Uporaba eksperimentalnih
Zivotinja u ispitivanju dentalnih
implantata

The Use of Experimental Animals During
Investigation of Dental Implants

Sazetak

Ispitivanje na Zivotinjama uobicajena je metoda provjere teoretskih
nacela medicinske prakse. Gotovo da nema vrste i podvrste Zivotinj-
skoga svijeta na kojoj se nije obavljalo koje znanstveno istraZivanje. U
stomatoloskim istraZivanjima najcesce se upotrebljavaju laboratorijski
Stakori, psi, cimpanze ili svinje. Svaki novi dentalni implantoloski su-
stav prije komercijalizacije treba strogo znanstveno i klinicki provje-
riti. Pokusi na Zivotinjama nezaobilazan su dio temeljnih istraZivanja,
i to: testiranja toksicnosti dentalnog implantata, istrazivanja njegove
biokompatibilnosti, te procjene uspjesnosti oblika (dizajna). Znanstve-
na istrazivanja dentalnih implantata pocinju pedesetih godina ovoga
stoljeca, a znanstvene metode istrazivanja svakim su danom sve sofi-
sticiranije, kriteriji za klinicku evaluaciju sve stroZi.

U radu je opisano temeljno istrazivanje novoga implantoloskog su-
stava DPI provedenog na pasmini beagle. Cijelo istraZivanje na psu
kao eksperimentalnome modelu provedeno je na Zavodu za oralnu ki-
rurgiju Stomatoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Dobivenim re-
zultatima istraZivanja je potvrdilo da je DPI sustav dobar i dalje upo-
trebljiv, da je osebujna dizajna, biokompatibilan i oseointegrirajuci. Pas
beagle pokazao se dobrim eksperimentalnim modelom za ispitivanje
dentalnih implantata.

Kljuéne rije¢i: dentalni implantat, eksperimentalni model, pas
pasmine beagle
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Uvod Ta je znanstvena metoda kroz povijest postala
vo nezaobilazna odrednica u znanstvenim i stru¢nim
medicinskim istraZivanjima, poglavito u bazi¢nim

U povijesti medicine dobro je znana ¢injenica da
je ispitivanje na Zivotinjama bilo temelj rada kao
metoda kriticke provjere teoretskih pocela i nacela
medicinske prakse (1).

medicinskim znanostima.

Povijesni¢ari medicine razilaze se u porocjenama
(1) uloge eksperimentalnoga pristupa u medicini he-
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lenistickoga razdoblja, koja je klju¢no ishodiste za-
padnjacke znanstvene misli. Jedni osporavaju mo-
gucénost da su se gréki ucenjaci uopce sluzili poku-
sima, a time i zivotinjama, kao metodom otkriva-
nja prirodnih zakona, drugi pak antickom eksperi-
mentiranju pripisuju vaznu ulogu.

Pokuse na Zivotinjama izvodio je jo§ u V. sto-
ljecu prije Krista Alkmeon iz Krotona (gr¢ki lijec-
nik i filozof, Pitagorin uc¢enik u Krotonu, juZna Ita-
lija), a pocetke poredbene anatomofiziologije posta-
vio je Aristotel. Vitalne su funkcije organizma ek-
sperimentima na Zivotinjama objasnili predstavnici
Aleksandrijske skole (III. stoljece prije Krista), a
kulminacija tih istraZivanja dostiZze se misli i dije-
lom Galena (120.-200. g. po Kristu). Pojavom ara-
biziranoga galenizma i skolasti¢cke dogme do XVI.
stolje¢a eksperimentalnoj misli zamire svaki trag.
Eksperimentiranje Zivotinjama ponovno se javlja u
renesansi, a sredinom XIX. stoljeca prevladavanjem
materijalistickoga tumacenja javlja se moderna eks-
perimentalna medicina. Pokusne Zivotinje danas se
upotrebljavaju u svim temeljnim istraZivanjima bi-
omedicinskih znanosti kao osnova svih klini¢kih di-
sciplina u medicini, stomatologiji, veterini i farma-
ciji (2-12).

Gotovo da nema vrste i podvrste Zivotinjskoga
svijeta na kojoj se nije obavljalo koje znanstveno is-
traZivanje, no u konvencionalne laboratorijske vrste
ubrajaju se i za to uzgajaju misevi, Stakori, zamor-
ci, hr¢cei 1 kunici od glodavaca, te psi, svinje, konji
1 ¢cimpanze od vecih sisavaca.

Poredbenom se je odontologijom spoznalo da su
za stomatolo$ka istrazivanja najpogodniji laborato-
rijski Stakori, psi, cimpanze ili svinje (13). Premda
su zubi sastavni dio organizma svih kraljeznjaka
(14), zbog nacina prehrane, rasporeda zuba, nac¢ina
nicanja i metabolizma okolne ¢eljusne kosti najve-
ca je slicnost izmedu stomatognatoga sustava ljudi
i majmuna. Cimpanza, gorila i orangutan imaju fru-
givorno-omnivorno zubalo i vuku zajedno s ¢ovje-
kom korijen iz eocenskih sisavaca (14). Zbog po-
sebnih uvjeta uzgoja i rasta takvi animalni modeli
zahtijevaju posebne laboratorijske uvjete i znatne
novcane tro§kove. Svinja kao svezder (po prehram-
benim navikama vrlo sli¢na ¢ovjeku, ali morfoloski
ima dosta razlikovno zubalo, a pogotovo temporo-
mandibularni zglob) zbog svoje lake uzgojivosti ce-
sto sluzi u eksperimentalne svrhe (6,7,9). Glodavci
kao eksperimentalni model nisu sasvim pogodni za

istrazivanje na zubima jer im sjekuti¢i imaju perzi-
stentan rast, ali su nezaobilazan model u istraziva-
nju metabolizma celjusne kosti, ¢eljusnoga zgloba,
toksicnosti i kancerogenosti dentalnih materijala, is-
traZivanja nuspojava kod farmakologkih pripravaka
i opcenito kao pocetni model za ispitivanje u svim
stomatoloskim istraZivanjima (15,16,17).

Pas se kao eksperimentalni model pokazao u te-
meljnim stomatoloskim istraZivanjima najpogodni-
jim modelom. U tu je svrhu uzgojena i posebna ek-
sperimentalna pasmina - beagle (4,10,11,18-24).

Svaki se novi dentalni implantolo$ki sustav mo-
ra prije komercijalizacije strogo klini¢ki provjeriti
(2-12, 18-24). Pokusi na Zivotinjama nezaobilazni
su dio postupka prije klinicke procjene (2-12, 18-
-24).

Danas je razvijen ¢itav niz implantoloskih susta-
va koji su sli¢ni, ali svaki ima i svoje posebnosti.
Niti jedan od njih nije univerzalan. Zato svi proi-
zvodaci dentalnih implantata imaju znanstvene timo-
ve koji eksperimentiraju i usavr$avaju implantolo-
Ske sustave i stalno uvode nove parametre klini¢ko-
ga pracenja, ali i pracenja na eksperimentalnome
modelu.

Prijelomnicama se u dentalnoj implantologiji
smatraju dva otkri¢a. Pedesetih godina ovoga sto-
ljeca Breder je ustanovio da se implantat od titana
usaden u kost eksperimentalne Zivotinje dobro pri-
hvatio (25). Sesdesetih je godina na nizu eksperime-
nata na Zivotinjama Svedski znanstvenik Per Ingvar
Branemark sa svojim istrazivackim timom dokazao
da titanijski implantati oseointegriraju (26-31). Na
toj se ¢injenici danas temelji pristup implantologiji
kao disciplini stomatoloske znanosti. Osamdesete
godine donose dokaze o oseointegraciji iz niza ek-
sperimentalnih radova na Zivotinjama i prve rezul-
tate uporabe implantata u desetogodis$njem razdob-
lju (31-25). Nakon toga slijedi prava poplava ekspe-
rimenata na Zivotinjama u svrhu procjene oblika i
kakvoce pojedinih dentalnih implantata (2-12, 18-
-24, 26-30). Danas eksperimentalnim radom uprav-
ljaju tri sktrukovne organizacije: ANSI (American
National Standard Institute), ADA (American Den-
tal Associoation) i FDI (Federation Dentaire Inter-
national), a vedina je internacionalnih implantolo-
Skih kongresa sponzorirana od NIH-a (National In-
stitute of Health) (36).

Temeljna istrazivanja na Zivotinjskome modelu,
prije klini¢ke uporebe implantata, sastoji se od:
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* testiranja toksi¢nosti implantata

* istraZivanja biokompatibilnosti

e procjene uspjesnosti oblika (dizajna) implantata
na odredenome mjestu.

Istrazivanje toksi¢nosti, odnosno sigurnosti den-
talnih materijala, najcesce ukljucuje sedamnaest te-
stova (37,38). Od jedanaest testova koji se provode
za dentalne implantate sedam ih se izvodi na ekspe-
rimentalnim Zivotinjama. Cilj je odrediti odgovor
domacina na usadeni materijal s obzirom na upalnu
reakciju, kancerogeni potencijal, mikrosistemske i
makrosistemske ucinke. Za te se testove upotreblja-
vaju male laboratorijske Zivotinje, a ispitivani ma-
terijal usaduje se u bilo koju kost u tijelu, pa ¢ak i
u drugo tkivo (27,29). Kako se danas u implantolo-
giji rabe materijali za koje se otprije zna da nisu tok-
si¢ni za ljudsko tijelo, u izvjeséima o novim implan-
toloskim sustavima nailazimo samo na negativne od-
govore istrazivanih parametara (38).

Ipak ima autora (38) koji upozoravaju na oslo-
badanje kovinskih produkata s povrSine kovinskih
implantata, koji do sada nisu registrirani u testovi-
ma ni lokalne ni sustavne toksi¢nosti. Dokazana je
¢injenica da postoji prijenos iona s povr§ine implan-
tata u okolno tkivo domacina, a pri tome nije isk-
ljucena ni distribucija krvotokom u druge vitalne or-
gane. No to¢ni metaboli¢ki putovi nisu do sada po-
znati (38).

Za procjenu biokompatibilnost implantata rad
na eksprimentalnim Zivotinjama neprocjenivo je va-
zan. Kriterije za procjenu vrijednosti materijala za
izradu dentalnih implantata postavio je na osnovi ni-
za pokusa 1986. European Society of Biomaterials
i mjeri se stupnjem njegove biokompatibilnosti.
Odlika je toga svojstva da u Zivu organizmu ne iza-
ziva reakciju na strano tijelo, ne resorbira se, nije
toksi¢an ni kancerogen (37). Akademsko je pitanje
postoji li potpuna biokompatibilnost, jer se to cesto
ne dogada ni sa autologno usadenom kosti. Materi-
jale koji se danas upotrebljavaju u dentalnoj implan-
tologiji dijelimo - s obzirom na reakcije koje izazi-
vaju u kostanom metabolizmu, te na vrstu tkivnoga
cijeljenja po usadivanju - na biotolerantne, bioiner-
tne i bioaktivne. Do takve se podjele do$lo nakon
mnogih pokusa in vitro i in vivo, te mjerenjem ra-
znih parametara koStanoga metabolizma. Kod sva-
kog ispitivanja bilo kojega materijala za usadivanje
uvijek se radi ¢itav niz biokemijskih pretraga (ion-

ski kalcij, anorganski fosfati, aktivnost alkalne i ki-
sele fosfataze, vrijednosti osteokalcina (BGP), stan-
dardizirane radioloske pretrage, kvantitativhe meto-
de za odredivanje kostane mase i gustoce na osnovi
standardiziranih radioloskih snimaka (radiograme-
trija, denzitometrija, kompjutorizirana tomografija),
biopsije kosti, histologija, te stati¢ka i dinamicka hi-
stomorfometrija.

Biotolerantni materijali ve¢inom su kovine (ne-
hrdajuci celik, krom-kobalt-molibden slitina, slitina
plemenitih kovina), te plasticne mase (polioksime-
tilen i polimetilmetakrilat). Biorekacija na takve ma-
terijale je fibroosealna inkorporacija.

Kod bioinertnih materijala (titan, tantal,
aluminijsko-oksidna keramika) usadivanjem u kost
ne oStecuje se regenerativna sposobnost kostanoga
tkiva, te njegovo kasnije remodeliranje nema imu-
noloskih odgovora pa se implantati mogu in-
korporirati  neposrednom  koS§tanom = vezom
(6,8,28,30,31,39,40,41). Na takvoj neposrednoj ko-
Stanoj vezi, dokazivoj elektronskim mikroskopom,
temelji se ve¢ spominjana Branemarkova koncepcija
osteointegracije (25-31).

Sedamdesetih godina, kada je vecina faza oste-
ogeneze bila razjasnjena pocelo se je s presadiva-
njem vaskulariziranih i nevaskulariziranih kostanih
usadaka, osnutkom pravih ko$tanih banaka, te se je
intenzivno pocela istrazivati oseoinduktivna sposob-
nost kostanoga tkiva. Tada je nizom pokusa (15, 42
-44), veéinom na Zivotinjskom eksperimentalnome
modelu, dokazano de se kost moZe stvarati bilo gdje,
gdje god ima stanica mezenhimalnoga podrijetla pod
utjecajem morfogenetskog proteina kosti, ali da i ne-
ki biomaterijali mogu u kosti izazvati osteogenezu,
dok tu mogucnost nema izvan skeleta (15,41).

Nakon takvih pokusa i u dentalnoj su se implan-
tologiji po¢eli rabiti tzv. bioaktivni materijali (sta-
klena keramika, kalcijfosfatna keramika) koji nakon
usadnje u kostano tkivo pobuduju osteogenezu. Me-
dutim, osnovni je problem tih materijala njihova re-
sorbilnost, odnosno prodor osteogeneze s povr§ine
materijala u dubinu te inkorporiranje materijala u
kostano tkivo domacina i podloznost tih materijala
remodeliranju (8,10,11,23,24,33,34,38).

Danas postoji ¢itav niz studija na eksperimental-
nim modelima koje vrednuju svaki materijal stup-
njem njegove biokompatibilnosti, ispituju nacin
obrade njegove povrsine, te mogucnosti sterilizaci-
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je. Istrazivanja na Zivotinjskome modelu pokazala
su da su za uporabu u dentalnoj implantologiji naj-
$njoj komercijalnoj upotrebi naj¢esci implantati od
nekog bioinertnoga materijala, presvucen eventual-
no slojem nekog bioaktivnoga materijala.

Premda se u dentalnoj implantologiji prema mje-
stu usadnje razlikuju tri vrste implantata: submuko-
zni, subperiostalni i endoosealni, danas se gotovo
iskljuc¢ivo upotrebljavaju endoosealni u obliku vij-
ka ili cilindra. Za ispitivanje dizajna implantata ni-
su pogodne male laboratorijske Zivotinje ve¢ samo
velike, i to najcesce pas i majmun, ali eksperimen-
tiralo se je i na svinjama, ovcama i kozama (2-12,
18-24, 30-35). Iako se okluzijske i artikulacijske
koncepcije, te prehrambene navike velikih eksperi-
mentalnih Zivotinja razlikuju od ljudskih, spomenuti
modeli dobri su u istraZivanju odgovora mekoga tki-
va oko vrata implantata, u ras¢lambi koStanoga tki-
va oko endoosealnog dijela implantata. Kao relativ-
no slabiju tocku takvih istraZivanja moraju se istak-
nuti veliki troskovi pokusa, duZina trajanja, te ne-
mogucnost egzaktnog opterecenja takva usatka pro-
tetskom suprastrukturom. Danas se upotreba Zivo-
tinjskoga modela u ispitivanju i komercijalizaciji no-
vih dentalnih implantoloskih sustava smatra nezao-
bilaznom fazom u procjeni sigurnosti i djelotvorno-
sti.

IstraZivanje novoga dentalnog implantata -
Dental Prosthetis Implant System (DPI)

U ameri¢kom je Uredu za patente 22. svibnja
1990. godine prijavljen pod rednim brojem 4927363
novi model osteointegrirajuceg dentalnog implanta-
ta, inovatora Rudolfa Schneidera pod radnim naslo-
vom DPI (Dental Prosthesis Implant System). Ka-
ko be se taj model i sustav mogao poceti i klinicki
primjenjivati, te komercijalizirati, prijeko je potreb-
no bilo provesti istraZivanje na Zivotinjskome mo-
delu.

Istrazivanje na Zivotinjskome modelu u cjelosti
je provedeno u Zavodu za oralnu kirurgiju Stoma-
toloSkog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Za ekspe-
rimentalni model izabran je pas pasmine beagle
(4,18-24). Pas te pasmine uzgojen je za potrebe
znanstvenog istrazivanja. Beagle je izabran kao ek-
sperimentalna pasmina zbog niza svojih vrijednosti.

Glavne su njegove odlike: srednja veli¢ina, blaga
cud, prilagodljivost, nepostojanje uzgojnih i nasljed-
nih bolesti, umjerena duzina dlake, ujednacenost i
reprezentativan izgled. Zbog njegove dobrocéudne
naravi i privrZenosti tijekom istraZivanja nije mu po-
trebno posvetiti osobitu pozornost. Od nedostataka
te pasmine treba spomenuti varijabilnost u veli¢ini
i tjelesnoj tezini, opadanje dlake i glasan lavez. Ka-
da se izabere takav pas kao eksperimentalni model,
treba voditi racuna o visokoj nabavnoj cijeni, o tro-
Skovima odrzavanja za vrijeme pokusa, te o razli-
kama pseceg i humanoga stomatognatog sustava. O
tim razlikama, ali i sli¢nostima, pisao je vez u XVI.
stoljecu Andreas Vesalius u djelu “De humani cor-
poris fabrica”. Pas spada u mesoZdere (carnivora),
za razliku od ¢ovjeka koji je svejed, ali ima takoder
difiodontnu denticiju, te je postav mlije¢nih zuba: I
3/3, C 1/1, M 3/3, ukupno 28, a trajnih ima 42, i to
13/3, C 1/1, P 4/4, M 2/2. Pseci je temporomandi-
bularni zglob valjkast i ne omogucuje lateralne kret-
nje kao ljudski (13,14).

Psi lutalice i slu¢ajno odabrani psi zbog niza ne-
ujednacenosti i eventualnih zatecenih bolesti opce-
nito nisu pogodni za eksperimentalne modele i mo-
gu kompromitirati pokus. Kako u Hrvatskoj ne po-
stoji organiziran uzgoj pasmine beagle, istraZivanje
novoga modela dentalnog implantata DPI uc¢injeno
je na Zivotinjskoj farmi “Hudenje”, vlasnistvo tvor-
nice lijekova “Krka” iz Novog Mesta u Sloveniji.

Za pokus je upotrebljeno Sest pasa, tri Zenke i tri
muZjaka, prosjecne starosti 16,6 mjeseci i prosjec-
ne tezine 13,4 kilograma.

U radu sa Zivotinjama poStovala se je sva medi-
cinsko-veterinarska deontologija (2). Svi su zahvati
ucinjeni u opéoj endotrahealnoj anesteziji, postope-
rativno sve su Zivotinje smjestene u stacionar i imale
su antibiotsku za$titu i pojacani higijensko-dietetski
reZim. Nakon svih zavr§enih pokusa kroz godinu da-
na sve su Zivotinje Zrtvovane iskrvarenjem u opcoj
endotrahealnoj anesteziji. Svim su Zivotinjama 16.
i 10. dana prije Zrtvovanja intraperitonealno injici-
rani koStani markeri zbog histomorfometrijskih is-
traZivanja kosti oko implantata. Zrtvovanje je bilo
nuzno zbog jednostranih ili obostranih resekcija
mandibule s usadenim implantatima ili prirodenim
zubima kao kontrolama. (Slike 1 i 2). Razdoblje od
godinu dana smatra se dostatnim za klinic¢ko i radi-
olosko pracenje za odredivanje stupnja oseointegra-
cije.
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Slika 1.  Usadivanje implantata u premolarno podrucje man-
dibule psa

Figure 1. Insertion of the implant into the premolar area of the
mandibula in the dog

Slika 2. Recesirana mandibula psa s pripremljenim blokovi-
ma za daljnja histoloSka istraZivanja

Figure 2. Incised mandibula of the dog with prepared blocks
for detailed histological investigation

Klinickim pracenjem mjerilo se gingivalno
zdravlje oko vrata implantata, procjenjivala se
¢vrstoca, odnosno klimavost implantata, te ocjenji-
vao perkutorni zvuk. Radiolo$ki snimci radeni su
standardiziranim dentalnim snimakama. (Slika 3).
Od biokemijskih pretraga utvrdivala se vrijednost Ca
i P, alkalne i kisele fosfataze u serumu.

Nakon Zrtvovanja Zivotinja, iz reseciranih dije-
lova mandibule napravljeni su preparati za staticku
i dinamic¢ku histomorfometriju s pomocu koje bi se
potvrdili klini¢ki i radioloski rezultati. (Slika 4). Hi-
stomorfometrijskom ragélambom kosti u podrucju
implantata utvrdena je ukupna ko$tana masa, Sirina
kortikalisa, odnos $irine kortikalisa i ukupne koSta-
ne mase, aktivna resorptivna povrsina, aktivna oste-

oblasti¢na zona, te glavni trabekularni dijametri. Ci-
jela je histomorfometrijska ras¢lamba napravljena u
laboratoriju za metabolicka kostana istrazivanja
kompanije Celtrix Pharmaceutics Inc, Santa Clara,
USA. Za to je istraZivanje ucinjena standardizacija
kosti oko implantata na temelju parametara zdrave
kosti podru¢ja premolara, sli¢no histomorfometrij-
skim istrazivanjima kosti femura kod kunica i §ta-
kora (41).

Slika 3. Kontrolni dentalni rendgenogram u podrucju implan-
tata

Figure 3. Control dental roentgenogram in the area of the im-
plant

Slika 4. Histoloski preparat za daljnja histomorfometrijska
mjerenja

Figure 4. Histologic specimens for further histomorphometric
measurement

Acta Stomatol Croat, Vol. 31, br. 3, 1997.

217




T. Svajhler i sur.

Uporaba eksperimentalnih Zivotinja

Istrazivanje DPI sustava na eksperimentalnome
modelu pokazalo je da se radi o dobru implantolo-
$kom sustavu, osebujnog oblika i originalnog rjese-
nja za kompenzaciju Zva¢noga pritiska. Klinicki su
rezulatati pokazali da su svi implantati usadeni u
mandibulu bili ¢vrsti, a sluznica oko njih zdrava vi-
soko perkutornog zvuka. Radioloska je ras¢lamba
pokazala visoki stupanj pokrivenosti implantata ko-
Stanim tkivom. Rezultati staticke histomorfometri-
je takoder pokazuju pokrivenost implantata koSta-
nim tkivom u visokom postotku, a rezultati dinamic-

ke histomorfometrije pokazuju da u zoni dodira im-
plantat-okolno tkivo postoji normalno, zdravo ko-
$tano tkivo bez znakova upale u mekome tkivu. Re-
zultati biokemijske ras¢lambe krvi eksperimentalnih
Zivotinja pokazuju da DPI sustav ne remeti homeo-
stazu minerala i time postaje primjenjiv za svakod-
nevnu klinicku praksu.

Ovo je istrazivanje potvrdilo da je pas beagle do-
bar eksperimentalni model zu ispitivanje dentalnih
implantata.

THE USE OF EXPERIMENTAL ANIMALS DURING
INVESTIGATION OF DENTAL IMPLANTS

Summary

The use of animals during investigations is an accepted method for
verification of current theoretical principles in medical practice. The-
re is almost no species or subspecies of the animal world on which sci-
entific research has not been carried out. The laboratory rats, dogs,
chimpanzees and pigs are most often used in stomatological investiga-
tions. Each new dental implantation system requires strict scientific
and clinical verification before its commercialisation. Experiments on
animals are an unavoidable part of basic investigations, e.g. testing the
toxicity of dental implants, investigation of its biocompatibility, and eva-
luation of the success of the form (design). Scientific approach to inve-
stigations of dental implants began in the 1950’s, and scientific met-
hods of research are daily becoming sophisticated, and criteria for cli-
nical evaluation more rigid.

The paper describes a basic investigation of a new implantation sy-
stem, DPI, carried out on beagle dogs as the experimental model. The
investigation was performed entirely in the Department for Oral Sur-
gery School of Dental Medicine University of Zagreb. Results of the
investigation confirm that the DPI system is a good, usable, outstan-
ding design, biocompatible and oseointegrative. The beagle dog pro-
ved to be a good experimental model for testing dental implants.

Key words: dental implant, experimental model, beagle dog
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