 -3,667| 0,001
subkutano 4 -2,000] 0,178
) 3 -2500] 0,149
4 -0,833 0,933
3 4 1,667| 0,503
2 -1,000 0,426
1 3 0,000 1,000
intramuskularno 4 0,833 0,905
) 3 1,000 0,904
4 1,833| 0,319
3 4 0,833 0,954
Grafikon 5.8.
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U 21. danu nakon subkutane implantacije standardnih karbonskih vlakana, iritacioni
indeks potkoznog tkiva bio je statisticki znacajno veéi nego 7. dana nakon implantacije. [zmedu
ostalih merenja nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u obe ispitivane grupe (tabela 5.27 1 5.29 i
grafikon 5.8).

Analizom varijanse za ponovljena merenja dobijena je visoko statistiCki znacajna razlika

u vrednostima iritacionog indeksa tkiva prilikom implantacije kiselih karbonskih vlakana po
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faktoru ,,merenje* (Fmerenje= 16,084; p < 0,001) 1 statisticki znacajna razlika po faktoru ,,mesto
implantacije® (Fmesto imp= 7,816; p = 0,019). U interakciji oba faktora dobijena je visoko
statisticki znacajna razlika (Fmerenjetmesto impi= 10,043; p < 0,001) (tabele 5.30, 5.31 i 5.32 i
grafikon 5.9

Tabela 5.30. Prosecne vrednosti iritacionog indeksa potkoznog i miSi¢nog tkiva prilikom implantacije
karbonskih vlakana tretiranih kiselinom, tokom trajanja eksperimenta.

Mesto implantacije X SD N

. subkutano 517 2,04 6
7K'32|: KV intramuskularno 11,50 2,35 6
' Ukupno 8,33 3,92 12

. subkutano 3,83 0,98 6
ﬁsfj':nKV intramuskularno 433] 1,03 6
' Ukupno 4,08 1,00 12

. subkutano 9,67 2,25 6
|2<1|sedI:nKV intramuskularno 8,00 2,37 6
' Ukupno 8,83 2,37 12

. subkutano 6,00 1,26 6
?E;SZ':”KV intramuskularno 733] 2,16 6
' Ukupno 6,67 1,83 12

Tabela 5.31. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa prilikom implantacije
karbonskih vlakana tretiranih kiselinom, prema mestu implantacije, u Cetiri merenja tokom eks-
perimentalnog perioda.

Merenje _(I) Mesto ) _(.]) Mesto B Pr(_)seéna b
implantacije implantacije razlika (1-J)

1 subkutano intramuskularno -6,333 0,001

2 subkutano intramuskularno -0,500 0,411

3 subkutano intramuskularno 1,667 0,240

4 subkutano intramuskularno -1,333 0,221

Nakon 7. dana od implantacije kiselih karbonskih vlakana, iritacioni indeks miSi¢nog
tkiva bio je statisticki znacajno ve¢i u poredenju sa potkoznim tkivom (intramuskularna:
subkutanoj aplikaciji). U ostalim merenjima nije bilo statisticki znaajne razlike izmedu

uporedenih grupa (tabele 5.301 5.31 1 grafikon 5.9).
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Tabela 5.32. ViSestruka poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa subkutanog i misi¢nog tkiva
prilikom aplikacije karbonskih vlakana tretiranih kiselinom, unutar grupa (subkutana aplikacija i
intramuskularna aplikacija), u zavisnosti od vremena posmatranja.

Mesto . . Prosecna
implantacije () Merenje | () Merenje | 0 (1) p
2 1,333 0,862
1 3 4500] 0,040
4 -0,833 0,899
2 3 5833| 0,000
subkutano 4 -2,167 0,326
3
= 3,667 0,048
2 7,167 0,001
1 3 3,500] 0,138
4 4,167 0,002
2 3 3667| 0,011
' 4 -3,000 0,093
intramuskularno
3
4 0,667 0,993

U grupi uzoraka tkiva sa subkutanom implantacijom karbonskih vlakana tretiranih
kiselinom, iritacioni indeks imao je najvec¢u vrednost u 21. danu nakon implantacije (trece
merenje) 1 bio je statisti¢ki znacajno veéi nego u ostalim merenjima. U grupi uzoraka tkiva sa
intramuskularnom aplikacijom kiselih vlakana najveca vrednost iritacionog indeksa bila je u 7.
dana nakon implantacije (u prvom merenju) i bila je statisticki znac¢ajno vec¢a nego 14. i 28. dana

nakon implantacije (u drugom i ¢etvrtom merenju) (tabela 5.30 1 5.32 1 grafikon 5.9).
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Analizom varijanse za ponovljena merenja dobijena je znacajna razlika u vrednostima

iritacionog indeksa karbonskih vlakana tretiranih bazom po faktoru ,,merenje” (Fmerenje=

4,245; p = 0,013) i statisticki znac€ajna razlika po faktoru ,,mesto implantacije (Fmesto impi= 9,110;

p = 0,013). U interakciji oba faktora nije dobijena statisticki znacajna razlika (Fmerenje+mesto impl=

2,555; p = 0,074).

Tabela 5.33. Prosecne vrednosti iritacionor indeksa potkoznog i miSi¢nog tkiva prilikom aplikacije
karbonskih vlakana tretiranih bazom u razlicitim periodima tokom trajanja eksperimenta.

Mesto implantacije X SD N
subkutano 3,50 1,52 6
Bazna KV 7, dan |intramuskularno 6,17 0,98 6
Ukupno 4,83 1,85 12
subkutano 3,33 0,52 6
Bazna KV 14, dan | intramuskularno 5,67 1,86 6
Ukupno 4,50 1,78 12
subkutano 5,67 1,03 6
Bazna KV 21, dan | intramuskularno 5,83 1,17 6
Ukupno 5,75 1,06 12
subkutano 6,33 1,97 6
Bazna KV 28, dan | intramuskularno 6,50 2,07 6
Ukupno 6,42 1,93 12
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Tabela 5.34. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa karbonskih vlakana tretiranih
bazom, prema mestu implantacije, u Cetiri razli¢ita merenja tokom eksperimenta.

. 1) Mesto J) Mesto Prosecna
Merenje i(n)1plantacije i(nzplantacije razlika (1-J) P
1 subkutano intramuskularno -2,667 0,005
2 subkutano intramuskularno -2,333 0,014
3 subkutano intramuskularno -0,167 0,799
4 subkutano intramuskularno -0,167 0,889

Vrednosti iritacionog indeksa bile su statisticki znacajno vece 7. i 14. dana nakon

intramuskularne implantacije baznih karbonskih vlakana u poredenju sa subkutanom aplikacijom

istog tipa vlakana. U trecem i Cetvrtom merenju (21. i 28. dan nakon implantacije) nije bilo

statisticki znacajne razlike u vrednosti iritacionog indeksa izmedu grupa u zavisnosti od mesta

implantacije baznih karbonskih vlakana (tabela 5.34).

Tabela 5.35. Visestruka poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa potkoznog i misi¢nog tkiva kod
aplikacije karbonskih vlakana tretiranih bazom unutar grupa, po mestu implantacije, u zavisnosti od
vremena merenja, tokom eksperimentalnog perioda.

Mesto ; . Prosecna

implantacije () Merenje | () Merenie | aglika 1) | P
2 0,167 1,000
3 -2,167 0,071

subkutano 4 2,833 0,111
3 -2,333 0,025
& -3,000 0,036
4 -0,667 0,988
2 0,500 0,990
3 0,333 0,998

intramuskularno 4 -0,333 1,000
3 -0,167 1,000
4 -0,833 0,930
4 -0,667 0,988

U grupi tkiva sa subkutanom implantacijom baznih karbonskih vlakana dobijena je

statistiCki znaCajna razlika u vrednostima indeksa iritacije potkoznog tkiva izmedu 14. i 21.
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(drugog i tre¢eg) 11 14. i 28. dana nakon implantacije (drugog i ¢etvrtog merenja). Izmedu ostalih
merenja nije bilo statisticki znacajne razlike. Za razliku od toga, u grupi tkiva sa
intramuskularnom aplikacijom baznih karbonskih vlakana, nije dobijena statisticki znacajna
razlika u vrednostima iritacionog indeksa miSi¢nog tkiva u razli¢itim periodima posmatranja

nakon implantacije (tabela 5.33 1 5.35 i grafikon 5.10).

7 00 Mesto inplantacije

== subkutano
= intramuskularno

6,00 \/ Grafikon 5.10.

Prosec¢ne vrednosti iritacionog indeksa
potkoznog 1 misi¢nog tkiva prilikom
aplikacije karbonskih vlakana tretiranih
bazom, tokom trajanja eksperimenta.

5,004

400

3,004

T T T T
7. dan 14. dan 21. dan 28. dan
Merenje

5.4.4. Poredenje rezultata istraZivanja standardnih, Kiselih i baznih karbonskih vlakana u
pogledu vrednosti iritacionog indeksa tkiva prilikom njihove subkutane ili intra-

muskularne aplikacije

U analizi iritacionog indeksa tkiva primenjena je, u okviru generalnog linearnog modela,
analiza varijanse za ponovljena merenja. Faktor ,,merenje* imao je 4 gradacije: 1 - 7. dan, 2 — 14,
dan, 3 — 21. dan i 4 — 28. dan. Faktor ,vrsta karbonskih vlakana“ imao je tri gradacije 1 —
standardna KV i 2 — kisela KV i 3 — bazna KV.

Analizom varijanse za ponovljena merenja dobijena je visoko statisticki znacajna razlika
u vrednostima iritacionog indeksa subkutanog tkiva kod implantacije karbonskih vlakana po
faktoru merenje (Fmerenje= 23,306; p < 0,001), tj. u zavisnosti od posmatranog perioda nakon
implantacije, i statisticki znacajna razlika po faktoru ,,vrsta karbonskih vlakana“ (Fxy= 5,234; p =
0,019) i u interakciji oba faktora (Fmerenje+kv= 2,967; p = 0,016).
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Tabela 5.36. Prosecne vrednosti iritacionor indeksa potkoznog tkiva pri aplikaciji razlicitih karbonskih
vlakana, tokom trajanja eksperimenta.

Vrsta KV % SD N
Standardna KV 4,00 0,89 6
Tkivni Irl Kisela KV 517 2,04 6
7. dana Bazna KV 3,50 1,52 6
Ukupno 4,22 1,63 18
Standardna KV 517 1,94 6
Tkivni Irl Kisela KV 3,83 0,98 6
14. dana Bazna KV 3,33 0,52 6
Ukupno 4,11 1,45 18
Standardna KV 7,67 1,37 6
Tkivni Irl Kisela KV 9,67 2,25 6
21. dana Bazna KV 5,67 1,03 6
Ukupno 7,67 2,28 18
Standardna KV 6,00 1,67 6
Tkivni Irl Kisela KV 6,00 1,26 6
28. dana Bazna KV 6,33 1,97 6
Ukupno 6,11 1,57 18

Tabela 5.37. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa potkoznog tkiva kod
implantacije razlicitih karbonskih vlakana, u Cetiri merenja tokom eksperimenta.

Merenje (I) Vrsta KV (J) Vrsta KV Prosec(rllz)razhka Sig.
Kisela KV 1,167 0514
1 Standardna KV o kv 0,500 0,929
Kisela KV Bazna KV 1,667 0,230
Kisela KV 1,333 0,256
2 Standardna KV o kv 1,833 0,078
Kisela KV Bazna KV 0,500 0,884
Kisela KV 2,000 0,145
3 Standardna KV rao KV 2,000 0,145
Kisela KV Bazna KV 4,000 0,002
Kisela KV 0,000 1,000
4 Standardna KV Bazna KV 20,333 0,981
Kisela KV Bazna KV -0,333 0,981

Iritacioni indeks potkoznog tkiva kod subkutane aplikacije Kiselih karbonskih vlakana bio
je visoko statisticki znacajno veéi 21. dana nakon implantacije (slika 5.26) u poredenju sa istim
indeksom kod subkutane aplikacije baznih vlakana. U ostalim merenjima nije bilo statistic¢ki

znacajne razlike (tabela 5.36 ui 5.37 i grafikon 5.11).
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Tabela 5.38. ViSestruka poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa potkoznog tkiva prilikom
implantacije karbonskih vlakana tokom vremena, unutar grupa, u zavisnosti od vrste implantiranih
vlakana.

. . ProseCna
Vrsta KV () Merenje | (J) Merenje | . o (1-J) P
2 -1,167 0,621
1 3 -3,667 0,001
4 -2,000 0,256
Standardna KV , 3 -2,500 0,090
4 -0,833 0,948
3 4 1,667 0,486
2 1,333 0,478
1 3 -4,500 0,000
_ 4 -0,833 0,945
Kisela KV , 3 -5,833 0,000
4 -2,167 0,198
3 4 3,667 0,011
2 0,167 1,000
1 3 -2,167 0,055
4 -2,833 0,048
Bazna KV , 3 -2,333 0,127
4 -3,000 0,036
3 4 -0,667 0,985
0] Wrsta KV
== Standardna KV
= Kisela KV
Bazna KV
8,007
Grafikon 5.11.
= Prosecne vrednosti iritacionor indeksa
5,001 ‘)

potkoznog tkiva pri aplikaciji razli¢itih
karbonskih vlakana tokom trajanja eks-

perimentalnog perioda.
4,007

I T T T
7. dan 14. dan 21. dan 28. dan

Merenje
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Vrednosti iritacionog indeksa potkoznog tkiva bile su statistiCki znacajno vece kod
subkutane aplikacije standardnih karbonskih vlakana 21. dana nakon implantacije (u tre¢em
merenju) nego 7. dana nakon implantacije (u prvom merenju). Prilikom subkutane implantacije
kiselih karbonskih vlakana vrednosti iritacionog indeksa bile su statisticki znac¢ajno vece 21. dana
nego u ostalim posmatranim eksperimentalnim periodima (slika 5.26). Vrednosti iritacionog
indeksa bile su statisticki znacajno veée kod subkutane implantacije baznih karbonskih vlakana
28. dana nakon implantacije u poredenju sa 7. i 14. postimplantacionim danom (tabele 3.36 1
3.38, grafikon 5.11 i slike 5.27 — 5.29).

Slika 5.26. HistoloSka slika tkiva kod subkutane
aplikacije kiselih karbonskih vlakana, 21. post-
operativnog dana.

Na slici su prikazani tkivni preseci sa kiselim
karbonskim vlaknima u potkoznom tkivu kod
iste zivotinje, 21. postoperativnog dana. Najve-
¢oj vrednosti tkivnog Irl kod primene ovog tipa
vlakana u navedenom terminu, doprineli su
izrazita hiperemija i inflamacija (A), praceni
fibroplazijom i sintezom kolagenih vlakana (B).
Retikularna vlakna bila su malobrojna (C).

Vot
(¥
-l
o

e

AZAN, x10 Gordon-Sweet (retikularna vlakna), x10
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Slike 5.27-5.29. Izgled potkoznog tkiva kod supkutane implantacije standardnih (levo), baznih (u sredini)
i kiselih karbonskih vlakana (desno), 28. postoperativnog dana.

Odrzavanju relativno visokih vrednosti tkivnog iritacionog indeksa u sve tri grupe implantiranih
karbonskih vlakana 28. postoperativhog dana, znatno su doprineli hiperemija, debela fibrozna kapsula
(slika levo), prisustvo dzinovskih celija tipa oko stranog tela (slika u sredini), kao i odrzavanje

inflamatornog infiltrata (slika desno). H&E, x10 (slika levo), x20 (slika u sredini), x5 (slika desno).

Analizom varijanse za ponovljena merenja dobijena je visoko statistiCki znacajna razlika

u vrednostima iritacionog indeksa misi¢nog tkiva kod primene karbonskih vlakana kako u

zavisnosti od posmatranog perioda nakon implantacije (po faktoru ,,merenje*) (Fmerenje= 5,786; p

= 0,002), tako 1 u zavisnosti od vrste karbonskih vlakana (faktor ,,vrsta karbonskih vlakana“)

(Fkv=16,857; p < 0,001) i u interakciji oba faktora (Fmerenje+kv= 7,511; p < 0,001).

Tabela 5.39. Prosecne vrednosti iritacionog indeksa miSi¢nog tkiva kod implantacije razlicitih vrsta
karbonskih vlakana tokom trajanja eksperimenta.

Vrsta KV % SD N

Standardna KV 517 75 6

Tkivni Irl Kisela KV 11,50 2,35 6
7. dana Bazna KV 6,17 ,98 6
Ukupno 7,61 3,20 18

Standardna KV 6,17 75 6

Tkivni Irl Kisela KV 4,33 1,03 6
14. dana Bazna KV 5,67 1,86 6
Ukupno 5,39 1,46 18

Standardna KV 5,17 1,72 6

Tkivni Irl Kisela KV 8,00 2,37 6
21. dana Bazna KV 5,83 1,17 6
Ukupno 6,33 2,11 18

Standardna KV 4,33 ,82 6

Tkivni Irl Kisela KV 7,33 2,16 6
28. dana Bazna KV 6,50 2,07 6
Ukupno 6,06 2,13 18
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U 7. danu nakon intramuskularne implantacije, vrednosti iritacionog indeksa miSi¢nog

tkiva bile su statisticki znacajno vece u grupi sa implantiranim kiselim karbonskim vlaknima u

odnosu na grupe sa implantiranim standardim i baznim karbonskim vlaknima.

Tabela 5.40. Medugrupna poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa miSi¢énog tkiva pri
intramuskularnoj aplikaciji karbonskih vlakana, u Cetiri merenja tokom eksperimenta.

Merenje (1) Vrsta KV (J) Vrsta KV Prosec(lllz)r azlika Sig.

Kisela KV -6,333 0,000

1 standardna KV p o Ky ~1,000 0,620
Kisela KV Bazna KV 5,333 0,000

Kisela KV 1,833 0,081

2 Standardna KV —p o 2k 0,500 0,887
Kisela KV Bazna KV -1,333 0,263

Kisela KV -2,833 0,049

3 Y T 20,667 0,900
Kisela KV Bazna KV 2,167 0,161

Kisela KV -3,000 0,033

4 SIS Bazna KV 2,167 0,152
Kisela KV Bazna KV 0,833 0,818

Tabela 5.41. ViSestruka poredenja Sidakovim testom iritacionog indeksa miSi¢nog tkiva kod
untramuskularne aplikacije razli¢itig karbonskih vlakana tokom vremena, unutar grupa razvrstanih po
vrsti implantiranih karbonskih vlakana.

. . Prosecna
Vrsta KV () Merenje | (J) Merenje | .. - (1-J) P
2 -1,000 0,894
1 3 0,000 1,000
4 0,833 0,907
Standardna KV 3 3 1,000 0,739
4 1,833] 0,328
3 4 0,833 0,973
2 7,167 0,000
1 B 3,500 0,039
_ 4 4,167] 0,001
Kisela KV , 3 -3,667 0,001
4 -3,000 0,030
3 4 0,667 0,991
2 0,500 0,996
1 3 0,333 1,000
4 -0,333 0,999
Bazna KV , 3 -0,167 1,000
4 -0,833 0,942
3 4 -0,667| 0,991
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U drugom merenju, 14. dana nakon intramuskularne implantacije, nije bilo statisticki
znaCajne razlike u vrednostima iritacionih indeksa miSi¢nog tkiva u zavisnosti od vrste
implantiranih karbonskih vlakana. U treem i Cetvrtom merenju, 21. dana i 28 dana nakon
intramuskularne implantacije razli¢itih karbonskih vlakana, statisti¢ki znacajno vece vrednosti
iritacionog indeksa bile su u grupi sa implantiranim kiselim vlaknima nego u grupi sa
aplikovanim standardnim karbonskim vlaknima.

U grupi sa intramuskularno aplikovanim standardnim karbonskim vlaknima nije bilo
statistiCki znaCajne razlike u vrednostima iritacionog indeksa izmedu merenja tokom
eksperimentalnog perioda. U grupi sa intramuskularno aplikovanim Kiselim karbonskim
vlaknima, vrednosti iritacionog indeksa bile su statisticki znac¢ajno vece u prvom (7. dana) nego u
ostalim merenjima i statistiCki znacajno manje u drugom (14. dan) nego u tre¢em i Cetvrtom
merenju. U grupi sa intramuskularno implantiranim baznim karbonskim vlaknima, nije bilo
statisticki znaCajne razlike u vrednostima iritacionog indeksa miSi¢nog tkiva izmedu merenja

tokom eksperimenta.

Vrsta KV

=== Standardna KV
— Kisela KV
Bazna KV

12 00

10,007

Grafikon 5.12.

_— Prose¢ne  vrednosti iritacionog
indeksa  miSi¢nog  tkiva  kod
intramuskulane aplikacije razli¢itih

5,00 karbonskih vlakana tokom trajanja

/ \/\ eksperimenta.

T T T T
7. dan 14. dan 21. dan 28. dan

4,00

Merenje

Medugrupna poredenja Sidakovim testom Irl miSi¢nog tkiva pri intramuskularnoj (i.m.)
aplikaciji karbonskih vlakana, u Cetiri merenja tokom eksperimenta, pokazala su da postoji
znatno visi tkivni Irl kod i.m. aplikovanih kiselih KV u odnosu na i.m. aplikovana standardna KV
7, 21. 1 28. postoperativnog dana, kao 1 statisticki znacajna razlika u visini ovog indeksa izmedu
kiselih i baznih KV u 7. postoperativnom danu u korist kiselih vlakana (tabela 5.41, grafikon 5.12
i slike 5.30-5.35).
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Slike 5.30-5.35. Histoloski izgled tkiva nakon 7 dana od intramuskularno aplikovanih standardnih (slika
5.30), baznih (slika 5.31) i kiselih (slika 5.32 — 5.35) karbonskih vlakana.

Za razliku od standardnih (sl. 5.30) i baznih (sl. 5.31) karbonskih vlakana, koja su nakon 7 dana od intramuskularne
(i.m.) aplikacije dovela do blage iritacije tkiva, uzrokovane edemom, kongestijom, inflamacijom, fibroplazijom i
ranom indukcijom formiranja vezivnog tkiva oko implantata, i.m. aplikacija ki-selih karbonskih vlakana dovela je do
jake iritacije tkiva uzrokovane krvarenjem i edemom (sl. 5.32), in-flamacijom i nekrozom misi¢nih vlakana, uz
izrazitu fragmentaciju aplikovanih karbonskih vlakana (sl. 5.33 i 5-34), pra¢enu uo¢ljivom fagocitozom fragmenata
od strane makrofaga (sl. 5.34 i 5.35). Na mestu aplikacije kiselih vlakana &esto se registrovao jak miozitis (sl. 5.35).
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5.4.5. Histoloski izgled parenhimskih organa Zivotinja sa implantiranim KV
Patohistoloskim pregledom uzoraka srca, pluca, slezine, jetre i regionalnih limfnih
¢vorova kod zivotinja sa implantiranim standardnim i funkcionalizovanim karbonskim vlaknima

u razli¢itim vremenima pracenja posle implantacije, nisu nadene patoloske promene (slike 5.36 —
5.40).

Slike 5.36 — 5.40.

Histoloski izgled srcanog tkiva (5.36),
pluca (5.37), slezine (5.38), jetre (5.39) i
limfnog ¢vora (5.40) kod zamoraca sa
implantiranim standardnim karbonskim
vlaknima.

< h.“*’f{. :
e

H&E: 5.36, 5.37, 5.38 i 5.40.

R
I SRR

Azan trihromsko bojenje: 5.39.
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Takode, treba ista¢i da nije primecena fagocitoza fragmenata vlakana od strane
makrofagnog retikuloendotelnog sistema slezine, jetre i limfnog ¢vora, Sto znaci da nije bilo

sistemske diseminacije vlakana.

5.4.6. Fragmentacija vlakana — rezultati morfometrijskih ispitivanja

Duzina fragmenata KV, odredivana je na ¢itavoj povrSini tkivnog preseka, na
mikroskopskom uvelicanju 20 X, kod tri do Cetiri Zivotinje iz svake grupe, u 21. i1 28. danu nakon
operacije. Ovi termini su za svaku grupu KV implantiranih potkozno prikazivani zbirno (za 6-8

zivotinja), a isti postupak primenjen je i kod KV implantiranih intramuskularno.

Tabela 5.42. Statisticki podaci merenja duzine fragmenata standardnih, kiselih i baznih karbonskih
vlakana implantiranih subkutano ili intramuskularno, prikazani zbirno za 21. i 28. postoperativni dan.

Vlakna N Mean, um | SD, um Med, um | Min, um Maks, um

IMK 8475 363.19 3575.07 41.61 .00 136363.00
SCK 3754 235.19 621.40 85.90 .00 6734.12
IMS 4341 95.90 240.53 41.17 .00 2874.70
SCS 2121 287.83 872.52 93.19 2.84 7035.15
IMB 2867 160.89 534.91 65.97 .00 5949.23
SCB 5870 193.66 652.57 68.20 1.42 7539.73
ukupno 27428 240.11 2049.40 58.88 .00 136363.00

IMK, SCK — intramuskularna i subkutana kisela karbonska vlakna; IMS i SCS — intramuskularna i
subkutana standardna karbonska vlakna, IMB i SCB — intranuskularna i subkutana bazna karbonska
vlakna.

Kao $§to je prikazano u tabeli 5.42, izmerena je duZina svih fragmenata karbonskih
vlakana prisutnih na tkivnim presecima posmatranih Zivotinja iz odgovaraju¢e grupe, a taj broj
kretao se prosecno od 2121 vlakna (grupa standardnih vlakana aplikovanih subkutano, SCS) do
8475 vlakana (grupa kiselih vlakana implantiranih intramuskularno, IMK). Ukupno je premerena
duzina enormnog broja fragmenata karbonskih vlakana — 27428 (tabela 5.42).

Statisticka obrada rezultata pokazala je da su najviSe bila fragmentisana intramuskularno
aplikovana kisela (medijana duzine fragmenata 41,61 um; slika 5.41) i standardna KV (medijana
41,17 um), a najmanje subkutano aplikovana standardna KV (medijana 93,19 um, slika 5.42)
(tabela 5.42 i grafikon 5.13).
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Generalno, intamuskularna aplikacija karbonskih vlakana, bez obzira na tip, uslovila je
jacu fragmentaciju (manja medijana duzine fragmenata) u odnosu na subkutanu (grafikon 5.13).
To znaci 1 da je u okviru svake od ispitivanih grupa vlakana (standardna, kisela i bazna)

intramuskularna aplikacija uslovila kidanje vlakana na manje fragmente u odnosu na potkoznu

aplikaciju (grafikon 5.13 i slike 5.43 — 5.48).
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Grafikon 5.13. Duzina fragmenata karbonskih vlakana nakon 21. i 28. postoperativnog dana (zbirno) u
potkoznom i miSi¢nom tkivu eksperimentalnih Zivotinja.

IMK, SCK — intramuskularna i supkutana kisela karbonska vlakna; IMS i SCS — intramuskularna i
supkutana standardna karbonska vlakna, IMB i SCB — intranuskuloarna i subkutana bazna karbonska
vlakna; vrednosti su prikazane kao medijane i njihove standardne devijacije.

Kraskal-Volisovim testom dobijena je visoko statisticki znacajna razlika u duzini vlakana
izmedu uporedenih grupa (H = 3413,009; p < 0,001). Izmedu svih 6 uporedenih grupa postoji
visoko statisticki znacajna razlika u duzini vlakana, izuzev izmedu kiselih i standardnih KV

implantiranih i.m. (testiranje medugrupnih razlika Man-Vitni U testom) (tabela 5.43).
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Tabela 5.43. Medugrupne razlike u duzini fragmenata karbonskih vlakana implantiranih u potkozno ili

misicno tkivo eksperimentalnih Zivotinja.

Grupa 1 Grupa 2 P
IMK SCK < 0,001
IMK IMS 0,238
IMK SCS < 0,001
IMK IMB < 0,001
IMK SCB < 0,001
SCK IMS < 0,001
SCK SCS 0,003
SCK IMB < 0,001
SCK SCB < 0,001
IMS SCS < 0,001
IMS IMB < 0,001
IMS SCB < 0,001
SCS IMB < 0,001
SCS SCB < 0,001
IMB SCB < 0,001

/-

Z A

IMK, Agan, {057

Slike 5.41 i 5.42. Fragmentacija intramuskularno implantiranih kiselih karbonskih vlakana (IMK, levo) i
subkutano implantiranih standardnih karbonskih vlakana (SCS, desno) u periodu izmedu 21. i 28. dana
nakon hirurske intervencije.

Uocava se izrazita razlika u duzini fragmenata kiselih karbonskih vlakana aplikovanih intramuskularno i
standardnih karbonskih vlakana aplikovanih subkutano.
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Slike 5.43-5.48. Fragmentacija standardnih (sl. 5.43 i 5.44), kiselih (sl. 5.45 i 5.46) i baznih (sl. 5.47 i
5.48) karbonskih vlakana, u periodu od 21-28. dana nakon hirur§ke intervencije intramuskularne (leva
strana) ili subkutane (desna strana) implantacije.

Uociti da je fragmentacija, bez obzira na tip implantiranog karbonskog vlakna (KV), uvek intenzivnija
kod intramuskularne aplikacije (levo) nego kod subkutane (desno).

IMS i SCS — intramuskularna i supkutana standardna karbonska vlakna, IMK, SCK — intramuskularna i
supkutana kisela KV; IMB i SCB — intramuskularna i subkutana bazna KV.
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Subkutano, najvise su bila fragmentisana bazna KV, a medijana duzine fragmenata bila je
statistiCki znacajno manja u odnosu na iste vrednosti kod kiselih 1 standardnih vlakana.
Intramuskularno, najviSe su bila fragmentisana kisela KV, i ta fragmentacija (procenjena na
osnovu duzine fragmenata 1 uporedena preko medijane), bila je statisticki znac¢ajno vec¢a u odnosu

na fragmentaciju baznih KV aplikovanih na isti nacin.

5.4.7. Komparacija rezultata patohistoloskih nalaza i nalaza dobijenih na nuklearnoj

magnetnoj rezonanci

Rezultati ispitivanja NMR poredeni su sa rezultatima histopatoloske analize uzoraka tkiva
dobijenih nakon Zrtvovanja Zivotinja.

Pazljivom komparacijom deskriptivne analize zone implantacije KV na NMR, sa
vrednostima iritacionog indeksa tkiva u kojima su implantirana KV (dobijenim semi-
kvantitativnom patohistoloSkom analizom promena u tkivu po preporukama ISO standarda),
konstatovano je da su se rezultati delimi¢no slagali u pogledu procene reakcije peri-implatne zone
prilikom intramuskularne ili subkutane aplikacije. Generalno, postojala je intenzivnija reakciju
tkiva kod primene kiselih KV u odnosu na bazna i standardna, pri obe vrste implantacije, a
naroCito kod intramuskularne. Medutim, dok je NMR konstastovano generalno smanjivanje
inflamatorne reakcije protokom vremena nakon implantacije, naro¢ito u pogledu baznih KV,
patohistoloSkom procenom Irl, konstatovan je niz ve¢ opisanih promena u kretanju odgovora
tkiva na implantirani materijal u zavisnosti od nacina implantacije i vremena posmatranja, koji je
bio daleko sloZeniji od nalaza dobijenih NMR, a ponekad i drugaciji: 1) kod subkutane aplikacije
baznih KV, indeks iritacije tkiva rastao je sa protokom vremena i bio daleko ve¢i 21. 1 28. dana u
odnosu na pocetne termine pracenja, 2) kod aplikacije standardnih i kiselih KV, indeks iritacije
tkiva bio je ve¢i kod subkutane aplikacije u odnosu na intramuskularnu 21. dana nakon

implantacije.
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6. DISKUSIJA

Konac¢ni cilj kod primene biomaterijala kao implantata je ponovno uspostavljanje
strukturnog integriteta oStecenog tkiva i organa. Dostizanje ovog cilja zavisi od niza faktora, a
prvenstveno: od vrste tkiva/organa koje implantat zamenjuje (privremeno ili stalno), slozenosti
tehnike implantacije, svojstava samog materijala od kojeg je implantat izgraden, fizioloskih i
tehnoloskih zahteva implantata i niza kompleksnih medusobnih odnosa implantata 1 tkiva
domacima u koji se implantat postavlja. Ono Sto se mora uzeti u obzir, je pozeljan i izvodljiv
program postoperativne nege. Materijal takode mora zadovoljiti prakti¢ne zahteve proizvodnje i
trziSta, ukljucujuéi razumnu cenu, mogucnost serijske proizvodnje, kao i lako¢u hirurske
aplikacije [Balac et al., 2010].

Odgovornost hirurga je da razume ograni¢enja materijala i principe aplikacije, kako bi
eventualnu moguénost neuspeha implantacije, sveo na minimum. Od nauc¢nika koji se bave
biomaterijalima, o¢ekuje se da razviju implantate optimalnog dizajna koji ¢e u najvecoj meri
iskoristiti prednosti dostupnog materijala.

Neuspeh implantacije u veterinarskoj medicini, sliéno kao i u humanoj, moze se
predstaviti kao:

1. hirurSki (posledica neadekvatne hirurSke procene mogucénosti implantacije, primenjene
tehnike implantacije, infekcije);

2. neuspeh povezan sa samim materijalom (vezan za strukturu materijala, tehnologiju i
finoc¢u izrade implantata);

3. 1idiosinkrazi¢ni (odnosi se na odbacivanje implantata koji je posledica hipersenzibilizacije,
hroni¢ne inflamacije, izolovanja implantata pomocu debele fibrozne kapsule od okolnog

tkiva i sl, u €ijoj osnovi leze kompleksni imunoloski procesi) 1

4. propusti u postoperativnom periodu pracenja pacijenta (izostajanje kontrole i
nepridrZzavanja uputstva o cuvanju pacijenta od strane vlasnika, reakcija same zivotinje na
implantat-hirurski zahvat u vidu nekontrolisanog i dopustenog samopovredivanje i sl.).

Ovi neuspesi se mogu izbe¢i dobrom procenom ishoda svih faza hirurSkog zahvata
implantacije, pocev od dijagnostickih procedura koje vode hirurga ka odluci o primeni odredenog
implantata u cilju reSavanja zdravstvenog problema zivotinje, pa do stalne edukacije hirurga o

novim materijalima i njihivim osobinama, kao i o novim hirurSkim tehnikama implantacije.
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Neuspeh se moze izbe¢i 1 edukacijom vlasnika Zivotinje o naCinu kontrole pacijenta u
postoperativnom periodu.

Pre nego §to se hirurg — hirurski tim odluéi za primenu implantata u cilju resavanja nekog
patoloSkog stanja, potrebno je poznavati sve karakteristike materijala koji se upotrebljava kao
implantat. Dijagnosticke procedure zdravstvenog stanja pacijenta moraju biti potpune i
komplentne, kako bi se dobro isplanirao ceo tok operativnog zahvata. Kontrola postoperativnog
toka obuhvata: hirurSku kontrolu stabilnosti i funkcionisanja implantata, klinicku kontrolu
pacijenta, hematoloskih i biohemijskih parametara krvi, edukaciju vlasnika 1 kontrolu ponasanja
zivotinja u odredenom vremenskom periodu. Veterinar-hirurg mora proceniti i sa tim upoznati
vlasnika zivotinje, o kona¢nom efektu i duzini trajanja primenjenog implantata, kvalitetu zivota
pacijenta, kao 1 svim mogué¢im komplikacijama koje se mogu ocekivati.

Neki implantati mogu da izazovu nezeljene reakcije. Komplikacije mogu da nastanu kao
rezultat interakcije tkivo-biomaterijal i najceSce se javljaju u vidu infekcije, alergije, toksi¢nih
reakcija. Nije isklju¢ena mogucnost da organizam odbacuje implantat. Nezeljena reakcija moze
biti lokalnog karaktera, kada se javlja na mestu ugradnje implantata, ali moze biti i sistemska koja
u najgorem slucaju rezultira letalnim ishodom. Materijal ne sme da se degradirati tokom
odredenog vremenskog perioda u bioloskom okruZenju i tom prilikom da oslobada potencijalno
Stetne nusproizvode lokalno i sistemski i da narusava mehanicke karakteristijke tkiva u kojem je
implantiran. U humanoj i veterinartskoj medicini koristi se §irok spektar razli¢itih biomaterijala
za izradu implantata, najéeS¢e u cilju sanacije ili zamene defekata koStanog tkiva, sanacije
oStecenih ligamenata i tetiva, zglobova, sanacije defekata mekih tkiva, izradu endoproteza i
ortoza (ortopedske endoproteze, proteze u kardiovaskularnoj hirurgiji, oftalmologiji,
neurohirurgiji 1 slicno), le€enju u stomatologiji itd. Da bi neki materijal uSao u komercijalnu
upotrebu, neophodno je da bude biokompatibilan i da ima zadovoljavajuce fizi€¢ko-mehanicke
karakteristike. Sto se ti¢e zahteva u pogledu bioklompatibilnosti, kao $to je definisano
standardima ISO 10993, biomaterijal treba da bude netoksi¢an, netrombogen, nekancerogen,
neantigen i nemutagen [Colic, 2007; Helmus et al., 2008; Bala¢ et al., 2010].

Uvazavajudi sve $to je napred izneto, moze da se istakne da su u planiranju, pripremi i
samom sprovodenju eksperimenta na Zivotinjama u cilju ispitivanja biokompatibilnosti materijala
in vivo u ovoj doktorskoj disertaciji, postovani svi eticki uzusi i uzusi dobre lekarske prakse, a da

je pravilni monitoring Zivotinja u postoperativnom toku rezultirao ishodom eksperimenta bez

149



povecanja morbiditeta zivotinja 1 bez letaliteta. Postupak funkcionalizacije karbonskih vlakana
izveden je na karbonskim vlaknima poznatog svetskog proizvodaca, $to je garantovalo detaljnu i
pouzdanu karakterizaciju vlakana u pogledu njihovog hemiskog sastava i mehanickih
karakteristika.

Poslednjih Cetrdeset godina, ispituje se primena razli¢itih ugljeni¢nih materijala u vise
medicinskih oblasti, uklju¢ujuc¢i i eksperimentalnu i veterinarsku medicinu [Haubold and
Norman, 1977; Foster et al., 1978; Kinzl et al., 1983; Neugebauer and Claes, 1983; Veth et al.,
1983; Amis et al., 1984; 1988; Stein, 1984; Mendes et al., 1985; Blayney et al., 1986; Brantigan
and Steffee, 1993; Becker et al., 1996; Ciappetta et al., 1997; Glazer, 2000; Blazewich et al.,
2001a,b; Zou et al., 2003; Blazewich, 2010; Bougherara et al., 2011; Devine et al., 2013; Hak et
al., 2014; Atik et al., 2016; Bolla et al., 2016; Chou et al., 2016; Mauffrey et al., 2016; Behrendt
et al., 2017; Mnatsakanian et al., 2017; Pera et al., 2017].

lako je najznacajnija oblast primene ugljenicnih materijala njihova primena u vidu
implantata u cilju nadoknade ostre¢enog ili izbubljenog tkiva, svedoci smo napretka i u drugim
oblastima, koje znacajno unapreduju medicinske nauke, kako bazi¢ne, tako i primenjene. Tako su
npr. dobijene visoko kvalitetne elektrode za dugotrajno visemesec¢no pracenje mozdane aktivnosti
iz pojedinacnih neurona koje minimalno oSteCuju mozdano tkivo, izradene od karbonskih
materijala. To su integrisane, kompozitne elektrode koje imaju jezgro od karbonskih vlakana i
prevlaku od trankog filma koga ¢ini poly(p-xylylene). One su daleko manje od klasi¢nih elektroda
koje se koriste za ispitivanje mozdane aktivnosti, a u mehanickom smislu su viSe usaglasene sa
mozdanim tkivom. Za sada se ove elektrode koriste kod pacova za snimanje aktivnosti
pojedina¢nih neurona, kao i u hroni¢nim eksperimentima [Kozai et al., 2012]. Isto tako,
karbonski mikrovlaknasti substrati modifikovani bakarnim nanoZicama u vidu SERS- senzora
mogu pronaci dodatnu primenu u biomedicinskim i ekoloskim senzorima. Merenjem promene u
volumenu, koncentraciji, rasporedu, gravitacionim, elektri¢cnim i magnetnim silama, pritisku ili
temperaturi ¢elija u telu, ovi senzori mogli bi da razlikuju 1 prepoznaju odredene cCelije, pre svega
¢elije karcinoma, na molekularnom nivou [Halouzka et al., 2017]. Da spomenemo na ovom
mestu i znacaj aktiviranih tkanina od karbonskih vlakana za procis¢avanje vode, naroCito za
uklanjanje organskih mikropolutana i farmaceutskih jedinjenja (npr. diklofenak, kofein,
acetaminofen itd.) [Falou et al., 2016]. Kratka vlakna konoplje, dobijena kao otpad iz

proizvodnje tekstila, mogu da se koriste kao jeftini prekursor za proizvodnju ugljeni¢nih
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materijala kao sorbenta u ekstrakciji ¢vrste faze, za analizu pesticida i tesSkih metala u uzorcima
vode [Vukcevié et al., 2012; 2013; 2014; 2015].

Ogroman broj radova u naucnoj literaturi posvecen je afirmaciji veoma dobrih hemijskih i
fizi¢kih karakteristika ugljeni¢nih vlakana, u kojima se posebno isti¢e njihova sli¢nost sa ¢elikom
1 prednost Sto su daleko laksa od njega, a ¢vrSca, stiSljivija i elasticnija. Tako je npr. ¢vrstoca na
istezanje Celika 2,39 GPa a karbonskih vlakana 1,5-5.65 GPa, modul elasti¢nosti Celika je 210
GPa a KV 228-790 GPa, specificna ¢vrstoca Celika je 26,6 GPa a KV 106-407 GPa, dok je
gustoc¢a daleko manja u odnosu na celik (1,6-2,2 glcms: 7,9 g/cmg) 1 sli¢na je gusto¢i kompaktne
kosti (2,0 g/cm?) [Petersen, 2016]. Kao §to je ve¢ ranije istaknuto, KV imaju grafitnu strukturu sa
snazno kovalentno vezanim kristalitima koji su veoma anizotropni, §to odreduje jake mehanicke
osobine duz uzduzne osovine vlakana, ali sa istovremeno slabim Van der Waalsovim silama
izmedu slojeva, §to odreduje minimalne mehanicke osobine u transverzalnom i perpendikularnom
smeru. Stroga se u svrhu dobijanja visokomodulnih KV, orijentacija grafitnih kristala popravlja
razli¢itim tertmalnim i mehanickim tretmanima. Na primer, KV dobijena iz PAN imaju ¢vrstocu
od 2,4-5,65 GPa, modul od 230-436 GPa, pa se upotrebljavaju u kompozitima visokih
performansi, uglavnom u avionskoj industriji. Dalje, KV kada su neoptereCena imaju elasti¢na
svojstva, pa su otporna na zamaranje. Inertna priroda KV odreduje njihovu perfektnu vlaznost i
hemijsku rezistentnost na sobnoj temperaturi, ali oksidacija zapoc¢inje na visSim temperaturama
pocev od 350-450°C. Karbonska vlakna imaju dobru elektri¢énu sprovodljivost sa elektricnom
rezistentno$¢u koja se nalazi u opsegu od 9,510 6 Qm do 18x10 6 Qm. Povecanjem ¢vstoce
KV povecava se njihova elektri¢na i1 termalna sprovodljivost i modul. Tipi¢ni kompoziti KV sa
polimernim matriksom za elektri¢nu izolaciju, obezbeduju usmerenu elektricnu sprovodljivost
koja je najveca duz toka vlakana. Zbog polimera za izolaciju, perpendikularna i transferzalna
kondukcija u karbonskim polimerima je mala, ali ipak postroji zbog toga §to izmedu male
frakcije vlakana postoji medusobni kontakt. Kod ojacavanja karbonskim vlaknima razli¢itih
polimera, istiCe se da ona, zahvaljuju¢i opisanoj osobini elektricne sprovodljivosti, u matriksu
kompozita stvaraju elektricna mikrokola koja stimuliSu rast tkiva tako S§to odstranjuju viSak
elektrona nastalih tokom respiratornog stresa iz elektronskog transportnog lanca u
mitohondrijama, u toku perioda hipoksije. Preciznije, kiseonik kao akceptor elektrona neophodan
je u toku efikasne sinteze energije, a ukoliko ga nema nastali slobodni kiseonicni radikali i kisela

sredina dovode do oStecenja cCelija. Stoga je elektricna sprovodljivost koju poseduju KV
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biokompatibilno svojstvo ovih materijala, jer se zahvaljuju¢i njemu odstranjuje visak Stetnih
elektrona u pravcu manjeg elektrohemijskog gradijenta, tj. prema zonama sa manjim negativnim
naelektrisanjem i manjom koncentracijom jona. Zahvaljujuci elektricnoj sprovodljivosti,
karbonska vlakna se koriste i u voltametrijskoj identifikaciji bioloskih molekula, za ispitivanje
aktivnosti mozga. Karbonska nanovlakna obezbeduju elektronsku sprovodljivost za stimulaciju
kardiomiocita i nezavisno od toga podsticu proliferaciju kardiomiocita [Kozai et al., 2012;
Petersen, 2016].

Prva medicinska primena KV vezana je za zamenu ili reparaciju ligamenata i tetiva
[Foster et al., 1978], sto je detaljno razmatrano u uvodnom delu ove doktorske disertacije.
Naime, osamdesetih godina proslog veka pocela je klinicka primena KV, kao matrice za
indukciju proliferacije vezivnog tkiva u cilju reparaciju tetiva i ligamenata. Pokazano je da KV
imaju uglavnom dobra biokompatibilna svojstva u smislu zamene ligamenata u kolenom zglobu
kod ljudi, kao i na drugim lokalizacijama, s obzirom da implantacija ovih vlakana dovodi do
deponovanja koncentri¢nih slojeva fibroznog vezivnog tkiva oko vlakana i tako pruza potporu
,novonastalim ligamentima* [Jenkins and Foster, 1977; Foster et al., 1978]. Medutim, kako KV
imaju malu transferzalnu ¢vrstocu, dolazi do njihove stalne fragmentacije i stvaraju se partikule
debrisa, pa iz tog razloga Americ¢ka agencija ta hranu i lekove (Food and Drug Administration)
nije dala odobrenje da se ova procedura primenjuje kod zamene lig. cruciale anterior. Ranije su
se KV dodavala u koStani cement u cilju regeneracuije kostanog tkiva, zbog mogucnosti da u
koStanom cementu pojacaju snagu na istezanje, modul, ja¢inu savijanja, otpornost na smicanje,
otpornost na zamor i sl. Kasnije, ona su postala sastavni deo kompozita (kompoziti ojacani KV),
koji su naSli primenu u le¢enju koStanih preloma pomocu interne fiksacije. Primecéeno je da
interni fiksatori sacinjeni od kompozita ojacanih karbonskim vlaknima stimuliSu zarastanje
preloma bolje nego metalni fiksatori jer, izmedu ostalog, omogucavaju unformnu distribuciju
stresnih sila. Pored primene kao intrernih fiksatora za kosti u formi kompozita, karbonska vlakna
su postala sastavni deo biomaterijala za protezu kuka, keratoproteze, reparaciju zglobnih
povrsina, a sastavni deo su i skafolda za terapiju kostanih defekata [Petersen, 2011; Deng et al.,
2015; Najeb et al., 2015].

Najvec¢i broj istrazivanja in vivo potvrduje odlicna biokompatibilna svojstva KV kao
kostanih implantata. Razli¢iti mehanizmi leze u osnovi koStane regeneracije indukovane KV.

Prvo, karbonska vlakna se u zoni preloma, tj. koStanog defekta, oksidiSu oko 20%, pri cemu sti¢u
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povrsinske grupe R—-COOH i R—~COH koje mogu da privuku razne bioloSke molekule, sli¢no kao
Sto kiseonik privla¢i hidrokarbone putem van der Waalsovih sila. Drugo, reakcija kondenzacije
omogucava jako kovalentno vezivanje kostanih fosfata i odredene koli¢ine organskog dela
kostanog matriksa preko terminalnih grupa membranskih masnih kiselina/ fosfata/ amino
kiselina. Trece, zbog slabije ¢rstoce u transferzalnom smeru, KV se fragmentisu [Callister, 1997;
Chawla, 1998], i ta fragmentacija duzinom implantata dovodi do snazne osteointegracije. Ne
samo da KV stimuliSu sintezu osteoida, ve¢ dalje pojacavaju pripajanje mekih tkiva za kost.
Cetvrto, zahvaljujuéi hipoksiji u ko§tanoj srzi, u toku sinteze energije u mitohondrijama dolazi do
stvaranja kiselina pa se polimeri smole razmeksavaju i puluju, §to dovodi do povezivanja kosti sa
karbonskim vlaknima. U osteointegraciji, centralnu ulogu ima kovalentno vezivanje koStanog
matriksa za KV, dok je u slu¢aju primene titanijumskog implantata glavni mehanizam
osteoindukcije jonsko povezivanje elektrona titanijuma i kosti, sa mineralizacijom prostora
izmedu kosti i povrsine oksidisanog sloja TiO2 [Blazewicz, 2001; Rajzer et al., 2010; Petersen,
2011; 2014; 2016].

lako vecina istrazivada procenjuje primenu KV in vivo kao uspeSnu (naroCito u
regeneraciji tvrdih tkiva), pa samim tim KV karakteriSe kao biokompatibilni materijal, ne mali
broj autora je skeptiCan u pogledu superiornosti KV nad drugim biomaterijalima, narocito
prilikom njihove aplikacije u meka tkiva, s obzirom da je primeéeno da imaju slabija bioaktivna
svojstva. Razli¢iti rezultati dobijeni prilikom evaluacije KV kao biomaterijala najverovatnije su
posledica upotrebe razli¢itih tipova vlakana, tj. KV koja imaju razlicite fizicke, strukturne i
hemijske karakteristike, koje su rezultat vise tehnoloskih parametara. Osim toga u vecini radova
nedostaju precizni podaci o tipu vlakana i njihovim fundamentalnim karakteristikama koje mogu
da odrede njihovo ponasanje u bioloskom okruzenju [Blazewicz, 2001, Rajzer et al., 2010]. To je
bio razlog zasto je za temu ove doktorske disertacije odabrano ispitivanje biokompatibilnosti KV
i funkcionalizovanih KV u potkoZznom i miSi¢nom tkivu, sa idejom da se ispita da li
funkcionalizovana vlakna koja imaju na svojoj povrsini viSe baznih, tj. kiselih grupa menjaju
biokompatibilna svojstva.

Karbonska vlakna, narocito visokomodulna, imaju ,.glatku® povrsinu, sa veoma malo
nesparenih veza i stoga se vrlo teSko vezuju sa polimerima. To vaZi i za epoksidne smole koje
predstavljaju najvazniju osnovu kompozita KV-polimer. Ako je veza vlakno-osnova, pa prema

tome 1 adhezija, slaba, mehanicko naprezanje se nece prenositi sa osnove na vlakno. Takav
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kompozit je vrlo slab. Dakle, da bi se iskoristile velike mehani¢ke osobine vlakana, neophodno je
povecati adheziju vlakno-osnova. To se ostvaruje promenom povrSinskog stanja vlakana, bilo
uvodenjem funkcionalnih povrSinskih grupa, koje bi omogucile vezu sa atomima ugljenika iz
smole, ili ,,ogrubljivanjem‘ povrsine koje bi pomoglo da se ostvari mehanicka veza sa smolom.
Ukoliko se radi o vrsti biokompatibilnih KV, ona nisu bioloski aktivna u onoj meri u kojoj su to
biostaklo ili biokeramika, tako da modifikacija povrSine KV sti¢e sve veéu primenu. Nacini
modifikacije su razli¢iti, od oblaganja keramiCkim cesticama hidroksiapatita i pirolitickog
karbona radi boljeg prianjanja za okolnu kost, do modifikacije aktivnih hemijskih grupa na
povrsini KV. Da bi se postigla maksimalna iskoristljivost biokompatibilnih osobina ugljenika,
potrebno je razviti nove hemijske metode u cilju funkcionalizacije poroznih povrSina ugljeni¢nih
implantata. Pazljiva oksidacija poboljsava efekat vlazenja pora i povecava broj mikropora i
povrsinu ugljenika. Za oksidaciju ugljeni¢nih materijala najceS¢e se upotrebljava koncentrisana
ili razblazena azotna kiselina. Oksidacija povrSine ugljenika azotnom kiselinom je vrlo efikasan
proces koji se koristi za stvaranje povrSinskih funkcionalnih, odnosno karboksilnih grupa.
Suprotno tome je tretiranje povrsine KV bazama, kao $to je KOH [Marinkovié, 1999].

Medu mnogim metodama tretiranja povrSine vlakana, najvaznije su metode oksidacije
koje se vr$e kiseonikom iz vazduha sa ili bez dodataka (CO, CO,, H,0, O3), vodenim rastvorima
oksidanasa (HNO3;, HCL, HCLO3, H,Cr,0,), ili elektrohemijskom (anodnom) oksidacijom koja
je posebno pogodna za kontinualne industrijske procese. Danasnje metode tretiranja povrSine
vlakana, kakve se koriste u industrijskoj proizvodnji, omogucuju povecanje adhezije, koja ¢ini da
se ¢vrsto¢a kompozita na smicanje poveca 2-4 puta, Sto povecava zateznu ¢vrstocu kompozita do
visokih vrednosti [Marinkovi¢, 1999]. Pri apsorpciji neorganskih i organskih polarnih materijala,
pored struktura pore, od izuzetnog je znaCaja i hemijska priroda povrSine aktivnih
karbona/karbonskih materijala. Zbog delimi¢no uredene aromati¢ne strukture, defekti u strukturi
predstavljaju aktivna mesta na povrSini materijala na kojima atomi ugljenika stupaju u reakciju sa
razliCitim atomima prisutnim u okolini, najées¢e sa kiseonikom i vodonikom. Kao rezultat
nepotpune karbonizacije polaznog materijala, ili zato Sto se hemijski vezuju za povrSinu za vreme
aktivacije ili naknadnog hemijskog tretiranja, na povrSini karbonskih vlakana prisutni su
heteroatomi O, H, CI, N, S [Polovina, 1999]. U reakciji sa NH; formiraju se stabilna povrSinska
jedinjenja ugljenik-azot; reakcija sa H,S, CS,, ili S daje strukturu ugljenik-sumpor; reakcija sa

Cl; uslovljava povrsinske karakteristike i povrSinsko ponasanje aktivnih karbona. Reakcija sa
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koncentrovanom H,SO, i H3PO, daje karbonska vlakna sa sulfatnim i fosfatnim grupama, koja
imaju jonoizmenjivacke karakteristike 1 pogodna su za selektivnu adsorpciju polarnih jedinjenja
kako u gasovitoj, tako i u te¢noj fazi [Polovina, 1999]. Povrsinske strukture ugljenik-kiseonik su
najbrojnije 1 od najveceg znacaja jer utiCu kako na adsorpcione karakteristike, tako 1 na
sposobnost vlazenja, kataliticka 1 elektricna svojstva. Priroda i koli¢ina ovih grupa zavise od
prirode karbona, njegove povrsine i nacina formiranja (temperatura, aktivator) , ali se one mogu
formirati 1 naknadnim hemijskim tretiranjem materijala, najceS¢e razli¢itim oksidacionim
agensima kao $to su vazduh, kiseonik, kiselina (azotna, sumporna, fosforna), vodonik-perosid,
rastop nitrata gvozda itd. Vezani kiseonik moZze se sa povrsine karbona ukloniti samo kao oksid
(CO, COy) i to na visokim temperaturama u vakumu ili u inertnoj sredini [Polovina, 1999]. Sto se
tice mogucih kiseoni¢nih grupa na povrsini karbona, grupe mogu biti jako kisele karboksilne
grupe, slobodne (a) ili u obliku anhidrida (b), srednje kisele laktonske (c) i laktonske (d) grupe,
slabo kisele hidroksilne grupe fenolnog tipa (), karbonilne grupe, izolovane (f), ili kombinovane
u hinonski tip strukture (g) i etarski ili ksantenski tip kiseoni¢nih grupa (h) koje spadaju u bazne.
Bazne grupe koje, za razliku od kiselih, nastaju na vi$im temperaturama aktivacije (800-1000°C),
pripadaju preteZzno hromenskim i pironskim strukturama [Polovina, 1999].

U literaturi su poznati mnogi nacini tretiranja povrsine karbona, i oni se sprovode sa
razlicitom namenom [Bacic-Vukevic et al., 2006; Deng et al., 2015; Miyazaki et al., 2017], koja
¢e na ovom mestu biti ukratko razmotrena.

Ukoliko se, npr. iz prirodnih vlakana Kenafa proizvedu aktivirana karbonska vlakna
karbonizacijom na temperaturi od 300°C, impregnacijom sa rastvorom 30% w/v K,HPO, i
aktivacijom na 700°C u trajanju od 2 sata, ova vlakna sadrZace na svojoj povrsini u najveéoj meri
mikropore i bi¢e vrlo efikasna u adsorpciji fenola i p-nitrofenola iz vodenog rastvora [Aber et al.,
2009]. Dokazano je da gustina povrsinskih funkcionalizovanih grupa na aktivnim tkaninama od
karbonskih vlakana i aktiviranim zrnastim karbonima, korelira sa kapacitetom apsorpcije
formaldehida iz gasne faze [Carter et al., 2011]. Hemijske povrSinske grupe na aktiviranim
karbonskim vlaknima vazne su u otklanjanju herbicida diurana i amitrola iz vode [Fontecha-
Camara et al., 2007]. Aktivirani karboni i aktivirana karbonska vlakna koja apsorbuju aromati¢na
jedinjenja mogu da se regeneriSu pomocu etanola, a na tu regeneraciju uticaj imaju njihovi
povrsinski kiseli oksidi. Medutim, iako se efikasnost regeneracije povrSinskim kiselim oksidima

odrzava Cak i nakon 16. regeneracije na visokom nivou, oksidacija nema prakti¢nu upotrebu, jer
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se kapacitet adsorpcije smanjuje oksidacijom [Tamon and Okazaki, 1997]. Aktivirani karboni
dobijeni iz kokosove ljuske ili PAN i funkcionalizovani azotom i kiseonikom, efikasni su u
apsorpciji jona metala iz vode [Xiao and Thomas, 2005].

Karbonski materijali visokih performansi za skladiStenje energije mogu da se dobiju
koris¢enjem poli(m-fenilen izoftalamida), PMIA, kao prekursora za hemijsku aktivaciju
karbonizacije vlakana aramida koris¢enjem KOH; ona vlakna su se pokazala kao dobar kandidat
za adsorpciju H, pri visokom pritisku 1 temperaturi, tj. za primenu u vidu elektroda za
elektrohemijske superkapacitore [Castro-Muriiz et al, 2013]. Obrada karbonskih vlakana
prevlacenjem azotom predstavlja alternativano dobro reSenje za mikrotalasnu obnovu materijala
koji se koristi u grejnoj tehnologiji i apsorpciju radara [Zhu et al., 2016].

U kompozitima oja¢anim karbonskim vlaknima moguce je poboljsati mehanicke osobine
kompozita, graftovanjem dendrimera poli(amidoamina) (PAMAM) na ugljeni¢nim vlaknima
Michaelovim reakcijama i reakcijama amidacije. Promene u mikrostrukturi povrsine i hemijskom
sastavu povrsine KV nastale ovakvim postupkom, povecaju hrapavost povrsine i uvode polarne
grupe na povrSinu ugljeni¢nih vlakana, §to povecava povrSinski efekat kvasenja vlakana.
Izlomljena povrSina kompozitnih materijala ojacanih ovako izmenjenim KV pokazala je odli¢no
poboljsanje adhezije izmedu dva materijala, a sile interlaminarnog smicanja i medusobnog
smicanja povecale su se od 55,49% na 110,94% [Gao et al., 2016]. Takode, postojanje grafen-
oksida povecava sadrzaj reaktivnih funkcionalnih grupa na povrSini ugljeni¢nih vlakana 1
poboljsava sile vezivanja u kompozitu izmedu karbonskih vlakana i smole [Zhang et al., 2015].
Brzo zagrejavanje polimernih kompozita pojacanih ugljeni¢nim vlaknima dovodi do sloZenih
termo-fizickih interakcija koje ne samo da zavise od termickih osobina sastojaka 1
mikrostrukture, ve¢ takode zavise od toplotnog transporta izmedu dodirne povrSine vlakna i
smole. Modifikacije u mnogim parametrima, medu kojima su i povrSinske funkcionalne grupe,
mogu da moduliraju toplotnu sprovodljivost preko dodirne povrsine ovih kompozita [Varshney et
al., 2015]. Racunskim procesima za dizajniranje, testiranje i brzo identifikovanje odrzivih
povrsinskih modifikacija, moguca je optimizacija odgovarajue obrade ugljeni¢nih vlakana
putem povrsinskog graftovanja molekula, u cilju poboljSanja interakcije vlakno-polimer u
kompozitima oja¢anim karbonskim vlaknima [Demir et al., 2017].

Metodom lake oksidacije u vodenom rastvoru azotne kiseline (HNO3) moguce je dobiti

niz  hemijski modifikovanih  mezoporoznih  karbonskih materijala sa promenjenim

156



elektrohemijskim karakteristikama. Nakon oksidacije ouvane su odredene mezoporne strukture,
a kako vreme oksidacije proti¢e, specificne pore na povrsini prvo se povecavaju a zatim
smanjuju, dok nastale funkcionalne grupe proizvode pseudo-kapacitativnost, §to dovodi do
povecanja specificnog kapaciteta [Li et al., 2006]. Mezoporozni aktivni karboni koji sadrze kisele
grupe, pripremljeni od pamuka i tretirani sa H3PO, kao aktivacionim sredstvom, metodom
karbonizacije jednim korakom, imaju vaznu ulogu u apsorpciji Pb i p-nitroanilina [Li et al.,
2013]. Prevuceni porozni karboni, modifikovani sa H3PO,4, imaju vaznu ulogu u apsorpciji COs.
Pri tome, kiseonikove i fosforne grupe kao kisele grupe presudne su u toj apsorpciji; medu
funkcionalnim grupama azota, pirolske grupe su pokazale najveci uticaj na apsorpciju CO,, dok
je pozitivan efekat piridinskih i kvaternernih grupa bio manji [Sdnchez-Sanchez et al., 2014].
Povecanje baznosti povrSine aktiviranog ugljenika ima bitnog uticaja na apsorpciju
perfluorooktan-sulfonskih (PFOS) i karboksilnih kiselina (PFOA) [Zhi et al., 2016].

Jedan od najnovijih na¢ina promene povrsine karbonskih vlakana je njihovo prekrivanje
nanodijamantom. Nanodijamanti su odskoro privukli veliku paznju zbog izuzetne tvrdoée u
kombinaciji sa odlicnom otpornos¢u na habanje. Nanodijamanti funkcionalizovani hidroksilnim i
amino grupama putem hemijske modifikacije uspes$no su uvedeni u funkcionalizovanu povrsinu
ugljeni¢nih vlakana pomocu kovalentnih veza [Zhao et al., 2015].

U ovoj doktorskoj disertaciji upotrebljena su dobro okarakterisana komercijalna
visokoc¢vrsta KV marke Torayca (T300B, 6000-50B, No 2610622), debljine 4-6 um. Ova vlakna
funkcionalizovana su tretirnjem HNO;3; i KOH, $to je znacajno izmenilo sadrzaj povrSinskih
grupa: ,.kisela® vlakna imala su na svojoj povrsini 0,5135 mmol/g kiselih grupa, a baznih 0,3040
mmol/g; ,,bazna“ vlakna imala su na svojoj povrsini 0,1011 mmol/g kiselih grupa, a baznih
0,3843 mmol/g. Odnos kiselih prema baznim povrSinskim grupama je kod kiselih vlakana bio
1,7, a kod baznih 0,3, dok je tacka nultog naelektrisanja za ove dve grupe funkcionalizovanih
vlakana bila 5,3 i 8,5. Biokompatibilnost tako funkcionalizovanih karbonskih vlakana ispitivana
je na eksperimentalnim zivotinjama (kuni¢i, varijetet ¢incila), a procenjivana je in vitro, na
¢elijskim kulturama (fibroblastvoj i makrofagnoj), in vivo aplikacijom vlakana u potkozno tkivo i
m. latissimus dorsi i primenom nuklearne magnetne rezonance. Diskusija rezultata u okviru
svakog od ovih istrazivanja bice izneta navedenim redosledom.

Na pocetku da se osvrnemo da podatke koji u literaturi postoje o ispitivanju

biokompatibilnosti funkcionalizovanih karbonskih vlakana sa kiselim odnosno baznim
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povrsinskim grupama. Takvi podaci su veoma oskudni. Svakako da je funkcionalizacija vlakana
promenom njihovih baznih i kiselih povrSinskih grupa bila motivisana zeljom istrazivaca za
popravkom njihove biokativnosti, s obzirom da je glatka povrSina KV nepovoljna za njihova
svojstva privlaCenje i1 interakcije sa ¢elijama iz okruzenja, ukljucujuci fibroblaste, osteoblaste,
hondroblaste, i, naro¢ito, makrofage [Czajkowska and Blazewicz, 1997; Rostam et al., 2015].
Vise podataka ima o tretiranju bazama ili kiselinama kompozita ojacanih KV, nego samih ¢istih
KV. Danas su sve vise u upotrebi kompoziti ojac¢ani karbonskim vlaknima, kao Sto je
CFR/PEEK, ali bioinertnost i slabe osteogene osobine CFR/PEEK-a ograni¢avaju njegovu
klinicku primenu u ortopediji i implantologiji. Pokazano je da PEEK oja¢an ugljeni¢nim
vlaknima, ukoliko se hemijski tretira sa H,SO, ili CaCL,, ima bolja biokativna svojstva od
netretiranih materijala. Bioaktivnost je procenjena formiranjem in vitro apatita u simuliranoj
telesnoj tecnosti (SBF). Cisti PEEK i kompozit ugljenik-PEEK imali su veéu sposobnost da
formiraju apatit u SBF, kada su tretirani sa H,S04 i CaCl, u odnosu na netretuirane materijale.
Pretpostavlja se da se mnoge funkcionalne grupe nastale ovakvim tretmanom, kao §to su sulfo- i
karboksilne grupe, sposobne da indukuju nukleaciju apatita, inkorporiraju u dispergovanu
ugljenicku fazu u kompozitima ugljenik-PEEK [Miyazaki et al., 2017]. Drugi nacin za popravku
bioaktivnosti ovog kompozita je proizvodnja trojnog kompleksa sastavljenog od CFR/PEEK-
nanohidroksiapatita (PEEK/n-HA/CF) sa umerenom povrSinskom hrapavoscu. Rezultati su
pokazali da su se hidrofilnost i koli¢ina jona Ca™" na povrsini znatno poboljsani sa poveéanjem
povrsinske hrapavosti kompozita. U testovima na ¢elijskim kulturama pokazano je da je brzina
proliferacije 1 stepen osteogene diferencijacije Celija takode povezan sa hrapavoS¢u povrsine.
Kompozit sa umerenom povrSinskom hrapavoséu znacajno povecava vezivanje celija /
proliferaciju ¢elija 1 promovise aktivnost alkalne fosfataze (ALP) 1 formiranje nodula kalcijuma u
poredenju sa ostalim grupama. Sto je jo§ vaznije, implantat PEEK/n-HA/CF sa odgovaraju¢om
hrapavos¢éu povrSine pokazuje izuzetno poboljSanu bioaktivnost i oseointegaciju in Vvivo U
eksperimentu sa zivotinjama, pa ovakav trojni kompozit moze biti adekvatan materijal za
primenu u formi kostanog grafta [Deng et al., 2015].

Jedine studija ¢ije rezultate mozemo delimi¢no da uporedimo sa rezultatima dobijenim u
ovoj doktorskoj disertaciji su studije Blazewitza i sar., koje su objedinile istrazivanja sa nekoliko
vode¢ih institucija u Poljskoj i Ceskoj (Faculty of Material and Environmental Science, ATH
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AGH University of Science and Technology, Cracow, Poland; Collegium Medicum, Department
of Citobiology, UJ Jagiellonian University Cracow, Poland; Academy of Science of the Chech
Republic, Prague). Te studija prizile su nam podatke o biokompatibilnosti poroznih karbonskih
vlakana u eksperimentima in vivo i in vitro [Rajzer et al., 2010] i funkcionalizovanih karbonskih
vlakana postupkom oksidacije sa HNO3 [Czajkowska et al., 1997; Zamorska et al., 1998;
Blazevicz, 2001]. Porozna karbonska vlakna dobijena su upotrebom PAN-terpolimera, u
dvostepenom procesu termalnog tretmana (na vazduhu na 150-280°C; potom u atmosferi &istog
argona na 1000°C) i imala su dijametar od 10 pm. Ukoliko se porozna karbonska vlakna
implantiraju u skeletni miSi¢ pacova, ona stimuliSu rast vezivnog tkiva, koji se manifestuje
formiranjem fibrozne kapsule oko implantata, koja perzistira do kraja eksperimentalnog prac¢enja
zivotinja (7 meseci). lako je primecena fragmentacija vlakana, dekompozicija materijala nije
dovela do poremecaja procesa tkivne regeneracije. U uslovima in vitro, porozna karbonska
vlakna su pruzala dobru potporu za adfheziju i rast osteoblasta i nisu izazivala citotoksi¢nost.
Direktan kontakt vlakana sa skeletnim miSi¢nim ¢éelijama duz kontaktne povrSine implantata, kao
1 prisustvo regeneracije miSi¢nih vlakana, ve¢ nakon 7. dana od implantacije, ukazuju na ubrzan
proces regeneracije skeletnih misi¢a u toku in vivo implantacije. Medutim, ukoliko se ova vlakna
modifikuju sa HAP, stimuliSe se stvaranje hidroksiapatita na povrSini vlakana u toku inkubacije u
simuliranoj telesnoj tecnosti, vreme trajanja inflamacuije je krace, fibrozna kapsula oko
implantata se redukuje i brze nastupa faza reparacije [Blazevicz, 2001]. lako su u ovoj doktorskoj
tezi aplikovana KV nesto drugacijih fizicko-mehanickih karakteristika, rezultati dobijeni u vezi
veceg tkivnog Irl 7. dana nakon intramuskularne aplikacije standardnih vlakana, kao i tok akutne
faze zaceljenja tokom 30 dana trajanja eksperimenta, ukazuju na njihovu bioaktivnost, i u
sasglasnosti su sa iznetom studijom. U drugoj studiji, ispitivan je uticaj stepena i rasporeda
kristalita na povrSini karbonkih vlakana, kao i uticaj procesa njihove oksidacije u HNOg3, na
biokompatibilnost u potkoznom rkivu kuni¢a i misi¢nom tkivu pacova. Bemovom metodom, kao
1 u naSim istrazivanjima, odredivana je koncentracija kiselih i baznih povrSinskih grupa koja je
iznosila 1,04x10° mH*/g KV i 7,51x10“OH/g KV. Na zalost, rezultati istraZivanja izneti u
naucnoj strudiji iznose detaljne podatke o biokompatibilnosti vlakana modifikovanih razli¢itim
temperaturnim tretmanom, u smislu dobijanja vecih ili manjih kristalita 1 organizacije grafitne
strukture, dok vrlo Sturo i nejasno prikazuju rezultate biokompatibilnosti kiselih KB. Podaci se

odnose samo na pracenje broja makrofaga i fibroblasta u tkivu koje okruzuje implantat tokom
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trajanja eksperimenta (210 dana), bez jasne naznake da li se radi o potkoZznom ili miSiénom tKivu.
U svakom slucaju, rezultati pokazuju da kisela KV regrutuju daleko veci broj makrofaga u peri-
implantnoj zoni u odnosu na standardna, kao i da se njihov broj linearno povecava sve do 5.
meseca nakon implantacije. Sli¢ni podaci dobijeni su i u pogledu broja fibroblasta. Treca studija
ovih istrazivaca pokazala je brzi i intenzivniji tkivni odgovor misi¢a na implantaciju kiselih KV,
koji uti¢e na kasniju regeneraciju i reparaciju ovog tkiva [Zamorska et al., 1998]. Takode, u
uslovima in vitro, dokazano je da karbonska vlakna oksidisana uz pomo¢ HNO3 imaju pojacanu
fagocitnu sposobnost [Czajkowska and Blazewicz, 1997]. Sto se ti¢e biokompatibilnosti baznih
vlakana, o njima nema podataka u dostupnoj literaturi.

Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su da ne postoji znacajna razlika u stepenu
citotoksi¢nosti izmedu modifikovanih (,,kiselih® i ,,baznih*) i standardnih karbonskih vlakana,
koja je u ovom eksperimentu prvo procenjivana na osnovu testa vijabilnosti celija
(kalorimetrijskog MTT) i testa Celijske adhezije (trodimenzionalna / 3D kultivacija ¢éelija u
Matrigelu) na humanim fibroblastima kontinuirane ¢elijske linije MRC-5.

Medutim, ova istrazivanja dopunjena su testovima na kulturi humane makrofagne linije
U937, u kojoj je procenjivana vijabilnost ¢elija, internalizacija vlakana (fagocitoza) i produkcija
proinflamatornih citokina, IL-1a, IL6, IL-8 i TNF-a. Celijska vijabilnost bila je nenarusena u
kulturama humane makrofagne linije U937 ukoliko su se dodavala KV u koncentaciji od 125 ug/
ml, bilo da se radilo o standardnim KV, ili vlaknima tretiranim kiselinom ili bazom. Medutim,
dodavanjem vlakana u koncentraciji od 250 ug/ml ili 500 pg/ml, dolazilo je do zna¢ajnog dozno-
zavisnog linearnog smanjenja vijabilnosti ¢elija kod sve tri primenjene grupe vlakana tokom
vremena pracenja; pri tome najvece smanjenje vijabilnosti izazivaju bazna KV i to smanjenje je
znadajno vecée od smanjenja vijabilnosti pod uticajem standardnih karbonskih vakana. Sto se tice
internalizacije vlakana, internalizacija vlakana dodatih u kulture humane makrofagne linije U937
u dozi od 250 ug/ml, zavisila je od toga da li su primenjena standardna ili funkcionalizovana KV.
Znatno veci broj makrofagnih ¢elija fagocitovao je vlakna trerira bazom, u odnosu na fagocitozu
standardnih i kiselih KV. Postojala je povecana koncentracija proinflamatornih citokina TNF-q i
IL-1B u supernatantima kulture humanih makrofaga linije U937 nakon dodavanja standardnih ili
kiselih KV u koncentraciji od 125 pg/ml u odnosu na kontrolne vrednosti, dok je dodavanje
baznih KV u istoj koncentraciji uslovilo smanjenu produkciju ovih citokina u odnosu na

vrednosti za kisela i standardna KV. U istoj koncentraciji, standardna KV su uslovila znacajno
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smanjenja sekrecije IL-8, a kisela i bazna KV izrazito povecanje sekrecije IL-6 i IL-8 u odnosu
na kontrolne vrednosti. Pri tome, vlakna tretirana kiselinom bila su snazniji stimulator sekrecije
IL-8 iz makrofaga u odnosu na vlakna tretirana bazom, dok u odnosu na produkciju IL-6 nije bilo
razlike u stepenu stimulacije sekrecije ovog citokina izmedu kiselih i baznih KV. Standardna KV
dodata u kulture humanih makrofaga celijske linije U937 u koncentraciji od 250 pg/ml
smanjivala su sekreciju IL-1B u odnosu na kontrolne vrednosti, a bazna povecavala. Medutim,
produkcija IL-6 i IL-8 snazno je stimulisana pod uticajem standardnih KV, a viSestruko
inhibirana nakon dodavanja kiselih ili baznih KV u navedenoj koncentraciji. Standardna KV nisu
dovela do promene u koncentraciji TNF-a, dok su kisela, a naro¢ito bazna KV dovela do
smanjenja koncentracije ovog citokina; pri tome, smanjenje koncentracije TNF-o u prisustvu
baznih KV desetostruko je bilo manje u poredenju sa kontrolnim vrednostima.

U literaturi ima vrlo malo podataka o uticaju karbonskih vlakana ili hemijski
modifikovane povrSine karbonskih vlakana na vijabilnost i funkciju makrofaga [Mendes et
al.,1985; Peluso et al., 1991a, 1991b, Czajkowska and Blazewicz, 1997]. Ve¢ je napred istaknuto
da karbonska vlakna oksidisana sa HNO3; pojacavaju fagocitozu makrofaga u uslovima in vitro
[Czajkowska and Blazewicz, 1997], dok u uslovima in vivo stimuliSu njihovu aktivnost prilikom
peritonealne aplikacije eksperimentalnim zivotinjama [Peluso et al., 1991a, 1991b], kao i u
mekim tkivima prilikom implantacije kod ljudi radi zamene ligamenata i tetiva [Mendes et
al.,1985]. Znacaj ponaSanja razli¢itih populacija antigen-prezentujucih c¢elija, i mogucnost
kontrole njihove polarizacije, privlaci danas veliku paZnju istraZivaa u oblasti biomaterijala.
Medutim, zahvaljujucéi §irokoj lepezi razlic¢itih materijala koji su u upotrebi, kao i uslovima pod
kojima su implantirani ili ispitivani u uslovima in vitro, nema jasnih stavova o ovom pitanju, a
nedovoljno poznavanje mehanizama dejstva materijala na funkciju makrofaga i modulaciju
funkcije, ostaje atraktivno polje za dalja istrazivanja [Rostam et al., 2015]. Znacaj povrSinskih
hemijskih grupa na fenotip makrofaga i njihovu funkciju ispitivan je od strane razlicitih
istrazivaca, ali nema ni jednog novijeg podatka, osim navedenih, koji se odnose na karbonska
vlakna ili karbonske kompozite [Rostam et al., 2015]. Analogija moze da se nade Ssa
istrazivanjem koje govori o uticaju jetkovanja titanijuma kiselinom [Alfarsi et al., 2014].
Pokazano je da mikrohrapavost povrSine (SMO), jetkovanje kiselinom (SLA) ili hidrofilna
modifikacija povrSine titanijuma koja je jetkovana kiselinom (modSLA), razlil¢ito reguliSu

funkciju makrofaga. Na primer mikrohrapavost i jetkovanje kiselinom dovode do poveéane
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ekspresije 16 proinflamatornih gena, dok modSLA izaziva smanjenu ekspresiju 10 gena (TNF,
IL-1a 1 B, CCL1, CCL3, CCL19 i CCL20, CXCL1 i CXCLS, i IL-1R1). To znaci da hidrofilna
povrSina titanijuma modulira njegov proinflamatorni odgovor. Zahvaljuju¢i velikom broju
razli¢itth metoda za dobijanje makrofaga 1 razliCitim postupcima za procenu njihovog
funkcionalnog fenotipa, ne iznenaduje Cinjenica da neka istraZivanja pokazuju da hemijska
modifikacija povrSine materijala nema uticaja na polarizaciju makrofaga [Jenney et al., 1998;
Cejudo-Guille et al., 2012].

Zbog strogog ucesca makrofaga u modulaciji inflamacije, pa samom tim i znacaja koji
ima u odredivanju tkivnog iritacionog indeksa, tj. promena koje se u tkivu deSavaju u toku
njegove dinamicke interakcije sa implantiranim materijalom, na ovom mestu, pre diskusije
rezultata in vitro testova, napravicemo 0svrt i na rezultate procene tkivnog Irl i fragmentacije
vlakana u uslovima in vitro. Najve¢i odgovor tkiva procenjen preko vrednosti Irl pri subkutanoj
aplikaciji KV, postojao je 21. dana nakon implantacije standardnih i kiselih KV, a 21. i 28. u
slucaju implantacije baznih KV, u odnosu na ostale termine merenja. Pri tome, Irl potkoznog
tkiva kod subkutane aplikacije kiselih KV bio je znacajno veéi 21. dana nakon implantacije u
poredenju sa istim indeksom kod subkutane aplikacije baznih KV. Kod intramuskularne
aplikacije kiselih KV, vrednosti Irl bile su znac¢ajno vece 7. dana od implantacije u odnosu na
ostale termine merenja. Postojao je znatno ve¢i tkivni Irl kod intramuskularno aplikovanih kiselih
KV u odnosu standardna KV 7, 21. i 28. postoperativnog dana, a zna¢ajna razlika u veli¢ini ovog
indeksa registrovana je izmedu kiselih 1 baznih KV u 7. postoperativnom danu, u korist kiselih
vlakana. Poredenjem subkutane i intramuskularne aplikacije KV, izvodi se zaklju¢ak da je 7.
dana nakon implantacije Irl znaajno veci prilikom intramuskularne aplikacije standardnih,
kiselih i baznih vlakna u poredenju sa subkutanom aplikacijom istih tipova vlakana, dok je 21.
danu Irl znadajno veéi kod subkutane aplikacije u odnosu na intramuskularnu. Sto se tice
fragmentacije vlakana, najviSe su bila fragmentisana intramuskularno aplikovana kisela i
standardna KV, a najmanje subkutano aplikovana standardna KV. Intramuskularna aplikacija
uslovila je kidanje vlakana na manje fragmente u odnosu na potkoznu aplikaciju KV. Subkutano,
najvise su bila fragmentisana bazna KV i razlika je bila znac¢ajna u odnosu na standardna i kisela
KV, dok su intramuskularno najviSe bila fragmentisana kisela KV, a ta fragmentacija bila je veca

u odnosu na fragmentaciju baznih KV aplikovanih na istio nacin.
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Poznato je da se testovi biokompatibilnosti realizuju u in vitro i in vivo uslovima.
Savremeni aspekt ispitivanja biokompatibilnosti materijala podrazumijeva tri, tj. Cetiri nivoa
istrazivanja. Prva nivo se odnosi na testiranje materijala u laboratorijskim uslovima na kulturama
¢elija, tkiva ili organa. Ovaj nivo podrazumieva ispitivanje inicijalne citotoksi¢nosti i ispitivanje
krajnjih efekata citotoksicnosti. Sledeci nivo ptredstavljaju eksperimenti na zivotinjama, s ciljem
da se simuliraju uslovi u organizmu ¢oveka. Posljednji nivo su razli€iti testovi primene materijala
u klini¢kim uslovima, na ograni¢enom broju pacijenata [Coli¢ et al., 2007; Helmus et al., 2008;
Janus and Rybak, 2013; Ananth et al., 2015]. Testovi biokompatibilnosti in vitro obavljaju se
izvan Zivog organizma sa ciljem da simuliSu biolosku reakciju tkiva koje dolazi u kontakt s
ispitivanim materijalom. Inicijalno sagledavanje biokompatibilnosti materijala najcesce se
obavlja kroz ispitivanje citotoksi¢nosti. Bioloski sistemi mogu biti: kulture tkiva i1 organa,
¢elijske kulture i organele. Za ispitivanja citotoksi¢nosti biomaterijala in vitro obi¢no se koriste
jednoslojne kulture ¢elija 1 trodimenzionalni (3D) modeli, najeSée dobijeni tkivnim
inzenjerstvom. Odabir ¢elija (permanentne i primarne ¢elijske linije) zavisi od bioloskog cilja
predvidenog u testu citotoksicnosti. Permanentne (kontinuirane, imortalne) ¢elijske linije su jasno
morfoloSki 1 funkcionalno definirane, relativno se lako kultivisu 1 komercijalno su dostupne.
Njihova upotreba omogucava dobru korelaciju rezultata razli¢itih laboratorija. Sa druge strane,
one su jednostavniji replikacioni sistemi, bez specifiénog metabolickog potencijala normalno
prisutnog u organizmu. U cilju ispitivanja potencijalne toksi¢nosti biomaterijala najcesce se
koriste fibroblastne linije, Sto je bio slucaj i u ispitivanjima obuhvacenim ovom doktorskom
disertacijom. Za razliku od toga, primarne Celijske linije ustanovljene su u samoj laboratoriji i
dobijaju se biopsijom tkiva ili iz periferne krvi. Njima se postiZze bolja simulacija situacije u
uslovima in vivo jer poseduju sve osobine tkiva iz koga su uzete. Odabir primarnih ¢elijskih linija
zavisi od vrste ispitivanog materijala, kao od vrste tkiva s kojim je ispitivani materijal u
neposrednom kontaktu. Dostupne su samo u specijalizovanim laboratorijima, te se koriste za
specifiCna istrazivanja. Takva primarna nativna celijska linija, linija humanih makrofaga U937
kori$¢ena je u ovom istraZivanju.

Kontakt izmedu celijske kulture 1 ispitivanog materijala ostvaruje se direktnim i
indirektnim putem i postredstvom ekstrakata. U slucaju direktnog kontakta, citotoksi¢nost se meri
stopom Celijske smrti u funkciji vremena ekspozicije 1 udaljenosti od uzorka koji je u ¢vrstom

agregatnom stanju. Bioloska reakcija ¢elija moZze da se opise morfoloski ili kvantitativnom
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analizom. Za jednostavnija istrazivanja potencijalne toksi¢nosti biomaterijala koriste se metode
koje se baziraju na oStecenju celijske membrane 1 ispitivanju stepena celijske vijabilnosti i
proliferacije [agar i filter-difuzioni test, almar-plavo, tripan-plavo, neutralno-crveno, LDH
(laktat-dehidrogenaza) i MTT (3 (4,5 dimetil 2 thiazolyl) 2,5 diphenyl 2H tetrazolium bromid /
methyl thiazolyl tetrazolium; MTT testa, propidijum-jodid testa, testova inkorporacije
radioizotopa, poput 3H-timidin i bromdeoksiuridin (BrdU) i dr. ]. U cilju istrazivanja mehanizma
toksicne aktivnosti ispitivanog materijala potrebna je specificnija metoda istrazivanja, pa se
koriste komplikovaniji testovi na temelju ¢elijskih funkcija (merenje koli¢ine proteina zapaljenja
1 proteina indikatora celijskog stresa (HSPs), testa determinacije glutationa, odredivanje tipa
¢elijske smrti, fagocitoze i dr.). Prednost in vitro testova je moguénost ponavljanja pod
identi¢nim uslovima, stroga kontrola po svakom ispitivanom parametru, laka izvodljivost i
eklonomi¢nost. S druge strane, u in vitro uslovima, za razliku od uslova in vivo, nedostaju
odbrambene reakcije tkiva na prisustvo ispitivanog biomaterijala, pa prilikom tumacenja rezultata
ta Cinjenica se mora uvaziti. Naizad, rezultati testova in vitro, s obzirom da se prvenstveno
odnose na toksi¢ni efekat, interpretiraju se obi¢no unutar serija blisko povezanih materijala
(relativna analiza toksi¢nosti) [Coli¢ et al., 2007; Helmus et al., 2008; Ananth et al., 2015].

Rezultati izneti u ovoj doktorskoj disertaciji u vezi citotoksi¢nosti i adhezivnosti KV na
¢elije u kulturi fibroblasta u skladu su sa rezultatima drugih autora koji su pokazali da karbonska
vlakna ne izazivaju citotoksi¢ni efekat na fibroblaste, tendocite 1 osteoblaste, kao 1 da je
adhezivnost ¢elija na vlakna adekvatna [Morison et al., 1995; Zhang et al., 1997a,1997b; Rajzer
et al., 2010]. To znaci da karbonska vlakna ne oStecuju fibroblaste direktno, §to ima veliki znacaj
u odgovoru fibroblasta u toku procesa regeneracije i reparacije mekih tkiva na uneti implantat.

Nakon implantacije, implantirani material organizam dozivljava kao strani i dolazi do
pojave akutne inflamatorne reakcije posredovane makrofazima —faza inflamacije, koju smenjuje
faza zaceljenja u kojoj dolazi do povlacenja inflamacije, proliferacije somatskih ¢elija i tkivnog
remodelovanja, Sto rezultira ponovnim uspostavljanjem tkivne homeostaze.

Makrofazi imaju kljuénu ulogu u kaskadi imunoloskih odgovora na implantirani material.
Tkivni makrofazi su medu prvim ¢elijama koje reaguju na ma koje tkivno oste¢enje i unosenje u
tkivo stranog materijala, ukljucujuci i implantat. To su ¢elije koje su evoluciono programirane da
pokrecu 1 kontroliSu inflamaciju i uti¢u na njeno povlacenje, modulirajuci kako sopstveni fenotip,

tako i fenotip susednih celija. Oni nastaju od monocita i pokazuju visok nivo funkcionalne i
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fenotipske plasticnosti. Medutim, s obzirom da sadrze i bogat arsenal molekula usmerenih protiv
mikroorganizama i stranih tela, makrofazi predstavljaju istovremeno i rizik za kolateralno
ostecenje susednih tkiva [Morais et al., 2010; Kzhyshkowska et al., 2015].

Jedan od stalnih problema koji postoji oko nekih implantata, ukljucuju¢i metalne i
polimerne implantate, nanotube od karbona i dr. je nesposobnost makrofaga da otklone
inflamaciju i njihova tendencija da ostanu u stanju tzv. frustrirane fagocitoze [Bala¢ et al., 2010;
van Berlo et al., 2012; Kzhyshkowska et al., 2015]. U toku inicijalne faze inflamacije,
proinflamatorni makrofazi indukuju akutnu reakciju na traumu i strani material, dok tolerogeni
anti-inflamatorni makrofazi kontroliSu povlacenje inflamacije i indukuju sledecu fazu -
zaceljenje. Medutim, implantirani materijali mogu da indukuju mesoviti pro- i anti-inflamatorni
fenotip 1 da na taj nain potpomazu odrzavanje hroni¢ne inflamacije pracene infekcijom
mikroorganizmima i neuspehom implantacije. Da bi se smanjila rekcija na implantat i poboljsala
interakcija implantata sa tkivom, proizvedeno je viSe vrsta materijala na bazi prirodnih polimera
koji otpustaju anti-inflamatorne supstance/ bioaktivne molekule i sluZze za oblaganje implantata.
Medutim, do danas nije uspeo da se pronade ni definitivni ni dugotrajni nacin da se spreci
nepozeljni imunoloski odgovor na implantirani mateijal. Zato je jedan od nacina da se spreci
infekcija ili hroni¢na inflamacija povezana sa ugradnjom implantata i na taj nacin poboljsa
prihvatanje  implantata, mogu¢nost manipulacije sa fenotipom makrofaga. Stoga
imunomodulatorne osobine sada dostupnih materijala za oblaganje implantata moraju biti u
buduénosti u sluzbi personalizovane medicine (personalizovane implantne terapije). Humani
primarni makrofazi izlozeni implantiranom materijalu ex vivo mogu da se upotrebe da sprece
individualnu reakciju i omoguce selekciju optimalnog materijala za oblaganje implantata. Pored
navedenih postupaka, smatra se da lokalno otpuStanje angiogenetskih faktora sa prevlake
implantata moze da pojaca njihovu integraciju sa tkivom. [Kzhyshkowska et al., 2015].

Aktivacija 1 polarizacija makrofaga su klju¢ni dogadaj u toku imunoloske reakcije na
implantirani materijal. Makrofazi, pod stimulatornim uticajem citokina, mogu da se polarizuju u
dva razli¢ita stanja aktivacije — M1 (klasi¢no) i M2 (alternativno). M1-stanje je prototip za
makrofage stimulisane sa INFy, a M2-stanje za makrofage stimulisane sa IL-4. Neki autori su
usvojili dalju podelu M2 makrofaga u tri podgrupe: 1) M2a, u koju spadaju makrofazi indukovani
sa IL-4 1 IL-13; 2) M2b, u koju spadaju makrofazi indukovani sa INFy koji vezuju FcR i 3) M2c,

u koju spadaju makrofazi deaktivirani pomocu IL-10, TGF-f ili pomoc¢u glikokortikoida.
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Medutim, M1 1 M2-fenotip nije terminalno stanje diferencijacije makrofaga ve¢ je vise
reverzibilno funkcionalno stanje koje odrazava sposobnost ovih ¢elija da brzo odgovore na Stetni
spoljaSnji uticaj ili promenu u mikrookruzenju. Analiza kompleksnosti genske ekspresije i
ocigledna velika plasti¢nost, definitivno su doprinele da se danas smatra da su M1- i M2-prototip
makrofaga samo polarizovana stanja aktivacije ovih ¢elija u okviru ¢itavog spektra mogucih
aktivacija. Ukoliko se prihvati takav model, svaki stimulus moze potencijalno da indukuje u
makrofazima karakteristiCan transkripcionalni program, koji se delimi¢no preklapa sa takvim
programom indukovanim od strane slicnog faktora. Zato se danas u literaturi sve vise koriste
termini M1-slicni i M2-slicni fenotip, kako bi se oznacili dominantni pro- ili anti-inflamatorni
fenotipovi [Kzhyshkowska et al., 2015].

Generalno, M1-prototip makrofaga karakteriSe se aktivacijom STAT1 i NF-xB
transkripcionih faktora i pove¢anom produkcijom pro-inflamatornih citokina IL-1p, TNF-a., IL-6
i IL-12. Ovi citokini su sposobni da indukuju brzi inflamatorni i citotoksi¢ni odgovor, koji se
karakteriSe aktivacijom NK-éelija i CD8" citotoksi¢nih T-limfocita, uz regrutovanje neutrofila.
Povecana produkcija ROS 1 NO iz M1-maktrofaga doprinosi povecanju njihovih antimikrobnih
sposobnosti. Za razliku od toga, prototip M2-makrofaga se karakterise aktivacijom
transkripcionog faktora STAT6, povecanom ekspresijom receptora endocitoze (kao Sto su
stabilin-I manozni receptor) i pove¢anom produkcijom anti-inflamatornih faktora, kao §to su IL-
10 i IL-1Ra. M2-makrofazi ukljuceni su u povlacenje inflamacije, zarastanje rane, ali i u
patogenezu alergije i kancera. lako se smatra da je M2-fenotip predominantan za funkciju
implantata, neki faktori oslobodeni iz M2-makrofaga, kao sto su CCL18 (CC hemokinski ligand
18), mogu da odrze hroni¢nu inflamaciju i odloZe zaceljenje [Kzhyshkowska et al., 2015].

Citokini oslobodeni iz makrofaga, kljuéni su faktori hroni¢ne inflamacije. Hroni¢na
inflamacija se uopsteno definiSe kao inflamatorni proces koji traje i koji je rezultat nemoguénosti
povlacenja akutne inflamacije, ili je pak rezultat neadekvatnog odgovora na delovanje Stetnog
faktora. Glavne ¢elije na mestu hroni¢ne inflamacije su makrofazi nastali od monocita i limfociti.
Inflamacija u ovom slu¢aju rezultat je neadekvatnog balansa izmedju pro- i anti-inflamatornih
citokina.

Citokini se grubo klasifikuju na osnovu funkcije na pro- (TNF-a, IL-1B, IL-6 itd.) i anti-
inflamatorne (IL-1Ra, IL-10 i TGF-B). Makrofazi, zavisno od faktora indukcije, mogu da

sekretuju obe grupe citokina. Osim toga, makrofazi sekretuju veliki broj razli¢itith hemokina koji
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na mesto inflamacije privlac¢e druge imunoloske celije — CCXCL1 [chemokine (C-X-C motif)
ligand 1], CXCL2, CXCLS5, IL-8, CXCL9, CXCL10, CXCLI11, ili podsticu fibrozu — CCL2
(chemokine C-C motif), CCL2, CCL3, CCL4, CCL11, CCL20, CCL22. Centralna uloga u
nastanku inflamatorne zone pripada citokinima TNF-a, IL-1f i IL-6. Ovi citokini se uglavnom
sekretuju u akutnoj fazi inflamacije i igraju ulogu u odgovoru na patogene, regrutovanju
neutrofila i diferencijaciji i aktivaciji B- i T-limfocita. Medutim, brojne studije takode ukazuju i
na njihovu ulogu u hroni¢noj inflamaciji, kao Sto je inflamatorna bolest creva, reumatoidni
arthritis, psorijaza, atopi¢ni dermatitis, hroni¢na obstruktivna oboljenja pluca, Alchajmerova
bolest, sistemski lupus eritematosus i karcinom. Nasuprot ovim citokinima, CCL18, koji je
najsnaznije ushodno regulisan sa IL-4, moze biti ukljuen u nastanak hroni¢ne inflamacije 1
fibroze. I brojni drugi citokini iz makrofaga mogu biti ukljuceni u hroni¢nu inflamaciju; npr. IL-
la, IL-8, IL-18 i IL-32 povezani su sa reumatoidnim artritisom i atopi¢nim dermatitisom; IL-3,
IL-7 i IL-10 sa alergijskim bolestima i kancerom; IL-7, IL-8, IL-18, IL-19, IL-20 i IL-24 sa
psorijazom, IL-loe i IL-6 sa inflamacijom u toku ortodontskog pomeranja zuba i sl.
[Kzhyshkowska et al., 2015; Vujacic et al., 2017].

Fibroza je Cesta posledica hroni¢ne inflamacije i nastaje kao rezultat izostanka procesa
zarastanja rane. Neka istrazivanja ukazuju da M2-makrofazi (stimulisani putem IL-4 ili 1L-13),
imaju klju¢nu ulogu u reparaciji rane. Oni sekretuju TGF-p, PDGF, MMPs, CCL7 i CCLS8 koji
stimulisu proliferaciju, migraciju i aktivaciju i povecavaju sintezu kolagena u miofibroblastima,
pa tako podsti¢u fibrozu [Kzhyshkowska et al., 2015].

U zavusnosti od stimulusa, kao Sto se i1z dosadasnjeg izlaganja moZze zakljuciti,
nesumljivo je da makrofazi mogu da razviju razlicit fenotip sa razli¢itim profilom sekrecije
citokina. Medutim, ove razli¢ite populacije makrofaga dobijene su in vitro, dok je u in vivo
uslovima prisutna mesSovita populacija makrofaga, posto su razli¢iti stimulusi prisutni
istovremeno na mestu inflamacije. Pored toga, studije su uglavnom sprovedene na miSjem
modelu i rezultati nisu uvek analogni niti se mogu ekstrapolirati na humane makrofage. Stoga,
specifi¢ni profili inflamatornih medijatora, oslobodenih u odgovoru na implantirane materijale i
materijale kojima su implantati oblozeni, zahtevaju definisanje individualnog odgovora pacijenta
1 moguce terapeutsko poboljsanje kompatibilnosti implantata.

Inflamatorne komplikacije izazvane implantatom ¢esto dovode do neuspeha implantacije.

Pored uobicajenih pre- i postoperativnih komplikacija koje oprate sam hirurski zahvat prilikom
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implantacije, Cesto dolazi i do inflamatornih komplikacija izazvanih samim implantatom. To
dovodi do dodatnih troskova lecenja, dodatne hirurSke intervencije i pogorSanja kvaliteta Zivota
obolelog. Totalna proteza kolena ili kuka je danas medu najée$¢im implantacijama u medicini, i u
SAD se izvrsi vise od million hirurskih intervencija u cilju ovakvih implantacija. Neki od ovih
pacijenata moraju da se podvrgnu ponovnoj operaciji zbog asepti¢kog gubitka kosti povezanog sa
periartikularnom osteopenijom, fokalnom osteolizom i infekcijom. U srediStu svih navedenih
komplikacija je inflamacija. Ona obi¢no pocinje s akumulacijom mikroskopskih partikula
materijala nastalih frikcijom zglobnih povrSina, u zoni izmedu implantata i tkiva. Ovo dovodi do
celularnog odgovora, putem fagocitoze ili direktnom interakcijom sa povrsinom éelija. Celije
domacina, primarno rezidentni makrofazi i fibroblasti, nakon prepoznavanja otpadnih Cestica
implantiranog materijala pocinju da produkuju Sirok spektar razlicitih citokina i faktora rasta kao
§to su TNF-a, IL-la, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-11, IL-15, TGF-a, GM-CSF (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor, faktor stimulacije kolonija makrofaga), PDGF (Platelet-
derived growth factor,trombocitni faktor rasta) i EGF (Epydermal growth factor, epidermalni
faktor rasta). Ovi inflamatorni faktori sposobni su da indukuju stvaranje osteoklasta preko puta
RANKL/RANK/osteoprotegerin, koji stimuliSu osteolizu i privlacenje inflamatornih makrofaga i
limfocita; ove c¢elije produkuju dodatne pro-inflamatorne i pro-osteoklastogene faktore pa
pojacavaju zapoCetu inflamatornu reakciju. Sa druge strane, otpadne Ccestice inhibiraju
diferencijaciju mezenhimalnih mati¢nih celija u osteoblaste i indukuju apoptozu. Dalje,
osteoblasti poc¢inju da sekretuju pro-inflamatorne citokine i hemokine koji regrutuju inflamatorne
makrofage i limfocite i sekretuju osteoklastogene faktore pa indukuju osteolizu. Osim toga,
brojni molekuli oksidativnog stresa kao Sto su visokomobilna grupa proteina Bl, COX-2
(ciklooksigenaza-2), iNOS (inducibilna azot-oksid sintaza), 4-hidroksinonenal i nitrotirozin,
nadeni su u povecanoj koncentraciji oko periprotetskog tkiva povezanog sa osteolizom, S$to
ukazuje na ulogu ROS u osteolizi indukovanoj otpadnim partikulama. Kao odgovor na Cestice
nastale raspadanjem materijala, fibroblasti poveéano eksprimiraju CCL2, IL-1fB, IL-6, IL-8,
MMP1 (matriksna metaloproteinaza 1), COX-1 (ciklooksigenaza 1), COX-2, LIF (Leukemia
inhibitory factror), TGF-B1 i TGF-BR1, koji podsti¢u stvaranje osteoklasta iz mati¢nih celija
kostane srzi [Koreny et al., 2006].

Na ovom mestu, ponovo treba ista¢i da je u ovoj doktorskoj disertaciji uoceno

fragmetisanje svih primenjenih KV i da je ono bilo jace u misi¢nom tkivu u odnosu na potkozno
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tkivo, kao 1 da su u misSi¢nom tkivu bila najjace fragmentisana kisela KV, a u potkoznom bazna
KV. Ove morfiometrijske rezultate ne mozemo da uporedimo sa rezultatima drugih autora, s
obzirom da fragmentacija vlakana nije proucavana na morfometrijskom planu, medutim, o samoj
fragmentaciji vlakana u literaturi postoje kontradiktorni podaci. Naime, neki autori smatraju da je
fragmentacija KV koja se uoCava na histoloskim preparatima parafinskih uzoraka tkiva sa
implantiranim vlaknima posledica artefakta nastalog prilikom secenja tkiva, s obzirom da KV
imaju svojstveni elasticitet, pa se pomeraju prilikom se¢enja [Mendes et al., 1985]. Medutim,
pokazano je i da odredeni broj KV moze da se fragmentiSe u in vivo uslovima, $to se uo¢ava u
vidu karbonskih debrisa koje fagocituju makrofazi i granulociti [Mendes et al., 1985; Blazewicz,
2001; Rajzer et al., 2010; Paulus et al., 2016].

Iako su makrofazi glavne celije koje posreduju u odgovoru na Cestice deberisa, U 0vaj
odgovor ukljuc¢ene su i neke druge Celije, kao Sto su osteoklasti 1 fibroblasti. Osteoklasti su
viSejedarne celije monocitno-makrofagne linije ukljuene u resorpciju i1 osteolizu kosti. Kod
pacijenata sa osteolizom, povecan nivo CCL2 i CCL4 u peri-implantnom tkivu oko proteze, moze
da poveca regrutovanje osteoklasta. Partikule debrisa mogu da inhibiSu anti-osteoklastogene
signale preko IL-6 i IFN-y, i kao §to je ve¢ ranije istaknuto, preko proinflamatornih citokina, koji
mogu da aktiviraju osteoklaste preko puta celijske signalizacije RANKL/ RANK/ OPG. Znaci,
partikuile debrisa implantiranog materijala podsti¢u osteolizu preko regrutovanja i aktivacije
osteoklasta i putem inhibicije anti-osteoklastogenenih signala. Dodatno, fibroblasti su takode
ukljuceni u osteolizu, jer 1 oni podsti¢u osteoklastogenezu. Kao odgovor na partikule debrisa, u
fibroblastima se povecava ekspresija CCL2, IL-1p, IL-6, IL-8, MMP1, COX-1, COX-2, LIF,
TGF-B1 i TGF-BR1, koji indukuju stvaranje osteoklasta u koStanoj srzi . Osteoblasti su takode
ukljuceni u stvaranje imunoloskog odgovora na implantat. U fizioloskim uslovima postoji balans
izmedu izgradnje i razgradnje kosti, u kojoj osteoblasti izgraduju a osteoklsati razgraduju kost.
Medutim, u inflamaciji je ova ravnoteza poremec¢ana. Pod stimulativnim uticajem cestica debrisa,
sposobnost osteoblasta da osekretuju steoid je naruSena, a sinteza kolagena I smanjena. Osim
toga, partikule debrisa indukuju stvaranje IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, CCL2 i MMP1 u
osteoblastima, pored osteoklastogenetskih faktora, RANKL i M-CSF (Monocyte colony
stimulating factor) [Kzhyshkowska et al., 2015].

Limfociti takode imaju udela u nastajanju imunoloske reakcije na cestice debrisa. U peri-

implantnom tkivu dominantna ¢elijska populacija T-limfocita su Thl-celije. Sugerisano je da

169



limfociti kooperiSu sa makrofazima preko interakcije IL-15, IL-15Ra i IL-2Rb i da ucestvuju u
poznoj hipersenzitivnoj reakciji tipa IV. Nakon aktivacije, oni oslobadaju IL-3, GM-CSF, IFN-y,
limfotoksin-a i faktor inhibicije makrofaga (MIF) u cilju privlacenja i aktivacije makrofaga, koji
sa svoje strane sada sekretuju IL-2 i aktiviraju vise Th-¢elija. Opisani mehanizam je
najverovatnije imunoloskui mehanizam koji razvijaju pacijenti hipersenzitivni na metalne jone
[Kzhyshkowska et al., 2015].

Svaki implantirani materijal sposoban je da izazove fibroblastnu reakciju koja je primarno
posredovana makrofazima. Jacina reakcije zavisi ne samo od prirode implantiranog materijala,
njegove strukture i topografije povrsine, nego i od individualne reakcije recipijenta. UopSteno,
klasiéni niz imunoloSkih zbivanja nakon implantacije podrazumeva apsorpciju proteina na
povrSini implantata, regrutovanje makrofaga i njihovu adheziju za povrSinu materijala i
oslobadanje hemokina, koji dodatno regrutuju nove makrofage i druge imunoloske celije 1
indukuju akutnu inflamaciju. Neuspesno povlacenje akutne inflamacije rezultira u hroni¢noj
inflamaciji, koja je pracena fuzijom makrofaga, formiranjem gigantskih celija tipa oko stranog
tela i fibroznom inkapsulacijom implantiranog materijala. Jacina te reakcije, fenotip i profil
citokina koje sekretuju makrofagi u okolini implantata, odreduju sudbinu implantata (uspesna :
neuspeSna implantacija). Infekcija uzrokovana implantacijom snazno pojacava inflamatorni
odgovor i dovodi do odbacivanja implantata. IzraZena fibroza, koja se manifestuje formiranjem
debele fibrozne kapsule oko implantata, kompromituje njegovu funkciju. Stoga kontrola
inflamatornog odgovora putem prevencije infekcije 1 moguénost manipulacije sa fenotipom
makrofaga mogu da poboljSaju prihvatanje implantata. U daljem tekstu diskusija ¢e biti
fokusirano na fenotip makrofaga koji se indukuje u njihovoj interakciji sa odedenim materijalom.

Priroda implantiranog materijala igra kljuénu ulogu u jacini 1 tipu makrofagne reakcije.
Na primer, u jednoj studiji in vitro, vrsena je komparacija 4 razli¢ita biomaterijala na ekspresiju
fenotipa humanih makrofaga - Permacol™, Parietex™-kompozit, multifilamentni polietilen-
tereftalat (PET) 1 multifilamentni polipropilen. Rezultati su pokazali da Parietex-kompozit i
multifilamentni PET indukuju jaci pro-iflmatorni odgovor, koji je detektovan preko produkcije
TNF-a, MCP-3 (CCL7), IL-1b, IL-6 i MIP-1a (CCL3), i ve¢i indeks pro-/anti-inflammatorni
citokini (M1/M2 index) [Grotenhuis et al., 2013]. Osim toga, inflamatorno okruzenje koje
simulira bakterijsku infekciju, povecava produkciju pro-inflamatornih citokina ukoliko se

makrofazi kultivisSu sa PET. Suprotno, makrofazi kultivisani sa polipropilenom odgovaraju na
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ovaj materijal pove¢anom produkcijom CCL18 i pokazuju mali M1/M2 indeks [Grotenhuis et al.,
2013; 2014]. Ove studije pokazuju da je izbor biomaterijala za implantaciju presudan ukoliko se
oc¢ekuje prateca infekcija.

Usvojen je generalni stav da titanijum i legure titanijuma imaju visoku biokompatibilnost
kao materijali za implantaciju i da nanoSenje sloja TiO2 na povrSinu implantata povecava
njegovu biokompatibilnost. Tako na primer, ako se silikon oblozi TiO2, dolazi do inhibicije
reaktivnih kiseoni¢nih radikala i sinteze i sekrecije IL-6 u mi§jim makrofazima. Medutim, ni
titranijumski implanti nisu upotpunosti postedeni od inflamatorne reakcije, pa se registruje
reakcija odbacivanja ¢ak 1 na ovaj materijal. Jedna od komplikacija je rezultat nemoguénosti
makrofaga da fagocituju partikule debrisa; to rezultira u aktivaciji pro-inflamatorne reakcije u
humanim makrofazima [oslobadanje TNF-a, IL-1B, IL-6, MIP-1a [Macrophage inflammatory
protein 1-alpha), MCP-1 (CCL2)]. Profil citokinskog odgovora, kao i njihova koncentracija
veoma variraju izmedu ispitanika, $to upucuje na individualizovani / personalizovani pristup u
terapiji. Stoga modulacija fenotipom makrofaga u cilju favorizovanja fenotipa slicnog M2-
fenotipu moze da bude jedna od terapijskih moguénosti [Yagil-Kalmer et al., 2004]. Tako je
pokazano da se umereni pro-inflamatorni odgovor na partikule titanijuma pojacava ukoliko se sa
IFN-y indukuju prediferencirani M1-humani makrofazi, ukljucujuci i povecanu produkciju TNF-
a, IL-1B, CCL3, CCL4, GM-CSF i and G-CSF, a suprimira ukoliko se sa IL-4 indukuje M2-
fenotip [Pajarinen et al., 2013]. MozZe da se zakljuci da stvaranje na povrsini implanta M1-
polarizovanih makrofaga u toku stvaranja bakterijskog biofilma moZze da pojaca reakciju
odbacivanja titanijumskog implantata, dok M2-polarizacija moze da oslabi ili spre¢i ovakvu
reaklciju.

| pored brojnih dokaza da implantirani biomaterijali regrutuju pro-inflamatorne
makrofage, u nekim slucajevima fenotip tih makrofaga ne moZe da se striktno okarakteriSe kao
M1 ili M2, ve¢ se radi o prisustvu makrofaga oko implantata koji su kombinovanog fenotipa. To
ukazuje da je potrebno primeniti Siroku lepezu razli¢itih markera da bi se okarakterisao specifi¢ni
fenotip makrofaga u zoni implantacije. Jo§ je vec¢i problem kod odredivanja polarizacije
makrofaga na povrSini poroznih biomaterijala, jer ona u mnogome zavisi od topografske
distribucije. Na primer, u jednoj studiji sa mi§jim makrofazima pokazano je da su makrofazi
lokalizovani u porama hidrogelova na bazi polihidroksi-etil-metakrilata razvili M1-fenotip, dok

su oni lokalizovani na povr$ini implantata razvili M2-fenotip [Susman et al., 2014].
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Polarizacija makrofaga u toku reakcije na implantirani materijal, podrazumeva
prepoznavanje stranog materijala preko povrsSinskih receptora. Medutim, do danas nisu dovoljno
okarakterisani ni specifiéni makrofagni receptori ni intracelularni signali koji ucestvuju u
prepoznavanju implantiranog biomaterijala. Proteini absorbovani na povrSini biomaterijala
(fibrinogen, fibronektin, vitronektin, C3b-komponenta komplementa i dr.) igraju vaznu ulogu u
prepoznavanju implantata i inicijaciji proliferacije fibroblasta [Anderson et al., 2008]. Ove
proteine prepoznaju integrini makrofaga [kao $to su antigen makrofaga-1 (CD11b/CD18) i
integrini avb3, avb5 i a5bl koji vezuju arginin-glicin-asparti¢nu kiselinu. Integrini pored uloge u
inicijalnoj adheziji biomaterijala, posreduju i u inflamatornom odgovoru i reguliSu stepen
fibroplazije, tj. stvaranja fibrozne kapsule oko implantata. Poznato je da u humanim
makrofazima, receptor CD11b/CD18 prepoznaje partikule legura titanijuma, a potom se pokrece
put prenosa celijskih signala koji je posredstvan sa trankripcionim faktorom NF-«B i indukuje se
ekspresija TNF-a i IL-6. U odgovoru makrofaga na Cestice debrisa moguca je i potencijalna
uloga ¢elijske signalizacije posredstvom TLRs (Tollu-u sli¢nih receptora). Makrofazi kosStane srzi
kod MyD8-nokaut miseva imaju smanjenu sekreciju TNF-o. nakon izlaganja partikulama
PMMA; takode redukovana je i osteoliza izazvana ovim partikulama. Druga studija, u kojoj su
kori§¢eni TLR4-nokaut miSevi, pokazala je da je izostala monocitno/makrofagna adhezija za
povrsinu PET u odsustvu TLR4 [Rogers and Babensee, 2010]. TLRs mogu da prepoznaju
odredene vrste biomaterijala direktno [Love and Jones, 2013], a mogu¢ je i mehanizam
prepoznavanja nakupljenih endogenin DAMPs (Damage-Associated Molecalar Patterns) na
povrsini biomaterijala nakon inicijalnog tkivnog oSte¢enja. Sve u svemu, centralni put ukljucen u
oslobadanje brojnih pro-inflammatornih faktora nakon kontakta sa biomaterijalom, podrazumeva
aktivaciju puta NF-kB, pokrenutu stimulacijom TLRs i integrina na povrSini biomaterijala
obloZzenog sa DAMPs. Ovaj mehanizam naroCito je dobro okarakterisan kod osteolize
uzrokovane partikulama debrisa. Ukoliko je doSlo do stvaranja partikula debrisa, u pokretanju
aktivacije puta NF-xB ucestvuju brojni ¢lanovi TLR-signalnog puta: MyD88, IRAK2, IRAK4 i
TNFR-faktor 6. Medutim, daleko manje su poznati signali putevi ukljueni u direktno
prepoznavanje povrSine implantata, a nije sasvim jasno ni da li razli¢iti biomaterijali mogu da
pokrenu nishodni put celijske signalizacije. Pored integrina i TLRs, scavenger receptori
makrofaga (SR-A, makrofagni receptori sa kolagenom strukturom) takode su ukljuceni u

prepoznavanje partikula biomaterijala, ukljucujuci i TiO2. Scavenger receptori (receptori cCistaci)
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su grupa receptora koji prepoznaju LDL modifikovane oksidacijom ili acetilacijom. Ime su dobili
zbog funkcije CiS¢enja (scavenging). Ovi receptori prepoznaju i vezuju makromolekule sa
negativnim naelektrisanjem, kojima su sli¢ni modifikovani LDL. Oni ucestvuju u odstrasnjivanju
mnogih stranih materija i raspadnih produkata u zivoj ¢eliji zahvaljuju¢i Sirokoj specifi¢nosti
receptora i razlic¢itim receptorskim molekulima [Kzhyshkowska et al., 2015].

Vecina studija je pokazala da nepozeljna inflamatorna reakcija posredovana makrofazima
u odgovoru na implantirani materijal dovodi do loSe funkcije implantata. Do danas je razmatrano
nekoliko moguénosti modulacije inflamatorne reakcije uzrokovane implantiranim materijalom,
putem manipulacije fenotipom makrofaga. Ovi postupci podrazumevaju repolarizaciju makrofaga
u anti-inflammatorni fenotip, modifikaciju povrsinske topografije implantata i aplikaciju anti-
inflamatornih supstanci u vidu omotaca oko aplikovanog implantnog biomaterijala. Tako je npr.
lokalna aplikacija IL-4 spreéila inflamatorni odgovor i redukovala osteolizu uzrokovanu
polietilenskim partikulama na modelu misje kalvarije, a aplikacija istog citokina pokazala je
supresivni efekat na inflamatorni odgovor humanih makrofaga na titanijum [Kzhyshkowska et al.,
2015].

Vazna strategija u modulaciji fenotipa makrofaga je modifikacija implantne povrSine.
Pokazano je npr. da su mikrostrukturne topografske modifikacije polivinilidin-fluorida dovele do
indukovanja produkcije pro- i anti-inflammatornih faktora iz humanih makrofaga [Paul et al.,
2008]. Povrsinska topografska modifikacija poly(dimethylsiloxane) filma na kojem je gajena
misja makrofagna linija RAW 264.7, umereno je modifukovala produkciju TNF-a, MCP-1, MIP-
1a, VEGF [Chen et al., 2000]. Uopsteno, smatra se da hrapavost povrsine, poroznost, kao i oblik i
dimenzija modifikatora povrSine (npr. mikrostrukturne prema nanostrukturnim modifikacijama)
mogu da budu vazni faktori koji utiCu na polarizaciju makrofaga. Medutim, efekat povrSinske
topografije je kompleksan, a fenotip makrofaga koji nastaje u odgovoru na takvu modifikaciju je
kombinovani pro- i anti-inflammatorni fenotip [Rostam et al., 2015]. Takode, jo$ uvek nije jasno
koji je topografski obrazac optimalan za indukciju u toku implantacije onog fenotipa makrofaga
koji dovodi do zaceljenja. Iako je nesumljivo potpomazu¢i faktor u uspeSnom kalemljenju
implantata, smatra se da je topografska modifikacija nedovoljna sama po sebi, pa se danas kao
najbolja moguca strategija smatra oblaganje povrSine implantata sa biokompatibilnim,

degradabilnim i neimunogenim biomaterijalima.
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Cest problem u biomedicinskom inZenjerstvu je §to sam materijalu predviden za odredenu
biomedicinsku aplikaciju ne poseduje najbolja povrSinska i masena svojstva. Na primer, metal
obezbeduje najbolja mehanicka svojstva koda se aplikacije kao nosa¢, medutim, ¢ak ni kada su
potpuno biokompatibilni, kao S$to je to titanijum, metali ne mogu da se remodeluju niti da se
degradiraju aktivnivno$¢u imunoloskog sistema domacina, pa je odgovor na njih, u poredenju sa
odgovorom na prirodne materijale insuficijentan. U nekim slucajevima, loSa integracija
implantata ili hroni¢na inflamacija mogu da dovedu do ozbiljnih problema, kao Sto su peri-
implantitis, osteoliza, asepticki gubitak kosti 1, kona¢no, do neuspeha implantacije. 1z tog razloga,
takvi materijali se oblazu tankim slojem biomaterijala (prevlakama) koji obezbeduje bolju
biokompatibilnost bez znaCajne promene ostalih karakteristika materijala. Jedan od glavnih
zahteva koji treba da ispuni materijal za oblaganje implantata u kontekstu imunomodulacije je
smanjenje inflamacije i imunoloskog odgovora. Da bi se to postiglo, potrebno je implantat
obloziti materijalom koji ¢e, pre svega, znacajno da popravi integraciju implantata, a to su
najéesc¢e prirodni polimeri — kolagen, hijaluronan, hitosan i dr. Drugi zahtev je da materijal za
oblaganje maksimalno smanji apsorpciju proteina na implantat, pa da na taj nacin spreci
interakciju imunoloskih ¢elija domacina sa povr§inom implantata. Dokazano je da adhezija ¢éelija
za povrSinu 1 maturacija ¢elija direktno zavise od njihovih adhezivnih karakteristika; u zavisnosti
od supstrata na koji se lepe, tj. ECM, imunoloske ¢elije eksprimiraju razllic¢ite profile u pogledu
sekrecije citokina, i menjaju Th1/Th2 indukciju CD4" T-limfocita. U kontroli ove interakcije
ucestvuju i drugi imunomodulatorni molekuli, npr. CD200 [Owen et al., 2005; Kzhyshkowska et
al., 2015].

Materijali kojima se oblaZzu implantati, a koji spreavaju neZeljenu reakciju organizma 1
apsorpciju proteina su visoko hidrofilni sinteti¢ki polimeri, kao $to su PEG, polietilen-oksid, ili
PVA (polivinil-alkohol). Ti materijali mogu takode i da sprece prate¢u infekciju i formiranje
biofilma. Kod prirodnih polimera problem je njihova degradacija i gubitak efekta tokom
vremena, kao 1 varijabilnost u sastavu materijala od serije do serije. lako sinteticki, polimeri koji
nisu izdvojeni iz algi, nude vecu kontrolu nad fizicko-hemijskim karakteristikama, oni daju
uglavnom pasivni efekat (izbegavaju imunolosku reakciju organizma, ali ne izazivaju aktivnu
interakciju izmedu domacina i implantata). Metode oblaganja /premaza biraju se s obzirom na:
(1) potrebu za oslobadanjem bioaktivne materije, (2) kontrolu debljine premaza i (3) zahteve koji

se odnose na topografiju ili povrSinske hemijske grupe [Kzhyshkowska et al., 2015].
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Medu najéeSée koriS¢enim materijalima za oblaganje implantata su hidrogelovi, Koji
stvaraju oko implantata trodimenzionalnu mrezu odgovarajué¢e debljine i omogucavaju transport
nutricijenata, bioaktivnih molekula i gasova. Najnovije studije na miSevima pokazuju da su
hidrogelovi na bazi poly(carboxybetaine methacrylate) rezistentni na inkapsulaciju in vivo sa
fibroznom kapsulom, u toku zaceljenja favoriozuju M2-fenotip makrofaga sa smanjenom
ekspresijom proinflamatornih markera (iNOS, IL-1R1, TNF-a, CCR7, IL-12) i povecanom
ekspresijom anti-inflamatornih markera (MMR, arginaza 1, IL-10 i SR-BI/II). Na sli¢an nadin,
implant oblozen hidrogelom na bazi ECM, ima sposobnost da smanji odnos pro-/anti-
inflamatorni citokini, u toku in vivo odgovora pacova na implantiranu polipropilensku mrezu.
Moguce je obloziti hidrogel sa farmaceutskom supstancom i faktorima rasta da bi se ostvarilo
kontrolisano otpustanje ovih supstanci oko implantata; brzina i stepen oslobadanja mogu se
prilagoditi promenom fizickih svojstava gela, kao §to su veci¢ina mrezice, jacina povezivanja, ili
interakcija sa bioaktivnim agensima koji se oslobadaju. Druga moguénost je da povrSina
implantata poseduje fosfolipidne supstance kakve se nalaze u celijskoj membrani, pa da ,li¢i
sama na sebe®, tj. na ¢elije domacina; medutim, 1 ovde je razgradnja implantata glavni problem, a
kontrola medusobnog povezivanja, debljine i hidratacije hidrogelova nije ni malo lak zadatak
[Kzhyshkowska et al., 2015]. Umrezavanje omotaCa prevlake u cilju povecanja njegove
stabilnosti morao bi da bude specifi¢an za svaki implantirani materijal i zahteva: (1) specifi¢ne
enzime; (2) hemijska sredstva, kao §to su glutaraldehid, 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimide/N-hydroxysuccinimide za oblaganje materijala na bazi proteina itd. ili (3) fizicke
metode (dihidrotermalni tretman, krioZelatinizacija). Fizicko-hemijska modifikacija povrSine
moguca je tretiranjem plazmom, hemijskim jetkovanjem, ili drugim nacinima nanoSenja tankog
sloja Zeljenog materijala, kao Sto su fizicko taloZenje parama, ili niskoenergetsko prskanje
plazmom. Polielektrolitni viseslojni omotaci sastoje se od sukcesivno poloZenih tankih slojeva
polianjona 1 polikatjona 1 predstavljaju hidratisane strukture sa specificnim povrSinskim
svojstvima. Ove tanke prevlake dodatno mogu da budu prevucene sa bioaktivhim molekulima
kada funkcionisu kao sistemi za otpusStanje lekova. Proizvode se veoma precizno,
nanotehnologijama, kao konstrukti debljine do nekoliko desetina mikrona, i mogu odgovarati bilo
kakvim topografskim povrSinama, $to ih ¢ini dobrim kandidatom za prevlaku implantata. Na
primer, moguce je kovalentno vezivanje melanocitnog stimulirajuéeg hormona (MSH) na

viseslojni film PLL/poly(Lglutamic acid) kojim se oblaze porozna povrsina titanijuma. Kada se
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ovakav materijal sa prevlakom implantira u pacova, nakon tri meseca od implantacije dolazi do
povecéanja sekrecije 1L-10, u odnosu vrednosti koncentracije ovog anti-inflamatornog citokina
kod kontrolnih zivotinja [Kzhyshkowska et al., 2015].

Ranije je pokazano da katjonske povrSinske prevlake kao $to su poly(b-aminoalcohols),
mogu da smanje odgovor na ugradeni materijal kao strano telo. Glavni problemi vezani za tanke
premaze su brza enzimatska degradacija ili razgradnja putem erozije pod fizioloskim uslovima,
moguce nuspojave od produkata, ograni¢ena kontrola nad izdvajanjem ugradene bioaktivne
materije u duzem periodu 1 odrzavanje njihove aktivnosti u dinami¢kom okruzenju na strani
implantata. Trenutni fokus na pametne prevlake svakako da ¢e pruziti u bliskoj buduénosti neka
reSenja za navedene problema. Osim toga, studiozniji monitoring Klirensa biomaterijala od strane
makrofaga, moze se poboljsati nase razumevanje uloge ovih klju¢nih ¢elija na ugradeni materijal
[Kzhyshkowska et al., 2015].

Pregled nuklearnom magnetnom rezonancom zivotinja sa potkoznim i intramuskularnim
implantatima karbonskih vlakana pokazao je da je hiperintenzivna zona oko intramuskularnih
implantata od kiselih KV jaca u odnosu na istu oko baznih KV, ali se redukuje progresivno sa
protokom vremena posle operacije. Reakcija potkoznog tkiva oko implantata je u sustini sli¢na —
izrazena reakcija oko kiselih implantata i neSto slabija reakcija oko baznih implantata, sa
redukcijom signala tokom progresije postoperativnog perioda. Nalazi na NMR i patohistoloska
procena odgovora potkoznog i misi¢nog tkiva na implantaciju KV, podudarali su se delimi¢no.

U literaturi su se pojavila prva istrazivanja koja isti¢u prednost primene NMR kod
ispitivanja i prac¢enja odgovora tkiva na implantirani materijal od karbona uopsteno, kao i u
odnosu na histopatolosku analizu tkiva [Fezoulidis et al., 1989; Sim et al., 1989; Ernstberger et
al., 2007a, 2007¢;2009; 2015; Prokic et al., 2012; Xin-ye et al., 2012; Korn et al., 2015]. Naime,
iako se smatra da je histoloski nalaz zlatni standard u ispitivanju biokompatibilnosti materijala
[Kosti¢ et al., 2010], on je zahtevan u pogledu vremena potrebnog za dobijanje rezultata,
limitiran je zbog mogucih artefakata povezanih sa fiksacijom 1 pripremom tkiva za analizu
[Rastogi et al., 2013], nemoguca je analiza celog peri-implantnog podruéja zbog malih tkivnih
uzoraka i, ono §to je najznacajnije, nemogu¢ je vremenski monitoring odgovora tkiva na
biomaterijal kod istog ispitanika [Korn et al., 2015]. To istovremeno zna¢i da se u
eksperimentima na Zzivotinjama, pri obaveznom ispitivanju biokompatibilnosti u pretklinickim

studijama in vivo, u razli¢itim vremenskim intervalima zrtvuju razli¢ite Zivotinje.

176



Kompjuterizovana tomografija (CT), a narocito micro-CT, intenzivno se upotrebljava u
ispitivanju biomaterijala, strukture i1 gustine kosti i proceni osteointegracije biomaterijala
[Tremoleda et al., 2011; Berndardt et al., 2012], ali se zbog velikog jonizujuéeg zracenja danas
prednost daje snimanju NMR [Hovener et al., 2012]. Medutim, detektibilnost NMR nije
optimalna u pogledu svih vrsta implantata, s obzirom na moguce artefakte koji se javljaju
prilikom snimanja, a koje mogu da zavise od vrste implantata, njihovog oblika i veli¢ine
[Ernstberger et al., 2007a,b,c,d; 2012; 2015; Hovener et al., 2012]. Medutiom, ugljeni¢ni
materijali zbog svog niskog atomskog broja poseduju svojstva zracenja sli¢na bioloskim tkivima.
Prikladniji su kao implantati u ortopediji u odnosu na titanijum za pacijente kojima je potrebna
radioterapija [Xin-ye et al., 2012; Zoccali et al., 2015], jer imaju minimalne efekte perturbacije na
doziranja radioterapije, a prilikom snimanja NMR stvaraju najmanje artefakte. Za razliku od
titanijuma, implantati izradeni od CFR-PEEG i CFR-PEEG prevucenih titanijumom pokazuju
optimalnu detektibilnost na NMR, bez stvaranja artefakata [Ernstberger et al., 2007 a, b, c, d].

Za analizu interakcija implantat-tkivo, Korn i sar. su ispitivali pogodnost primene NMR
za procenu formiranja peri-implatnog kostanog tkiva kod zubnih implantata izgradenih od PEEK
prevucenog tankim slojem titanijuma. Integracija kosti je analizirana u razliitim regionima oko
implantata. Na nivou NMR 1 histoloskih ispitivanja kvantifikovana je gustina i volumen koStanog
tkiva, kao i kvalitet mekih tkiva oko implantata. Obe metode dovele su do uporedivih rezultata
bez znacajnih razlika u odnosu na procenjene parametre [Korn et al., 2015].

Rezultati izneti u ovoj doktorskoj disertaciji bili bi u skladu sa studijom Korna i sar.
[Korn et al., 2015], a odredena doza neusaglasenosti nalaza na histoloskom pregledu tkiva i NMR
moze se pripisati Cinjenici da na nivou NMR nisu sprovedena morfometrijska ispitivanja.
Rezultati dobijeni na NMR pokazuju da je ta metoda apsolutno pogodna za pracenje pacijenata sa
implantatima od KV, kao i da u eksperimentima in vivo, moze znacajno da smanji broj Zivotinja

neophodan za monitoring biokompatibilnosti.
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7.  ZAKLJUCCI

1. Znacajno je izmenjen sadrzaj povrsinskih grupa kod KV tretiranih HNO3 u odnosu na
vlakna tretirana KOH: kisela KV imala su na svojoj povrsini vise kiselih grupa, a bazna KV
baznih. Tacka nultog naelektrisanja bila je manja kod kiselih KV u odnosu na bazna.

2. Dodavanjem u kulture humanih fibroblasta kontinuirane celijske linije MRC-5
karbonskih vlakana u dozi od 100 i 500 pg/ml, ne dolazi do znacajnih razlika u stepenu
citotoksicnosti (vijabilnosti ¢elija i ¢elijske adhezije) u zavisnosti da li su primenjena standardna
ili funkcionalizovana KV.

3. Celijska vijabilnost bila je nenarusena u kulturama humane makrofagne linije U937
ukoliko su se dodavala KV u koncentaciji od 125 ug/ml, bilo da se radilo o standardnim KV, ili
vlaknima tretiranim kiselinom ili bazom. Medutim, dodavanjem KV u koncentraciji od 250
ug/ml ili 500 pg/ml, dolazi do znacajnog dozno-zavisnog linearnog smanjenja vijabilnosti Celija
kod sve tri primenjene grupe vlakana; pri tome najveée smanjenje vijabilnosti izazivaju bazna
KV i to smanjenje je znacajno vece od smanjenja vijabilnosti pod uticajem standardnih vlakana.

4. Internalizacija vlakana dodatih u kulture humane makrofagne linije U937 u dozi od
250 pg/ml, zavisila je od toga da li su primenjena standardna ili funkcionalizovana KV. Znatno
veci broj makrofaga fagocitovao je bazna KV, u odnosu na fagocitozu standardnih i kiselih KV.

5. Postojala je povecana koncentracija proinflamatornih citokina TNF-a. i IL-13 u
supernatantima kulture humanih makrofaga linije U937 nakon dodavanja standardnih ili kiselih
KV u koncentraciji od 125 xg/ml u odnosu na kontrolne vrednosti, dok je dodavanje baznih KV u
istoj koncentraciji uslovilo smanjenu produkciju ovih citokina u odnosu na vrednosti za kisela i
standardna KV. U istoj koncentraciji, standardna KV uslovila su znacajno smanjenja sekrecije
IL-8, a kisela i bazna KV izrazito povecanje sekrecije IL-6 i IL-8 u odnosu na kontrolne
vrednosti. Pri tome, vlakna tretirana kiselinom bila su snazniji stimulator sekrecije IL-8 iz
makrofaga u odnosu na vlakna tretirana bazom, dok u odnosu na produkciju IL-6 nije bilo razlike
u stepenu stimulacije sekrecije ovog citokina izmedu kiselih i baznih KV.

6. Standardna KV dodata u kulture humanih makrofaga celijske linije U937 u
koncentraciji od 250 xg/ml smanjivala su produkciju IL-1B u odnosu na kontrolne vrednosti, a
bazna povecavala. Medutim, sekrecija IL-6 i IL-8 snazno je stimulisana pod uticajem standardnih

KV, a viSestruko inhibirana nakon dodavanja kiselih ili baznih KV u navedenoj koncentraciji.
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Standardna KV nisu dovela do promene u koncentraciji TNF-a, dok su kisela, a naro¢ito bazna
KV dovela do smanjenja koncentracije ovog citokina; pri tome, smanjenje koncentracije TNF-o
u prisustvu baznih KV desetostruko je bilo manje u poredenju sa kontrolnim vrednostima.

7. Pregled nuklearnom magnetnom rezonancom zivotinja sa potkoZnim i
intramuskularnim implantatima karbonskih vlakana pokazao je da je hiperintenzivna zona oko
intramuskularnih implantata od kiselih KV jaca u odnosu na istu oko baznih KV, ali se redukuje
progresivno sa protokom vremena posle operacije. Reakcija potkoznog tkiva oko implantata je u
sustini slicna — izrazena reakcija oko kiselih implantata 1 neSto slabija reakcija oko baznih
implantata, sa redukcijom signala tokom progresije postoperativnog perioda.

8. Najveci odgovor tkiva procenjen preko vrednosti Irl pri subkutanoj aplikaciji KV
postojao je 21. dana nakon implantacije standardnih i kiselih KV, a 21. i 28. dana u slucaju
implantiraje bazna KV, u odnosu na ostale termine merenja. Pri tome, Irl potkoznog tkiva kod
subkutane aplikacije kiselih KV bio je zna¢ajno veéi 21. dana nakon implantacije u poredenju sa
istim indeksom kod subkutane aplikacije baznih KV.

9. Kod intramuskularne aplikacije kiselih KV, vrednosti Irl bile su znacajno vece 7.
dana od implantacije u odnosu na ostale termine merenja. Postojao je znatno ve¢i tkivni Irl kod
intramuskularno aplikovanih kiselih KV u odnosu standardna KV 7, 21. i 28. postoperativnog
dana, a znacCajna razlika u veli¢ini ovog indeksa registrovana je izmedu kiselih 1 baznih KV u 7.
postoperativnom danu, u korist kiselih vlakana.

10. Poredenjem subkutane i intramuskularne aplikacije KV, izvodi se zakljucak da je 7.
dana nakon implantacije Irl znacajno veci prilikom intramuskularne aplikacije standardnih,
kiselih i baznih karbonskih vlakna u poredenju sa subkutanom aplikacijom istih tipova vlakana,
dok je 21. danu Irl znacajno veci kod subkutane aplikacije u odnosu na intramuskularnu.

12. Najvise su bila fragmentisana intramuskularno aplikovana kisela i standardna KV, a
najmanje subkutano aplikovana standardna KV. Intramuskularna aplikacija uslovila je kidanje
vlakana na manje fragmente u odnosu na potkoznu aplikaciju KV. Subkutano, najvise su bila
fragmentisana bazna KV i razlika je bila znacajna u odnosu na standardna i kisela KV, dok su
intramuskularno najvise bila fragmentisana kisela KV, a ta fragmentacija bila je ve¢a u odnosu na
fragmentaciju baznih KV aplikovanih na istio nacin.

13. Nalazi na NMR 1 patohistoloska procena odgovora potkoZznog i misi¢nog tkiva na

implantaciju KV, podudarali su se delimi¢no.
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14. Sve primenjene analize u cilju procene biokompatibilnosti standarnih i
funkcionalizovanih karbonskih vlakana rasvetlile su razliCite aspekte biokompatibilnosti
implantiranih materijala i ni jedna nije bila ,,superiorna* u odnosu na druge.

15. S obzirom na razli¢it odgovor makrofaga in vitro na KV dodata u ¢elijsku kulturu, u
smislu ¢elijske vijabilnosti, kao i funkcije — internalizacije vlakana (fagocitoze/frustrirane
fagocitoze) i produkcije proinflamatornih (ali i antiinflamatornih) citokina, u budué¢nosti bi mogla
da se razmatra mogucnost da se pre implantacije ispita funkcija makrofaga pacijenta kome treba
da se ugradi implantat u dodiru sa KV in vitro, a da se potom vlakna funkcionalizuju u
odredenom pravcu, kako bi se sprecila infekcija ili hroni¢na inflamacija, koje su najceSci
uzroc¢nici odbacivanja implantata. To bi otvorilo nove perspektive u terapijskoj predikciji i utrlo

put personalizovanoj implantnoj terapiji.
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u okviru projekta ,,Fizika i hemija sa jonskim snopovima” (evid. br. 11145006, rukovodilac dr
Srdan Petrovi¢, nauc¢ni savetnik Instituta za nuklearne nauke ,,Vinca” u Beogradu), a doktorska
disertacija realizovana je u okviru podprojekta ,,Nanomodifikacija i analiza materijala sa jonskim
snopovima”, kojim rukovodi dr Zoran LauSevi¢, nau¢ni savetnik Instituta za nuklearne nauke
,Vincéa”, a koji je finansiran od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja
Republike Srbije, za istrazivacki period 2011-2017. godina.

U periodu 2011-2014. godina bio je zaposlen na odredeno vreme na FVMUB, kao
stipendista doktorant Ministarstva prosvete, nauke 1 tehnoloSkog razvoja RS, a za asistenta za uzu
nauénu oblast Veterinarska hirurgija izabran je 17. 9. 2014. godine i od tada je ukljucen u
izvodenje prakti¢ne nastave iz predmeta Opsta hirurgija, Specijalna hirurgija i Anesteziologija.

Clan je Eti¢kog komiteta Instituta za molekularnu genetiku i geneti¢ko inZenjerstvo
Univerziteta u Beogradu i BioloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Koautor ili autor je 30 objavljenih ili saopStenih radova, medu kojima se istice jedan rad u
vrhunskom medunarodnom c¢asopisu i pet radova u medunarodnim ¢asopisima. Takode, koautor
je dva poglavlja u udzbeniku Veterinarska anesteziologija, za studente FVMUB. Bio je ¢lan
Organizacionog odbora XI srpskog kongresa i balkanskog simpozijuma anesteziologa i
intenzivista, odrzanog u Beogradu 2010. godine.

Diplomirani vet. Bogomir Bolka Proki¢ obucen je za kompletan rad sa eksperimentalnim
zivotinjama, ukljucujuci i anesteziju (Certificate, RSPCA 2012).

Aktivno govori engleski jezik, a sluzi se nemackim.



Mpunor 1.

MU3jaBa o ayTopcTBy

MoTtnucann Boromup Borka Mpokuh

6poj ynuca: 15/6

U3jaBrbyjem

[a je AoKTopcka AvucepTauuja nog HacnoBom

Wcnutnearse BrokomMnaTuBUNHOCTM yHKLMOHANM30BaHNX KapBOHCKUX — BrakaHa y
MOTKOXXHOM 1 MULLMAHOM TKMUBY KyHUha

pe3ynTaT ConCTBEHOr UCTpaXKmBaykor paga,

Aa npeanoxeHa Avcepraumja y UeNUHU HK Y AenoBumMa Huje Guna npeanoxeHa
3a fobujatbe 6uno Kkoje AuNnoMe npema CTYAUCKUM NpOrpamuma Apyrux
BMCOKOLLIKONCKMX yCTaHoBa,

Aa Cy pe3yntaTtu KOPeKTHO HaBeneHU n

Aa HUCam KpLuuo/na ayTopcka npasa U KOPUCTUNO UHTENEKTYanHy CBOjJUHY ApYruX
nua.

MoTnuc pokrtopanga

Y Beorpagay, 27.06.2017.




Mpunor 2.

M3jaBa 0 ICTOBETHOCTM WITAMMAHE U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Nme v npesume aytopa: Boromup Bonka Mpokuh
Bpoj ynuca: 15/6
Crtyawvjcku nporpam: [JoKTopcke akagemcke cTyauvje

Hacnos paga : icnutusame 61okoMnaTMBUIHOCTY (hyHKLMOHANN30BaHNX KapBOHCKMX
BNakaHa y NoTKOXXHOM 1 MULLMAHOM TKMBY KyHUha

MenTop: Mpod. ap Hukona Kpctuh
KomeHTop: MNpod. ap Bepa Togoposuh

Motnucanun: Boromup Bonka Mpokuh

n3jaBrbyjemM Aa je wTamnaHa Bepauja Mor [OKTOPCKOr paja WCTOBETHa eneKkTPOHCKOj
Bepauju kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBake Ha noptany OdurutanHor
penosuTtopujyma YHusep3auteta y Beorpaay.

[osBorbaBam aa ce o6jaBe Moju NYHW NoAaLM Be3aHu 3a Jobujarse akageMcKor 3Bara
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 Npe3uMe, roAvHa U MecTo pofjera v 4aTym oabpaHe
paga.

OBn nu4yHM nogaun Mory ce O0BjaBUTU Ha MPEeXHUM CcTpaHuuama aurutanHe
BubnuoTeke, y enekTpoHckom kaTasnory u y nybnukauvjama YHusepauteta y Beorpaay.

MoTtnuc pokTtopaHaa

Y beorpagy, 27.06.2017. .




Mpwunor 3.

MU3jaBa o Kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepauteTcky 6ubnuoTteky ,CBeTosap Mapkosuh® ga y [Ourutanyu
penosutopujym YHusepsuteTa y beorpagy yHece Mmojy AOKTOpcky AvcepTauujy nog
HacnoBoMm:

Ncnutueame GrokomnaTubmnnHocTy yHKLMOHANU3oBaHnx kapboHCKuX BrakaHa y
MOTKOXHOM U MULLMAHOM TKMBY KyHWha

Koja je Moje ayTopcko Aeno.

AucepTaumjy ca cBuMm npunosvma npegao/na cam y enekTpoHCkom dopmaTy norogHom
3a TpajHO apxuBupar-e.

Mojy AokTopcKy AncepTauujy noxpaweHy y [urutantiu penosvtopujym YHuBepauteTa y
Beorpagy mory na kopucte cBu Koju nowiTyjy oapeabe cappxaHe y ofabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyvo/na.

1. AyTopcTtBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUjanHo
@AyTOpCTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOopCTBO — HEKOMEPLMjanHo — AeNUTU No4 UCTUM yCnoBumMa
5. AyTopcTBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEnUTW NoA4 UCTUM yCroBruMa

(Monumo pa 3aokpyxute camo jeAHy Of LecT noHyheHux nuueHuun, KpaTak onwuc
nuueHuM aaT je Ha nonefuHun nucra).

MoTnuc pokTtopaHaa

Y Beorpagy, 27.06.2017.




