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SAZETAK

Usavrsavanje materijala koji bi mogli da se koriste kao bioloske «zamene»
kosti, danas je jedna od najznacajnijih i najaktivnijih oblasti istrazivanja
biomaterijala. Biokompatibilnost i bioaktivnost ovih materijala obezbeduje
interakciju sa bioloskim sistemima, a time i obnavljanje funkcije ostecenih tkiva
i/ili organa u ljudskom organizmu.

Poslednjih godina razvijen je veliki broj materijala za endodontsku
primenu, koji osim biokompatibilnosti imaju ulogu i bio-induktora u o¢uvanju
zdravlja pulpe i periodontalnog tkiva, ali i stimuliSu regeneraciju oStecenih
tkiva.

Cilj ovog istrazivanja je bio da se proveri biokompatibilnost i
biofunkcionalnost novih nanostrukturnih materijala na bazi kalcijum silikatnih
sistema (CS) i hidroksiapatita (CS-HA).

Prvi korak u ovom istrazivanju je bilo analiziranje sastava, odredivanje
veli¢ine cestica, merenje vremena vezivanja 1 odredivanje ¢vrstoce
novosintetisanih materijala.

Strukturu kalcijum silikata ¢ine uglavnom aglomerati veli¢ine nekoliko
mikrometara koji su izgradeni od manjih partikula (Cestica) sa dimenzijama
izmedu 117 i 477nm. Ove partikule su uglavnom sferi¢nog ili elipsoidnog
oblika, manje ili vise izduZene u jednom pravcu. Partikule HA su bile
nepravilnog oblika, ve¢inom okruglaste, sa dimenzijama od 60 nm do 470nm.

EDS analiza je pokazala da je hemijski sastav kalcijum silikata (Ca 22.21, Si
822, O 69.7 u atomskim%) odgovarao odnosu Ca/Si od pribliZzno 2.7
(atomski%). Vreme vezivanja za CS je zapocinjalo 3 minuta nakon dodavanja
dejonizovane vode, a kompletno vezivanje se zavrsava nakon 10 minuta. Za CS-
HA ove vrednosti su bile 5 i 15 minuta, respektivno.

Za proveru biokompatibilnosti ovih materijala koris¢eni su predklinicki in

vitro 1 in vivo testovi.



Genotoksi¢ni potencijal materijala proveren je alkalnom verzijom Komet
testa na humanim limfocitima iz periferne krvi. Ovim testom nije utvrdena
indukcija  genotoksi¢nih  oSteenja DNK molekula nanostrukturnim
materijalima, osim u individualnim slucajevima (donor 1), na Sta je uticala
genetska osnova i potencijali reparacije svakog donora individualno.

Biokompatibilnost materijala proveravana je potkoZnom implantacijom
polietilenskih tubica ispunjenih sveZe zame$anim materijalima na 40 Wistar
pacova, starosti oko 3 meseca. Zivotinje su Zrtvovane u evaluacionim
periodima od 7, 15, 30 i 60 dana. Subkutanom implantacijom uocena je dobra
tolerancija tkiva na nove nano-materijale. Smesa CS-HA pokazala je najbolje
organizovanu fibroznu kapsulu oko materijala, bez znakova zapaljenja i
naru$enosti strukture vezivnog tkiva.

Tre¢i deo istrazivanja bio je provera biofunkcionalnosti i bioaktivnosti
novih materijala, direktnim prekrivanjem eksponirane pulpe kunica (4 kunica-
Oryctolagus cuniculus) iz kaviteta V klase, vestibularno. U svim uzorcima uoc¢eno
je formiranje reaktivnog kalcifikovanog tkiva i na zubima maksile i mandibule
posle opservacionom perioda od 15 dana. Uzorci, gde je CS koris¢en kao
materijal za direktno prekrivanje pulpe, pokazali su najbolje organizovano
kalcifikovano tkivo, odnosno formiranje tzv. osteodentina.

Rezultati ovih istraZivanja ohrabruju dalja testiranja nanostrukturnih
biomaterijala i ¢ine ih pogodnim za eventualne klinicke aplikacije i primenu u

endodonciji kao vrste endodontskih cemenata.

Kljuéne reci: nanomaterijali, kalcijum silikatni sistemi, hidroksiapatit,
biokompatibilnost, bioaktivnost.
Naucna oblast: Stomatologija

UZa nauc¢na oblast: Klini¢ke stomatoloske nauke
UDK broj: 615.46:616.314(043.3)




ABSTRACT

Development of new materials, that could be used as biological bone
"replacement", is today one of the most important and the most active research
areas of biomaterials. Bioactivity and biocompatibility of these materials
provides the interaction with biological systems, and thereby enables restoring
the function of damaged tissues and/or organs in the human body.

In recent years, a large number of materials for endodontic applications
have been developed. Besides biocompatibility, these materials have an
additional role as bio- inducers in health preservation of the periodontal and
pulpal tissue, as well as stimulation of damaged tissues regeneration.

The aim of this study was to examine the biocompatibility and
bioactivity of new nanostructured materials based on calcium silicate systems
(CS) and hydroxyapatites (CS-HA).

The first step in this research was to analyze the composition, particle
sizing, and to determine the setting time and the strength of the newly
synthesized material.

The structure of calcium silicates is mainly composed of agglomerates
with few micrometers in size, which are made of smaller particles with sizes
between 117 and 477nm. These particles are generally spherical or ellipsoidal
shape, more or less elongated in one direction. HA particles were irregular in
shape, mostly rounded, with dimensions of 60 nm to 470nm.

EDS analysis showed that the chemical composition of calcium silicate
(Ca 2221, 822Si, O 69.7 in atomic % ) corresponded to the Ca/Si ratio in
about 2.7 (in atomic %). The setting time of the CS began 3 minutes after
addition of deionized water, and the bonding was completed within 10 minutes
after. For HA-CS these values were 5 and 15 minutes, respectively.

To test the biocompatibility of these materials pre-clinical in vitro and in

vivo assays were used.



Genotoxic potential of the material was checked by alkaline version of
the Comet assay in human peripheral blood lymphocytes. This test did not
induce genotoxic damage of DNA molecules by nanostructured materials,
except in individual cases (donor 1), where genetic basis and potential
reparations of each donor individually were of influence.

Biocompatibility of the materials was evaluated by subcutaneous
implantation of a polyethylene tubes filled with freshly mixed material in 40
Wistar rats, aged about 3 months. Animals were sacrificed at evaluation periods
of 7, 15, 30 and 60 days. A good tissue tolerance to the new material was
observed after subcutaneous implantation. A mixture of CS - HA showed the
best organized fibrous capsule around the material, with no signs of
inflammation and no structure erosion of connective tissues.

The third part of the study was to check the bio functionality and
bioactivity of new materials, by pulp capping the teeth of rabbits (4 - rabbits
Oryctolagus cuniculus) in Class V cavities, vestibular access. After the
observation period of 15 days, formation of reactive calcified tissue was
observed in all samples (both maxillar and mandibular teeth). Samples, in
which CS was used as a material for direct pulp capping, showed the best
organized calcified tissue, and the formation of the so-called osteodentine.

The results of this study encourage further testing of nanostructural
biomaterials and making them suitable for potential clinical applications and

applications in endodontics as a kind of endodontic cements.

Keywords: nanomaterials, calcium silicate systems, hydroxyapatite,
biocompatibility, bioactivity.

Scientific field: Dentistry

Field of Academic
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1. UVOD

Istrazivanja dentalnih materijala vode ka razumevanju toksi¢nih
ogranienja i biokompatibilnosti novih materijala sa dentalnim i drugim
oralnim tkivima. Bioloska kompatibilnost ovih materijala je veoma vaZzna, jer
citotoksi¢ni materijali prouzrokuju zapaljensku reakciju kad su u kontaktu sa
okolnim tkivom, $to moZe da utice na ishod preduzete terapije (Camargo i sar.
2009, Nedel i sar. 2011).

Sintetski materijali koji se koriste u medicinske svrhe, zahtevaju
mnogobrojna testiranja da bi se obezbedila pouzdanost primene i kvalitet
materijala za svakodnevnu klinicku praksu. Dugi niz godina u nau¢nim
krugovima akcenat se stavlja na neophodnost predklini¢ke evaluacije njihovih
bioloskih osobina sa namerom da se svi novi materijali testiraju razli¢itim in
vitro i in vivo metodama.

Veliki broj zemalja, a narocito zemlje Evropske Unije, razvile su svoje
nacionalne standarde i objedinile ih u zajedni¢ke standarde, poput ISO
(International Standard Organization), ¢ime je stvorena jedinstvena osnova za
biolosku evaluaciju materijala.

Jedan od osnovnih zadataka bioloske evaluacije sintetskih materijala je
procena njihove biokompatibilnosti.

Biokompatibilnost je svojstvo materijala da aplikovan na odgovarajuci
nac¢in izazove odgovaraju¢u, prikladnu reakciju organizma, bez znakova
toksicnosti, iritacije, zapaljenja ili alergije (Willians 1987).

Cinjenica da na trzistu ne postoji idealni endodontski materijal, sa
idealnim karakteristikama biokompatibilnosti, ohrabruje razvoj velikog broja
novih materijala, sa ciljem da se kreira cement sa blagom i kratkotrajnom
zapaljenskom reakcijom okolnog tkiva (Scarparo i sar. 2010).

Danas se veliki akcenat stavlja na biomaterijale koji se mogu opisati kao

materijali koji su dizajnirani tako da, nakon implantacije u ljudski organizam,



zamene delove Zivog sistema ili ispune odgovarajucu biolosku funkciju u
bliskom kontaktu sa Zivim tkivom (Connor i sar. 2007). To su materijali koji se
koriste u medicinske svrhe, sa ciljem da razviju aktivnu interakciju sa
bioloskim sistemom (Chen i sar. 2007).

Prvi korak u testiranju biokompatibilnosti su laboratorijski citotoksi¢ni i
genotoksi¢ni testovi (in vitro). Procena in vitro moZe da da brZe podatke o
bioloskim inerakcijama, a testovi nisu skupi. Medutim uvek se postavlja pitanje
da li in vitro testovi zaista valorizuju pojave koje ¢e nastati u mnogo sloZenijoj
in vivo sredini. In vitro testovi u najmanjoj meri prethode testovima na
zivotinjama. Ukoliko se materijal ne pokaZe kao izrazito toksi¢an, prelazi se na
drugi nivo ispitivanja, na in vivo testove na animalnim modelima (implantacija
u subkutano, misi¢no, kostano ili druga tkiva), odnosno na testove na ciljanim
tkivima Zivotinja ili na klini¢ke testove na ljudima (Modareszadeh i sar. 2011).

Primena jedinstvene metodologije istraZivanja i dobijanje komparabilnih
rezultata od velikog je znacaja za klinicku praksu. Standardi koji su
preporuceni za ispitivanje biokompatibilnosti materijala su objedinjenu u ISO
10993 («Bioloska evaluacija sredstava za medicinsku upotrebu»).

Potencijalni negativni uc¢inak koji mogu izazvati biomaterijali slican je
uc¢inku koji mogu izazvati lekovi ili hemikalije: iritacija tkiva, senzibilizacija
organizma, toksi¢ni efekat na organe ili tkiva, genotoksi¢ni efekat, mutageni
efekat, karcinogeni efekat ili uticaj na reproduktivne sposobnosti primaoca
(Markovi¢ 2009).

VaZzno je znati da, generalno, biokompatibilnost svakog materijala zavisi
od tkiva i tipa ¢elija, odnosno mesta na kom ¢e delovati (Scelza i sar. 2012).

Inicijalni korak za izradu ove studije bio je inovativni i po prvi put
primenjeni nacin sinteze biokeramickih materijala (sa ¢esticama merljivim na
nano-skali) od strane dr V. Jokanovica (Institut za nuklearna istraZivanja Vinca,
Srbija). Jo$ je Schmalz (1994) istakao da materijali primenjeni u stomatologiji
deluju ne samo farmakoloskim, imunoloskim ili metabolickim putem, ve¢

njihova efikasnost zavisi i od njihovih fizicko-mehanickih svojstava.



Materijali, ¢ija ¢e se biokompatibilnost i bioaktivnost, ispitivati u ovoj
studiji su na bazi kalcijum silikatnih sistema (B-C2S i C3S) i hidroksiapatita
(HA).

Poznata je ¢injenica da bioaktivni materijali izazivaju specifi¢an bioloski
odgovor na dodirnoj povrsini tkivo/materijal. Kad se bioaktivni materijal
implantira u telo, on ostvaruje interakciju sa okolnom kosti ili drugim tkivima.
Reakcija jonske izmene izmedu bioaktivnog implanta i okolnih tkivnih fluida
dovodi do formiranja bioloski aktivnog karbonatnog HA sloja na implantu, koji
je hemijski i kristalografski slican mineralnoj komponenti kostiju (Liu i sar.
2008).

Sli¢no drugim bioaktivnim materijalima, bioaktivna keramika ostvaruje
direktnu vezu sa Zzivim tkivom. Tipi¢an primer konvencionalne bioaktivne
keramike su sintetski HA, koji su izrazito biokompatibilni, ali sa lo$im
mehanickim svojstvima, jer su krti i slabo otporni na mehanicke stresove.
Mehanicke osobine sintetskog HA uglavnom zavise od nacina njegove sinteze
(visina temperature, pritisak, pH, kao i nacina sinterovanja) (Petrovi¢ 2012).
Celijski nosa¢i na bazi poroznog kalcijum hidroksiapatita, ve¢ se nalaze u
sirokoj upotrebi u klini¢koj praksi (u stomatologiji i ortopediji), jer su
biokompatibilni i osteokonduktivni materijali (Petrovi¢ 2012).

U poslednjih 20 godina, se intenzivno istaZuje i ispituje nova bioaktivna
keramika na bazi CaO-SiO», koja se koristi kao prevlaka/film preko HA.

Dikalcijum silikatnu keramiku karakteriSe dobra zatezna ¢vstoca (97.1
MPa) i tvrdo¢a po Vickers-u (4.34 GPa). Bioaktivnost i biokompatibilnost
ispoljava stvaranjem karbonatnog HA na svojoj povrsini. U kontaktu sa tkivima
ova keramika daje podrSku za adheziju i proliferaciju mezenhimalnih stem
¢elija (Gou i sar. 2005, Liu i sar. 2008).

Buduc¢nost endodontske terapije je regenerativna endodoncija koja ce
objediniti znanja o interakciji izmedu pazljivo dizajniranog trodimenzionalnog
poroznog skafolda i stem celija koje su odgovorne za morfogenetske signale,

proliferaciju i diferencijaciju koja vodi nastanku novih tkiva.



Otkric¢e dentalnih stem ¢elija je znatno unapredilo ovo polje istraZivanja.
Napredak u tkivnom inZenjeringu ¢e obezbediti potencijalni bioloski pristup
terapiji, gde ce se sa dentalnim stem celijama omoguditi kreiranje ili
rekonstrukcija zubnih tkiva uz koris¢enje biorazgradivih skafolda i uz pomo¢
taktora rasta (Nedel i sar. 2011).

Proliferacija i diferencijacija ¢elija dentalne pulpe je klju¢na za razvoj,
morfologiju i reparaciju povreda pulpnog tkiva. Razli¢iti faktori rasta, signalne
molekule i transkriptivni faktori su ukljuceni u proliferaciju i odontoblastnu
diferencijaciju iz celija dentalne pulpe. U te procese su ukljuceni kostani
morfogenetski protein 2 (BMP-2), dentin sijaloprotein, osnovni faktori rasta
tibroblasta i drugi (Qi i sar. 2013).

Razumevanje delovanja ovih celija, kao i mehanizama i faktora koji ih

regulisu aktuelna su tema daljih istraZivanja.



2. PREGLED LITERATURE

21. NANOTEHNOLOGIJA

Nanotehnologija je polje primenjene nauke bazirana na dizajnu, sintezi i
primeni materijala i uredaja reda veli¢ine nano (jedan nanometar je milijarditi
deo metra). U prirodi postoje brojni primeri objekata nanometrijskih dimenzija,

kao sto su molekuli DNK, crvena krvna zrnca, molekuli vode, virusi, bakterije i

sl.

Inm
mali

molekuli /¢ /£

4nm
protemn \

Slika 1. Nanocestica (Papi¢ i sar. 2009)

Nanotehnologija predstavlja proizvodnju i aplikaciju struktura, sprava
ili sistema kontrolisanom manipulacijom veli¢ine i oblika na nanometrijskoj
skali (atomska, molekulska i makromolekularna skala) koja daje strukture,
sprave ili sisteme sa najmanje jednom novom superiornom karakteristikom ili
svojstvom. Nacionalna inicijativa za nanotehnologije SAD (NNI) definise
nanotehnologiju kao «razumevanje i kontrolu materije u dimenzijama izmedju 1-100
nm», gde jedinstveni fenomeni otvaraju nove mogucnosti primene i izrade
sprava na nano nivou (Papi¢ i sar. 2009).

Ova nova oblast nauke bavi se kontrolisanjem materije, energije i/ili

informacije na atomskom i molekularnom nivou. Ovo omogucava pravljenje



novih materijala koji su sve sli¢niji prirodnim biomolekularnim strukturama.
Nanotehnologija je veoma razli¢ita jer se prostire od ideje nastale u klasi¢noj
tizici i nekih prakti¢nih primena koje se baziraju na molekularnom samo-
organizovanju, pa sve do pravljenja novih materijala sa dimenzijama koje
imitiraju nultu dimenziju.

Prema definiciji Royal Society i Royal Academy of Engineering: nanonauka
proucava fenomene 1 manipulacije materijalima na anatomskom,
molekularnom i makromolekularnom nivou, gde su svojstva materijala
znacajno drugacija od onih sa ve¢im dimenzijama (Papi¢ i sar. 2009).

Nauka o nanomaterijalima i tehnologija njihove proizvodnje stara je
koliko i sama hemija, a potice jo$ iz perioda upotrebe cemenata kod Rimljana, ili
od formulacija koloidnih plemenitih metala koji su se koristili za bojenje stakla
u srednjem veku. Kao posebne discipline, nanonauka i nanotehnologija
razvijaju se tek u poslednjih 20-tak godina. One se bave materijalima cije su
dimenzije male odn. veli¢inama koje se ne mogu posmatrati jednostavnim
optickim, ali ni konfokalnim mikroskopom.

Pionir ove tehnologije je Kim Eric Drexler, americ¢ki inZenjer poznat po
popularizaciji ideje o molekularnoj nanotehnologiji, 70-tih godina proslog veka.
Sam termin «nanotehnologija» je 1974. godine potpuno nezavisno, upotrebio
profesor Taniguchi sa Univerziteta u Tokiju, da bi opisao proizvodnju

materijala sa nanometarskom preciznoscu.

2.2. NANOMEDICINA

Termin nanotehnologija se ve¢ viSe decenija koristi naj¢es¢e u nau¢nim
oblastima kao 8to su elektronika, fizika i inZenjerstvo. U ovim oblastima ona je
pokazala ogroman napredak, ali u biomedicini i farmaciji, njene moguc¢nosti tek
treba istrazivati.

Ona je ostvarila snaZzan uticaj u raznim oblastima medicine, ukljuc¢ujudi

oftalmologiju, kardiologiju, endokrinologiju, onkologiju, imunologiju, ali pre



svega u visokospecijalizovanim oblastima kao $to su isporuke gena, targetiranje
mozga, tumora i formulisanje oralne vakcine. Ova tehnologija stvara
ineligentne sisteme, uredaje i materijale za bolje farmaceutske aplikacije i
predstavlja najznacajniju tehnolosku podrsku individualno prilagodenoj terapiji
i personalizovanoj medicini. Veliki pomak je napravljen u oblasti dijagnostike i
terapije tumora. Tu se koriste razli¢iti nanomaterijali kao $to su polimeri,
lipozomi, kvantne cestice, oksidi gvozda, nanotube, nanoZice i nanocestice zlata
(Chen, Cui 2013).

Nanomedicina je grana medicine koja se zasniva na medicinskoj primeni
nanotehnologija, kroz primenu nanomaterijala, nanoelektronskih biosenzora i
molekulske nanotehnologije (Gui i sar. 2011, Jokanovic¢ 2012).

Sama veli¢ina cestica nanomaterijala (<100nm), koja je sli¢na veli¢ini
bioloskih molekula i struktura (proteini 5nm, organele 100-200nm), upucuje na
mogucu primenu nanomaterijala u in vivo i in vitro  biomedicinskim
istrazivanjima (Fan i sar. 2014).

Imajudi u vidu da nanomedicinski lekovi napravljeni od nanomaterijala i
nanopartikula (u odnosu na lekove napravljene od istih materijala na klasican
nac¢in) imaju i do deset puta vecu interaktivnu povrSinu, nedvosmisleno
ukazuje o moguéem poboljsanju farmakokinetickih i farmakodinamickih
osobina leka.

Nanomedicina predstavlja medicinsku primenu razli¢itih materijala i
aparata/uredaja nano-dimenzija u proceni, o¢uvanju i poboljSanju zdravlja i
opste dobrobiti. Leary (2006) smatra da ¢e femto-sekundni laserski sistemi,
nanoigle i nanopincete npr. revolucionarno unaprediti neurohirurgiju.

Ova nova grana medicine koristi prednosti formulacija sa
nanomaterijalima da bi se postiglo optimalno oslobadanje leka i da bi se
olaksalo neinvazivno snimanje.

Chen i sar. (2013) su ispitivali nesferi¢ne nanocestice zlata za targetiranje
i snimanje kancera. Zbog cinjenice da su ove cestice veoma fotostabilne i

biokompatibilne koriste se i u fototermalnoj terapiji, gde se energija fotona



konvertuje u toplotu koja indukuje oStecenja malignih celija. Oni sa velikim
optimizmom gledaju na aplikacije nanocestica zlata u CT dijagnostici i terapiji
tumora.

Zhou (2013) istice da je molekularno snimanje (vizualizacija i
kvantitativno i kvalitativno analiziraju celijske funkcije i ekspresije gena ili
proteina) interdisciplinarna oblast koja se veoma brzo razvija, a ima veliki
potencijal da se primeni u ranoj dijagnostici kancera, neuroloskih i
kardiovaskularnih oboljenja. U tu svrhu razvijaju se nanomaterijali sa novim
svojstvima kao §to su fluorescentne magnetne cestice, nanocestice zlata i sl.
Poslednjih nekoliko godina, Zhou i sar. (2013) ispituju konvertovane
nanocestice (UCNPs) lantanida i smatraju da imaju brojne prednosti kao sto su
manja toksi¢nost, ve¢a otpornost na foto izbeljivanje i degradaciju. Osim toga
dublje prodiru u tkiva sa manje Stetnih efekata po celiju, sto omogucava njihovu
primenu ne samo za molekularna snimanja, ve¢ i za simultano otpustanje
lekova u ciljanoj (targetiranoj) terapiji.

Razliciti sistemi za oslobadanje leka na nano nivou mogu se izraditi od
bezbrojnih kombinacija nanomaterijala i molekula, tako da mogu delovati kod
pojedinacnog pacijenta na specificnom mestu-tkivu pomocu specijalnog
vezivanja za povrsinu molekula nosaca-liganda.

Uskokovi¢ ~ (2011) je opisao  $iroku  upotrebu HA/CAP
(hidroksiapatit/kalcijum fosfat) nanocestica kao nosaca za isporuku lekova ili
kao nosaca u genskoj terapiji. Takav primer su inkapsulirani antibiotici koji
deluju i na aerobne i na anaerobne bakterije (gatifloxacine), a koristi se u terapiji
osteomijelitisa, gde je teSko ordinirati klasi¢an lek zbog oste¢enih krvnih
sudova. Razvijaju se antibiotici impregnirani CAP nanocesticama koji ¢e posle
isporuke antibiotika, podrZati remineralizaciju izgubljene kosti.

Mulder i sar. (2014) su dizajnirali i testirali lipoprotein (HDL) obogacen
nanocesticama u kombinaciji sa statinima (lekovima za ragulisanje nivoa

holesterola). Studije na misevima su pokazale da je sa HDL nanoterapijom



moguce ciljano delovati i smanjiti zapaljenje u krvnim sudovima, $to ¢e smanyjiti
rizik od ponovljenog sréanog ili mozdanog udara.

Distribucijom modifikovanih nanocestica srebra u organima misa posle
ciljane aplikacije na koZi bavili su se Kelestemur i sar. (2012). HistoloSkim
analizama su utvrdili da nanocestice srebra znatno poboljSavaju Ccelijsku
infiltraciju, proliferaciju fibroblasta i sintezu novog kolagena delujuci lokalno,
bez ostecenja drugih organa.

Nanomaterijali nude i nove mogucnosti za dijagnozu i le¢enje tumora.
Troyer (2013) je ispitivao razlicite vrste celija (neuralne stem celije, monocit-
makrofag sli¢ne celije) za isporuku namagnetisanih nanocestica gvozde oksida
u tumorska tkiva pre izazivanja hipertemije naizmeni¢nim magnetnim poljem
(AMF). Utvrdio je da su nanocestice migrirale u tumorska tkiva, ali ne i u
zdrava, i dovela do znacajnog smanjenja (43%) veli¢ine tumora na miSevima.
Ocekuje se da ¢e do 2015. godine, vise od polovine svih novootkrivenih lekova i
tehnologija otpustanja leka biti bazirano na nanotehnologiji.

Zajedno sa genskom, individualizovanom terapijom, nanomedicina bi
uskoro mogla da pokrene i razvoj mnogo oc¢ekivane personalizovane medicine.
Ona predstavlja novu strategiju dostizanja i o¢uvanja zdravlja u kojoj se nece
koristiti lekovi koji lece 80% populacije pacijenata, ve¢ ¢e na osnovu
molekularnog profila i genetske mape, donositi odluka o tretmanu
prilagodjenom svakom pojedina¢nom pacijentu.

Chen (2012) smatra da kalcijum fosfatne nanocestice mogu biti
dizajnirane kao druga generacija vektora za gensku terapiju. Sintetisao je
nanostrukturni HA cvetastog izgleda koji je, u stvari nosac¢ za isporuku anti-
kancer lekova (mitoxantron) direktno u ¢eliju.

Inovacije u ovoj oblasti mogu c¢ak stvoriti multifunkcionalna sredstva
koja istovremeno postavljaju dijagnozu, otpustaju lek na Zeljeno mesto i prate
efekte tretmana.

Cilj nanotehnologije je i kreiranje samo-izgradivih struktura nanocestica

koje ¢e ostvariti interakciju sa prirodnim makromolekulama kao $to su DNK,



RNK ili peptidi. Sonay (2012) je ispitivao dvodimenzionalnu strukturu zlatnih
nanocestica (13nm) i njihovo vezivanje za DNK segmente u cilju bolje isporuke
gena, lekova, ali i u fototermalnoj terapiji. Najvece ogranicenje za upotrebu
struktura na bazi DNK u bioloskim aplikacijama, je njihova neotpornost na
delovanje enzima. Nanocestice zlata su po misljenju Sonay-a zastitile DNK od
delovanja DNaze, vezivanjem za njena receptorska mesta i smanjile cepanje
lanaca za 80%.

Poslednjih godina posebno teZiste nanofarmacije je razvoj odn. izrada
novih modela aplikacije. Nove mogucnosti otpustanja lekovitih supstanci i
formulisanje preparata pomocu nanotehnologija predstavlja prekretnicu ali i
buduénost u lecenju. Transport lekova, na klasi¢an nacin, putem krvi je visoko
nespecifican, lekovi se akumuliraju u zdravim organima, Sto za posledicu ima
nizu toleranciju i znatan morbiditet. Savremeni sistemi za otpustanje lekova
olaksali su pristup lekovite supstance u ta¢no odredena tkiva. Primenom ove
napredne tehnologije mete postaju specificne organele unutar pojedina¢nih
¢elija. Ovi materijali imaju mogucénost da prevazidu probleme rastvorljivosti i
stabilnosti i obezbede otpustanje leka u Zeljeno tkivo.

Lipozomi i polimeri su prve nanoplatforme razvijene za biomedicinske
aplikacije koje treba da unaprede isporuku lekova do ciljnih organa ili tkiva.
Blanco (2011) isti¢e da su anti-kancer lekovi, bilo da su obloZeni nanocesticama
ili su inkorporirani u njih, zasticeni od degradacije, ali sa povecanom
rastvorljivos¢u. Takode, cestice ovako malih veli¢ina izbegavaju RES
(retikuloendotelijalni sistem zaduZen za uklanjanje stranih cestica) $to ih
odrzava duZe u cirkulaciji.

Izuzetno sitne nanocestice koje predstavljaju nosace lekova pokazuju
vrlo brzo otpustanje lekovite supstance i sposobnost penetracije u ciljano tkivo.
Nanonosaci lekova ¢ije su dimenzije manje od 200 nm mogu prod¢i filtriranje u
pluc¢ima i slezini i olaksati leku prodor iz krvnog suda u tumorsko tkivo ili kroz

razlicite fizioloske membrane (Jokanovi¢ 2012).
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Smanjenje veli¢ine je fundamentalna operacija koja ima vaznu primenu u
tarmaciji. Ona poboljsava rastvorljivost i bioraspoloZivost, smanjuje toksi¢nost,
prosiruje distribuciju i pruza bolje mogucénosti za formulisanje lekova.
Konstantno se razvijaju nanomaterijali za aplikacije u farmaceutskoj industriji,
kao sto su karbonske (ugljeni¢ne) nanotube, grafeni, nanocestice zlata, srebra i
dr.

Liu (2012) istice da ¢e elektrode od karbonskih nanotuba sa uredenom
strukturom predstavljati novu generaciju elektroda za dijagnostikovanje
specifi¢nih, osetljivih sekvenci DNK, Sto ¢e predstavljati vazan pomak za
dijagnozu i tretman genetskih oboljenja i otkri¢e novih lekova. Kombinacijom
jedinstvenih svojstava nanotuba sa DNA hibridizacijom stvara mogucnosti
konstrukcije DNA biosenzora koji su jednostavni, jako osetljivi i
multifunkcionalni. Biosenzori se mogu primeniti na mnogim poljima, a vecina
ih je razvijena za detekciju glukoze, proteina, pesticida i drugih malih molekula.
Gui i sar. (2011) su ispitivali upotrebu karbonskih nanotuba, ali i nanocestica
zlata i platine kao biosenzora.

Grafeni i grafenski oksidi su skoro otkriveni ugljeni¢ni nanomaterijali sa
dvodimenzionalnom atomskom strukturom. Wu (2012) isti¢e njihovu primenu
kao nanonosaca za anti-kancer lekove ili gene, za detekciju biomolekula (DNK
ili enzima), ali i za snimanje Cdelijja zbog njihovih jedinstvenih opticko-
elektronskih svojstava (fotoluminiscencija). S druge strane, o Stetnim efektima
grafena se jo$ diskutuje, ali Wu smatra da kad se prevazidu problemi
eventualne citotoksi¢nosti grafena i nanomaterijala na bazi grafena, njihova
prakti¢na upotreba bi¢e neograni¢ena (Wu i sar. 2012).

Nanocestice se mogu izradivati na viSe nacina: mlevenjem ili
homogenizacijom pod visokim pritiskom velikih ¢estica kristala, kontrolisanom
precipitacijom i kombinacijom mikroprecipitacije i homogenizacije.

Chen (2012) istice da su bioaktivnost, biokompatibilnost, stabilnost i
mehanicka svojstva nanomaterijala, obi¢no odredena njihovom kompozicijom,

strukturom, morfologijom i veli¢inom kristala, $to zavisi od nacina sinteze.
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Poseban deo nanomedicine posvecen je tkivnhom inZenjeringu (tissue
engineering).

Cilj tkivnog inzZinjeringa i regenerativne medicine usmeren je ka razvoju
bioloskih «zamena» koje bi se koristile za reparaciju, odrzavanje i/ili
poboljsanje ostecenih tkiva.

Nanomaterijali obecavaju preokret u medicini i sve se vise koriste u ovoj
oblasti. Ovi materijali imaju sposobnost da oponasaju povrsinska svojstva
prirodnih tkiva, izrazito su citokompatibilni i biokompatibilni, pa pokazuju
odli¢na svojstva za upotrebu u inZenjeringu tkiva i regenerativnoj medicini. U
ovoj oblasti najdalje se otislo u kostano tkivnom inZenjeringu, gde je fokus
istraZivanja na razvoju skafolda (matriksa) koji ¢e obezbediti ¢elijsku podrsku i
vodenje formiranja kostanog tkiva (Saiz i sar. 2013).

Za biomedicinske aplikacije najdalje se otiSlo u istraZivanjima kalcijum
fosfatne keramike i HA koji ¢ini mineralnu komponentu kalcifikovanih tkiva
ki¢menjaka. Kalcijum fosfati su biokompatibilni, ne deluju kao strana tela i
integriSu se u tkiva u procesima kostanog remodelovanja. IstraZzuju se i
mesavine HA i TCP (trikalcijum fosfata) poznate kao bifazni kalcijum fosfati, za
optimalnu restauraciju tvrdih tkiva (Uskokovi¢ 2011).

Razvoj nanotehnologija je unapredio i kalcijum fosfate kao biomaterijale.
Chen (2012) istice da nanostrukturni kalcijum fosfatni materijali (koji su sad
sli¢cnih dimenzija kao neorganske komponente kalcifikovanih tkiva) imaju bolju
bioaktivnost nego konvencionalni materijali. Od prednosti se posebno isticu
bolja biokompatibilnost, biodegradacija i odlicna osteokonduktivna i
osteoinduktivna sposobnost.

Nanostrukturno bioaktivno staklo i HA su naj¢esc¢e koris¢eni u kostanom
tkivnom inZenjeringu kao nanopunioci za skafolde ili kao prevlake implanta.
Fan i sar. (2014) su sintetisali bioaktivno staklo (sa nanocesticama od 30-60 nm) i
uporedivali njegovu biokompatibilnost na humanim osteoblastima, poredeci ga
sa HA i silikonom substituisanim HA, sa slitcnom veli¢inom cestica. Ovo

nanostrukturno bioaktivno staklo sintetisano sol-gel procesima pokazuje visoku

12



bioaktivnost, brzo formiranje apatitnog sloja na povrsini i povoljno uti¢e na
proliferaciju osteoblasta.

Nanomaterijali osim $to su veoma sli¢ni bioloskim tkivima, imaju i
veoma povoljnu povrsinu za regeneraciju tkiva kostiju i hrskavice zbog dobrog
adheriranja proteina i njihove vaZzne uloge u celijskoj regeneraciji. Ovo im je

glavna prednost u odnosu na konvecionalne ili mikronske materijale.

2.3. RIZICINANOTEHNOLOGIJE

Nanotehnologija ima potencijala da napravi mnoge nove materijale i
uredaje sa Sirokim spektrom primene u medicini, biomaterijalima, elektronici i
na polju proizvodnje energije. Sa druge strane, ovde se postavljaju ista pitanja
kao kod uvodenja svake nove tehnologije, sto podrazumeva brigu o toksi¢nosti
i uticaju nanomaterijala na okolinu, odnosno njihovog uticaja na ekonomiju.

Pored prednosti, primena nanotehnologija ukljucuje i razli¢ite, do danas
nepoznate, rizike vezane za ¢ovekovu okolinu, zdravstvenu sigurnost, kao i
druge razlic¢ite negativne efekte (Jokanovic 2012).

Iz ugla bezbednosti upotrebe novih lekova razmatra se, pre svega
toksi¢nost, jer reaktivnost nano-Cestica potice od njihove velike aktivne
povrsine u odnosu na masu i zapreminu. Nanocestice ¢e imati razli¢it efekat na
zdravlje u poredenju sa cesticama uobicajene veli¢ine iako imaju sli¢nu
hemijsku strukturu. U prilog tome idu i nalazi studija o toksi¢nim efektima
ultrafinih/nanocestica na pluca pacova, gde izazivaju toksi¢na oStecenja u
poredenju sa cesticama vecih dimenzija. Studije na pacovima, gde su koris¢ene
ultrafine cestice polimera (od 18 nm), su pokazale da inhalacija ovih gasova
indukuje vrlo visoku toksi¢nost pluca i smrt ve¢ posle 15 min. (Oberdorster
2000, Oberdorster i sar. 2005). Sa ovim se ne slazu Warheit i sar. koji su ispitivali
uticaj razli¢itih veli¢ina ¢estica kvarca (12, 50, 300 i 500 nm) na pluca pacova i
zakljucili da inflamacija pluca i citotoksi¢nost ne zavise samo od veli¢ine Cestica,

ve¢ i od njihove povrsinske aktivnosti (Warheit i sar. 2007). Povecanje
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povrsinske zone ultrafinih/nanocestica je veoma vazno za njihovu povecanu
biolosku aktivnost. On takode isti¢e da toksikolozi moraju prvo ispitati fizi¢ko-
hemijska svojstva nanocestica (veli¢ina cestica, njihova distribucija, kristalna
struktura, povrsinska raktivnost, metode sinteze nanomaterijala i sl.), pa tek
onda testirati toksi¢nost materijala sa nanocesticama (Warheit i sar. 2008).

PonasSanje nano-cestica unutar celije je jos uvek enigma. Takode se jo$
uvek ne razumeju svi metabolicki i imunoloski odgovori izazvani ovim
Cesticama.

Buzea isti¢e da su makrofagi manje efikasni u procesima «¢is¢enja» pluca
od inhaliranih nanocestica, u poredenju sa veéim cesticama. Zbog toga
nagomilane nanocestice ostecuju pluca, a mogu se cirkulacijom, limfom ili
nervnim sistemom translocirati i do udaljenih tkiva i organa. Ove cestice su
manje od celija i organela, prolaze kroz bioloske strukture i remete
tunkcionisanje ¢elije (Buzea i sar. 2007).

ManipuliSuéi materijalima na atomskoj skali, nanotehnologija je kreirala
mnoge nove materijale sa specificnim karakteristikama, ¢ije se ponasanje ne
mozZe lako predvideti.

Li i Cui (2012) isti¢u da svi nanomaterijali (karbonske nanotube, grafeni,
nanocestice zlata ili srebra) izazivaju znacajan celijski oksidativni stres, koji
dovodi do ¢elijske apoptoze ili smrti. S ciljem da prevazidu ovaj problem
istrazivali su superoksid dismutazu (SOD), kao i nanonosace na bazi lipida,
polimera ili proteina, koji ¢e je transportovati do ciljnog mesta u
antioksidativnoj terapiji. SOD je jedna vrsta enzima (jetreni protein ili orgotein)
koji ima specijalnu funkciju unutar éelije, gde moze popraviti ostecenja nastala
delovanjem ROS (reaktivne kiseonicke vrste) i vodonik peroksida (H20.).

Naucnici isti¢u da antioksidativne molekule kao $to su SOD ili koenzim
Q10 mogu biti nanotehnoloski modifikovane i tako ubacene u ¢celiju mogu

dovesti do obnavljanja tkiva i produZenja Zivotnog veka ljudi (Li, Cui 2012).
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Nanotoksikologija se suocava i sa izazovom da moZe da deSifruje
molekularna zbivanja koja reguliSu bioakumulaciju i toksi¢nost nano-cestica
(AshaRani i sar. 2009).

Zbog toga sa nano-farmaceutskim proizvodima treba biti oprezan, jer lek
pripremljen na klasi¢an nac¢in nece imati toksi¢na dejstva, ali ¢e zato biti manje
efikasan, dok ¢e se kod leka pripremljenog na nanotehnoloski na¢in moZzda
pojaviti toksi¢nost, ali ¢e imati mnogo snaZnije ciljno dejstvo. Sa aspekta
bezbednosti najprihvatljivija su nanotehnoloska reSenja kod kojih je prisutna

biorazgradljivost (Papic i sar. 2009).

24. NANOMATERIJALI - BIOKERAMICKI MATERIJALI

Nanotehnologija je multidisciplinarna oblast i predstavlja spoj osnovnih
nauka i primenjenih disciplina kao $to su biofizika, molekularna biologija i
biotehnika. Materijali sa nanocesticama imaju bar jednu dimenziju manju od
100 nm, Sto je veli¢ina prosecnog virusa. Nanocestice se ne ponasaju ni kao
¢vrsti, teni niti gasoviti materijali i ne podlezu zakonima Njutnove, ve¢
kvantne fizike. Cestice ovih materijala pokazuju drugacija svojstva od Cestica
istog materijala-supstance, vecih dimenzija, i razlikuju se po boji, elektri¢nim ,
magnetnim, mehani¢kim i drugim svojstvima. Otuda i njihove specifi¢ne
karakteristike, u smislu provodljivosti, reaktivnosti, odnosno opticke osetljivosti
itd. (Papic i sar. 2009).

Warheit isti¢e da, npr. ¢estice titanijum dioksida gube svoju belu boju i
postaju bezbojne kad im se veli¢ina smanji na vrednosti manje od 50 nm, drugi
materijali koji su izolatori, postaju provodnici kad se smanje na nano-skalu, a
nerastvorljive supstance postaju rastvorljive kad su im ¢estice manje od 100 nm
(Warheit 2008).

Nanomaterijali i na njima zasnovani pobolj$ani proizvodi, imaju sasvim
drugacije karakteristike od tzv. »krupnih» materijala. Razlog tome je $to ovi

materijali imaju mnogo vecu specifiécnu povrsinu i unapredena mehanicka
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svojstva (elasti¢nost i krtost). Chen (2012) u svojim istraZivanjima isti¢e da losa
mehanicka svojstva kalcijum fosfatne keramike ograni¢ava njihovu upotrebu. S
druge strane, novi keramicki materijali sinterovani sa ¢esticama nano-velic¢ine
pokazuju mnoge prednosti vezane za unapredena mehanicka svojstva
(¢vrstoca, modul elasti¢nosti, mikrotvrdoéa po Vickers-u) ali i bolju
bioaktivnost (adheziju i proliferaciju ¢elija).

Ova napredna tehnologija poboljsava osobine materijala, smanjuje
njihovu masu, povecavajué¢i njihovu stabilnost i unapreduju¢i njihovu
tunkcionalnost (Jokanovi¢ 2012).

Biomaterijali se mogu definisati kao materijali koji su dizajnirani tako
da, nakon implantacije u ljudski organizam, zamene delove Zivog sistema ili
ispune odgovaraju¢u biolosku funkciju u bliskom kontaktu sa Zivim tkivom
(Connor i sar. 2007).

Na konferenciji Evropskog udruZenja za biomaterijale, ovi materijali su
definisani kao neZzivi materijali koji se koriste u medicinske svrhe, sa ciljem da
aktivno reaguju sa bioloskim sistemom (Chen i sar. 2007).

Da bi ovi materijali mogli biti primenjeni u terapiji kostanog tkiva ili
nekog drugog tkiva moraju ispuniti nekoliko osnovnih zahteva:

e biokompatibilnost materijala: materijal ili proizvodi nastali njegovim

razlaganjem u fizioloSkom okruZenju, ne smeju da izazovu zapaljensku
niti alergijsku reakciju, odnosno da deluju toksi¢no na celije okolnog
tkiva,

e mehanicka svojstva materijala: osobine materijala treba da budu Sto

slicnije osobinama tkiva koje treba da regenerisu, da obezbede
odgovaraju¢u podrsku, ali i da kasnije mogu da izdrZze i neophodna

opterecenja,

e poroznost i brzina degradacije materijala: ova svojstva su u najvecoj meri

odgovorna za rast tkiva i vaskularizaciju unutar materijala,
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e mogucénost lake sterilizacije materijala: ova osobina ne bi smela dovesti

do promena u njihovom hemijskom sastavu ili bioaktivnosti (Chen i sar.

2007).

Biokeramicki materijali se smatraju biokompatibilnim, tvrdim, sa
relativno slabom otporno$¢u na naprezanje, odlicnom pritisnom ¢vrstocom i
visokom otpornoséu na habanje. Ovi materijali (prirodni ili sinteticki), koris¢eni
samostalno ili u kombinaciji sa polimerima, su najpogodniji od svih
biomaterijala za tkivno inZenjerstvo tvrdih i mekih tkiva (Jokanovié¢ 2012).

Medu biokeramickim materijalima posebno mesto pripada kalcijum

ortofosfornim sistemima.

Kalcijum ortofosfati su hemijska jedinjenja koja se satoje iz tri osnovna
hemijska elementa - jona: kalcijuma (Ca?*), fosfora (P>*) i kiseonika (O2). Ve¢ina
ortofosfata je slabo rastvorljiva u vodi, nerastvorljiva u alkalnoj sredini, a dobro
rastvorljiva u kiselinama. Bioloski posmatrano, kalcijum ortofosfati su glavna
komponenta svih kostanih tkiva sisara.

Najpoznatiji kalcijum fosfati koji se koriste u biomedicinskim
aplikacijama su oktakalcijum fosfat (OCP), amorfni kalcijum fosfat (ACP), o/p
TCP i HA.

Kalcijum fosfatni materijali koji imaju odnos Ca/P manji od 1, a ve¢i od 2,
nisu prihvatljivi za implantaciju u tkiva (Chen i sar. 2012).

Ponasanje kalcijum fosfata u bioaplikacijama zavisi mnogo od njihove
morfologije i hemijske kompozicije. Biokeramicki materijali za biomedicinske
aplikacije se dele od bioinertnih keramika kao $to su cirkonija i alumina, pa do
bioaktivnih keramika, kao §to su bioaktivna stakla i kalcijum fosfatne keramike.
Fan (2014) istice da su bioinertni materijali neaktivni i ne formiraju direktnu
vezu sa tkivom domacina, dok s druge strane bioaktivni materijali stimulisu
formiranje kalcifikovanog tkiva tako $to hemijski reaguju sa okolnim tkivom.
Bioaktivni materijali formiraju apatitni sloj na povrsini kad dodu u kontakt sa

tkivnim fluidima i ostvaruju direktnu vezu sa tkivom. To potvrduju i nalazi

17



Matsumota (2011) koji smatra da cirkonija (ZrOz) ima dobra mehanicka svojstva
i malu toksi¢nost, ali da ima slab afinitet prema celijama i tkivima. Ta njena
inertnost se moze prevazi¢i stvaranjem ZrO./HA materijala koji ¢e biti

bioaktivni.

2.4.1. Hidroksiapatit

Hidroksiapatit hemijske formule Caio(PO4)6(OH)2, (Ca/P odnos 1,67) je
najstabilnija i najmanje rastvorljiva faza kalcijum ortofosfata posle fluorapatita.
On je istovremeno najznacajnija so kalcijuma i fosfora. HA je osnovna
mineralna komponenta kostiju. Sinteticki se proizvodi od ranih 70-tih, a u
klini¢koj upotrebi je poslednjih 20 godina (Hassan i sar. 2011).

Najpoznatija je njegova upotreba u bioaplikacijama za supstituciju
ostecenog kostanog tkiva, ali njegove aplikacije prevazilaze polje biomedicine.
Koristi se kao adsorbent u hromatografiji za separaciju proteina i DNA, kao
hranljivi suplement ili sredstvo za rast u prehrambenoj industriji, odnosno kao
sredstvo za preciS¢avanje vode i za uklanjanje jona teskih metala (Uskokovi¢
2011).

Nanosferna keramika, posebno hidroksiapatit (HA) je vrlo popularan
materijal, bilo da je obloZen ili ispunjen drugom vrstom materijala, zato $to ima
veliku moguénost propagiranja regeneracije tkiva. Nanometrijska veli¢ina zrna
predstavlja prednost zbog mnogo vece adhezije, proliferacije i diferencijacije
éelija.

Povecanje proliferacije i adhezije kostanih celija, koja je uocljiva sa
smanjenjem veli¢ina zrna je uocio Lin i sar. (2007), a potvrdio Fan (2014) koji
istice da su komparativne studije izmedu nano- i mikrostrukturnog HA,
ukazale na izraZeniju ¢elijsku proliferaciju kod nanostrukturnih materijala.

Za sintezu nanostrukturnog HA mogu se koristiti razli¢ite tehnike i
metode kao $to su mehanohemijske sinteze, sol-gel sinteza (Fan i sar. 2014),

preparacija sagorevanjem, kao i metode «mokre» hemije, koje uklju¢uju
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precipitaciju (Chen i sar. 2012), hidrotermalnu metodu (Lin i sar. 2007) i metode
hidrolize drugih kalcijum ortofosfata. Hidrotermalni metod sinteze je jedan od
najjednostavnijih i najefikasnijih metoda sinteze hidroksiapatita.

Bioloski HA, koji ulazi u sastav kostiju i zuba, razlikuje se od sintetskog
HA i to po svom sastavu, fizickim i mehani¢kim osobinama. Bioloski apatiti se
razlikuju hemijski od idealnog HA po tome $to uvek sadrze katjone kao sto su
Mg?*, Na*, K*, Cl' i F, koji mogu da se ugrade i reSetku HA supstitucijom
jednog ili vise jona Ca?*. Biologki apatit je najcesc¢e deficitaran u Ca?* i uvek
karbonatno supstituisan, $to uti¢e na njegove mehani¢ke osobine. S druge
strane, mehanic¢ke osobine sintetskog HA uglavnom zavise od nacina njegove
sinteze i uslova sinterovanja (Jokanovi¢ 2012).

Hidroksiapatit, sa stanovista primene ima interdisciplinaran znacaj, zbog
¢ega su jos uvek intezivna istrazivanja svih specifi¢nosti strukturnog dizajna i
njegovog uticaja na osobine materijala u oblasti medicine, stomatologije,
tehnologije, hemije, Zivotne sredine itd.

Sa stanovista stomatologije HA spada u grupu biokeramickih materijala
koji se koriste za obnavljanje obolelih ili ostecenih delova zubno-kostanog
sistema.

Razvijena je, a tema je i daljih istrazivanja, tehnika nazvana «sintetska
gled» 1ili adhezija kristala. Ona ukljucuje aplikaciju gel paste na bazi
kalcijum/fosfatnih jona u kiselom medijumu na povrsinu gledi, koja ¢e dovesti
do rasta kristala direktno iz neorganske strukture zubne gledi. Oliveira i sar.
(2007) su primenili pastu na bazi fluor-hidroksiapatita (F-HA) i dobili
formiranje i rast nanokristala. Ova formirana F-HA prevlaka je potpuno
imitirala bioloski materijal (gled), a dalja istraZivanja ¢e omoguciti potpuni uvid
u hemijsku kompoziciju, kristalnu strukturu i morfologiju na nano-skalnom
nivou. Potencijalne aplikacije ove sintetske gledi, po misljenju autora, su
reparacija poc¢etnih karioznih lezija, beljenje zuba, zalivanje fisura i sl.

Danas, zahvaljuju¢i nauci kreiranja nanocestica, pojavile su se

alternativne strategije za remineralizaciju kiselinama o$tecene gledi ili dentina.
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To se moZe postic¢i ili direktnom zamenom izgubljenih minerala ili preko
nanocestica, koje su nosac¢i jona (Ca, P, F) koji se oslobadaju prilikom
rastvaranja cestica/nosaca. Nanomaterijali koji dovode do povecanja
mineralnih komponenti u gledi i/ili dentinu su kalcijum fluoridi, HA,
karbonatni apatit, bioaktivno staklo, nano prekursori amorfnih calcijum fosfata
isl. (Besinis i sar. 2014).

U reparaciji i regeneraciji tkiva stomatognatnog sistema, HA se moZe
koristi u dve forme: porozni (sa porama od najmanje 100 um) kroz koje prozima
kostano tkivo ili mikroporozni (sa mikroporama od 1 pm i kristalima veli¢ine
preko 200 nm).

Aplikacije poroznog HA su $iroko rasprostranjene i prevazilaze njegovu
naj¢es¢u primenu kao skafolda u kostanoj regeneraciji. U tkivnom inZenjeringu
se koristi zbog njegove dobre biokompatibilnosti, osteokonduktivnosti i
razli¢itog stepena biodegradacije. Danas se koristi i kao sredstvo za otpustanje
lekova (Sopyan i sar. 2007) ili ¢elijsku proliferaciju.

Sopyan (2007), je opisao razli¢ite metode za dizajniranje i proizvodnju
poroznog HA sa kontrolisanom porozno$éu, dobrom povezanoséu pora,
mehanickom otpornoséu (koja raste od 2 do 20 MPa posle 3 meseca
implantacije) i povrSinskim karakteristikama od kojih i zavisi njegovo
ponasanje u specifi¢nim aplikacijama. Svaka od ovih metoda kombinuje sintezu
poroznog HA sa unapredenim svojstvima. Huang (2007) smatra da je
osteokonduktivnost skafolda povezana sa poroznoséu i veli¢inom pora.
Takode, istice da postoji neslaganje oko veli¢ine pora koje ¢e obezbediti
osteokonduktivnost skafolda (raspon od 40-400 pm) uz prihvatljiv stepen
biodegradacije.

Teixeira (2008) je sintetisao porozni HA skafold koriste¢i metode
polimerne replikacije, i dobio skafold sa homogenom mrezom pora koje se
pruzaju od periferije ka centru. Smatra da se ovakva porozna struktura moze
koristiti kao skafold za tkivni inZenjering, ali i kao nosac¢ za isporuku bioloskih

molekula.
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Chen (2012) je u istrazivanjima istakao da porozni 3D nanokompozitni
skafold (HA/polimer) dobijen metodama precipitacije, ima izvrsna mehanicka
svojstva sli¢na prirodnoj kosti. Ovi porozni materijali nemaju samo makropore,
ve¢ i mikropore na zidovima makropora, $to obezbeduje dobru interakciju
¢elija/ materijal i $to je u stvari klju¢ tkivnog inZenjeringa.

Mikroporozni HA se ¢esto koristi u kompoziciji sa drugim materijalima
koji imaju bolja mehanicka svojstva. Matsumoto (2011) je predstavio materijal
koji za osnovu ima cirkoniju ¢ija su mehanicka svojstva sli¢na kortikalnoj kosti,
a bioaktivnost mu obezbeduje mikroporozni HA. In vitro i in vivo testovima na
¢elijama kostane srzi miSa, kao i implantacijom u kalvariju misa, potvrdena je
biokompatibilnost ovog materijala, pa autori smatraju da je to dobar materijal
za reparaciju kostanog tkiva.

U mnogim klinickim primenama upotreba biokeramickih materijala je
ogranic¢ena zbog neadekvatnih mehani¢kih osobina. Da bi osobine implanta bile
Sto sli¢nije osobinama kostiju i da bi se dobile odgovaraju¢e mehanicke osobine
Cesto se koriste bioaktivni materijali u kompozitima ili kao slojevi za
prevlacenje drugih materijala. Kod kombinacije metal-keramika, metal daje
dobra mehani¢ka svojstva, a keramika dobru vezu sa kostima. Prevlake od
keramike su najces¢e veoma tanke (ispod 50 pm). Prevlake od hidroksiapatita se
dobijaju plazma-rasprSuju¢om tehnikom. Ovi sistemi pokazuju dobru
sposobnost vezivanja za kosti i ubrzavaju osteointegraciju (Tredwin i sar. 2013).
Danas se razvijaju i alternativne metode za dobijanje tankih HA filmova kao $to
je sol-gel tehnika, ¢ije su prednosti hemijska homogenost, finija zrnasta
struktura, niska temperatura proizvodnje, jednostavnost i jeftinija proizvodnja
(Tredwin i sar. 2013).

HA keramika se najcesce koristi za prekrivanje povrsine dentalnih
implanta, u blok formama kao ko$tani supstituent ili u formi granula za
popunjavanje kostanih defekata (Matsumoto i sar. 2011, Uskokovic i sar. 2011).

HA poseduje biokompatibilnost, koja se odlikuje odsustvom alergenskog

dejstva, netoksi¢nos¢u, nekancerogenosc¢u, dok po svojoj ¢vrstoci ispunjava
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zahtev biofunkcionalnosti. Svojom poroznom strukturom dozvoljava mekim i
¢vrstim tkivima prorastanje, a time i direktan spoj tkiva na implant, ¢ime se
povecava njegova stabilnost.

On je izrazito biokompatibilan materijal, jer u sebi sadrZi jone Ca, P i OH

koji su u relativno visokoj koncentraciji prisutni unutar samog organizma.

2.5. BIOKOMPATIBILNOST MATERIJALA ZA STOMATOLOSKU
PRIMENU

Pre klinicke primene novih materijala koji ulaze u sastav nekog
medicinskog sredstva, neophodno je ispitati njihova neZeljena dejstva u skladu
sa medunarodnim standardima. Cilj ovakvog pristupa je da se na osnovu
odgovarajucih eksperimenata na ¢elijama ili Zivotinjama predvide i procene svi
rizici koji bi mogli nastati posle primene tih materijala na ljudima.

Svi neophodni testovi su standardizovani i definisani u medunarodnom
standardu ISO 10993 (Biological evaluation of medical devices). Testovi su
zasnovani na nauc¢no-prihvatljivim metodama sa jasnim kriterijjumima za
procenu efekta, jednostavni i izvodljivi u razli¢itim laboratorijama.

Najnovija evropska regulativa koja se odnosi na ispitivanje bioloske
kompatibilnosti medicinskih sredstava zahteva pored navedenih testova i
potpuno ispitivanje njihove toksi¢nosti i neZeljenih dejstava. Zato je neophodno
uraditi brojne testove, a pre svega akutne, subakutne, subhroni¢ne i hroni¢ne
toksi¢nosti, genotoksi¢nosti, karcinogenosti i reproduktivne toksi¢nosti
(Jokanovi¢ M. 2011).

Ispitivanja medicinskih sredstava i novih materijala koji se primenjuju u
stomatologiji vrse se i prema standardu ISO-Technical report 7405 (Biological
evaluation of dental materials), §to zavisi od predvidene namene.

Na osnovu dobijenih rezultata vr$i se analiza rizika, $to podrazumeva
procenu mogucih efekata kod ljudi, i zasniva se na naucnim i etickim

principima.
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Biokompatibilnost je svojstvo materijala koje treba da obezbedi

odgovarajuci odgovor tkiva domacina na mestu njegove primene. To znaci da
tkivo koje je u kontaktu sa materijalom ne sme da pokazuje znake toksi¢nosti,
iritacije, zapaljenja, alergije, odnosno ne sme imati genotoksic¢ne ili karcinogene
efekte (Valey i sar. 1995, Zeferino i sar. 2010).

Kako primenjeni biomaterijali u vedini slucajeva ostaju dugoroéno u
kontaktu sa lokalnim dcelijama i tkivima na mestu primene ili implantacije,
stupaju¢i s njima u interakcije, neophodno je da su Sto inertniji, kako ih
organizam ne bi odbacio ili unistio (Rakovi¢ i sar. 2010). Zbog toga $to reakcija
na strano telo nastupa neposredno nakon implantacije biomaterijala (prolazeci
kroz faze zapaljenja i zarastanja i uz ucesée raznih tipova celija), potrebno je
izvrsiti sva moguca testiranja biokompatibilnosti novih biomaterijala.

Pocetna faza u testiranju biokompatibilnosti su laboratorijski citotoksi¢ni
i genotoksi¢ni testovi (in vitro). Po misljenju White (1991) pocinje se od prvih
skrining testova baktericidnih svojstava novih formulacija cemenata (na bazi
hidroksiapatita), a posle toga se ispituje uticaj veli¢ine ¢estica i poroznosti HA
na preZzivljavanje i proliferaciju ¢elija humanih fibroblasta (Higashi i sar. 1996). 1
druge formulacije eksperimentalnih cemenata (na bazi kalcijum silikata) posle
osnovnih citotoksi¢nih testova (MTT), testiraju se na celijskim linijama koje
imaju osteoblastni fenotip (¢elije humanog osteosarkoma) (Gandolfi i sar. 2008)
ili preosteoblastne linije MC3T3-E1 (Brayan i sar. 2010) da bi se ispitao njihov
osteogeni potencijal.

Procena in vitro moze da da brze podatke o bioloskim inerakcijama, a
testovi nisu skupi. Medutim uvek se mora postaviti pitanje da li in vitro testovi
zaista mere pojave koje ¢e nastati u mnogo sloZenijoj in vivo sredini. In vitro
testovi u najmanjoj meri prethode testovima na Zivotinjama, $to je i poZeljno.
Ukoliko se ne pokaZe da je materijal izrazito toksican, vrse se dalji testovi na
animalnim modelima (implantacija u subkutano, misi¢no, kostano ili druga
tkiva) - in vivo testovi i na kraju testovi na ciljanim tkivima Zivotinja odn.

klini¢ki testovi na ljudima (Modareszadeh i sar. 2011).
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Reakcija kostanog tkiva na implantirani materijal je ¢est nacin evaluacije
bioloskih potencijala endodontskih cemenata. Pissiotis (1990) je pratio tkivni
odgovor na implantirani porozni HA sa kolagenom u mandibuli zamorcica,
Torabinejad (1995, 1998) je MTA implantirao u mandibulu i tibiju zamorcica
McNamara (2010) je modifikovani MTA implantirao u mandibulu pacova i sl.
Da bi se dobio jo$ precizniji tkivni odgovor, materijali se implantiraju u
specifi¢na tkiva koja ¢e na najbolji nacin simulirati klinicke uslove. Zubi pasa su
¢esto model za ispitivanje eksperimentalnih kalcijum fosfatnih i kalcijum
silikatnih cemenata (MTA) za apeksifikaciju zuba za otvorenim apeksom
(Felippe i sar. 2006) ili za pracenje reparacije furkacionih perforacija (Noetzel i
sar. 2009). Zubi pacova su, takode, model za furkacione perforacije (Silva i sar.
2009).

Tre¢u fazu in vivo ispitivanja predstavljaju klinicka testiranja novih
materijala u razli¢itim indikacijama. Kalcijum silikatni cement (MTA) je
ispitivan kao sredstvo za direktno prekrivanje pulpe u klini¢kim studijama
Witherspoon-a (2008) i Shahravan-a (2011); za pulpotomiju u dugoro¢nim
studijama na cetiri i dve godine (Witherspoon i sar. 2006, Sonmez i sar. 2008); za
reparaciju internih i eksternih resorpcija (Hsien i sar. 2003, Sari i sar. 2006,
Yilmaz i sar. 2010) i sl.

Testiranje biomaterijala se obi¢no vrsi na Zivotinjama, jer su one model
sredine koja se moZze sresti i kod ljudi. Ipak kod Zivotinja postoji ogroman opseg
razlika u pogledu anatomije, biohemije, fiziologije i sl. Bez potvrde kroz
klinicke studije na ljudima, ¢esto je teSko izvesti potvrdan zaklju¢ak samo na
osnovu testova na zivotinjama. Testiranja na Zivim sistemima uvek vode ka
eksperimentalnoj varijabilnosti. Sto je sistem sloZeniji (ljudske éelije nasuprot
¢elijama mikroorganizama) moZe se ocekivati veca statisticka varijabilnost

rezultata testiranja (Rakovic i sar. 2010).
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2.5.1. Celijske linije i vrste testova (in vitro)

U in vitro uslovima najces¢e se koriste izolovane, adherentne delijske
kulture da bi se utvrdila citotoksi¢nost i bioloska kompatibilnost.

Za testove citotoksi¢nosti mogu se koristiti permanentne ¢elijske linije
(tibroblasti misa 1929, BHK 21 fibroblasti hr¢ka, He-La humane epitelne celije
cervikalnog karcinoma, MG-63, humane celije slicne osteoblastima)
(Torabinejad i sar. 1995, Jantova i sar. 2008, Ribeiro i sar. 2006b, Chen i sar. 2009,
Karapinar-Kazandag i sar. 2011.) i primarne ¢elijske linije koje poti¢u iz Zivih
tkiva (gingiva, periodontalni ligament, fibroblasti pulpe, humani osteoblasti,
limfociti iz periferne krvi) (Key i sar. 2006, daSilva i sar. 2006, Arun i sar. 2011,
Scelza i sar. 2012). Permanentne celijske linije lakSe je gajiti, mnogo brze se
razvijaju, imaju neogranicen zivotni vek i ¢eSce se koriste u odnosu na primarne
¢elijske linije koje imaju ograni¢en Zivotni vek. Celije L-929 fibroblasta mi%a se
najduze koriste za testiranje biomaterijala, jer su lake za odrzavanje u kulturi
(Torabinejad & Ford 1995, Modareszadeh 2010, Kalmodia 2011).

Danas se za proucavanje biomaterijala koriste najmanje tri metode
istrazivanja: 1. test direktnog kontakta; 2. test agar difuzije; 3. test elucije
(ispiranja). Ovo su morfoloski testovi, §to zac¢i da se njihovi rezultati mere
posmatranjem promena u morfologiji ¢elija. Citotoksi¢ni efekat se prati preko
razli¢itih parametara, kao sto su inhibicija celijskog rasta, citoliza, pracenje
markera iz membrane ili citoplazme, promene metabolicke aktivnosti i dr.
(Hensen Pettersen 1988, Torabinejad & Ford 1995).

In vitro testovi citotoksi¢nosti su primarni trijazni testovi
biokompatibilnosti za razli¢ite vrste materijala koji se koriste u medicinske
svrhe. Cim se odredi profil citotoksi¢nosti nekog materijala moraju se obaviti
ostali specifi¢ni testovi kako bi se utvrdila njegova biokompatibilnost.

Vecina studija fokusirana je na utvrdivanju citotoksi¢nosti materijala za
klinicku primenu u medicini/stomatologiji, a malo je onih sa podacima o

genotoksi¢nosti, iako je to vazan faktor biokompatibilnosti. Genotoksi¢na
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osteenja ne dovode nuzno do odumiranja celije ili neke odmah uocljive
promene. Ipak promene na celijskom genomu znacajno umanjuju potencijal
tkiva za oporavak ili na duze staze dovode do razvoja tumora (Brzovi¢ i sar.
2009).

Karcinogeneza je poces koji se odvija u vise koraka, koji se karakterisu
genetskim, epigenetskim i fenotipskim promenama. Ovakve promene uklju¢uju
genetska ostecenja, mutaciju klju¢nih gena vezanih za deobu celije, odumiranje
¢elije, metastatski potencijal, kao i aktivaciju signala ili metaboli¢kih puteva koji
daju celijama povoljne karakteristike rasta i preZzivljavanja (daSilva i sar. 2006).
Sa sve vedim poznavanjem ovih mehanizama, kao i saznanjem da se vecina
slucajeva karcinoma moZze spreciti, fokus je, pre svega, na identifikovanju
agenasa i izloZenosti koje dovode do njegove pojave.

Genotoksicni testovi su in vitro i in vivo dizajnirani testovi sa ciljem da
detektuju komponente koje indukuju genetska ostecenja, ukljucujuci ostecenja
DNK, mutacije gena, prekide hromozoma, promenu reparatornih kapaciteta
DNK, ¢elijsku transformaciju itd. (Ribeiro i sar. 2006b, Nishimura i sar. 2008). U
poslednjoj dekadi genotoksi¢ni testovi su Siroko prihvaceni kao vazni i korisni
indikatori kancerogenetskog potencijala nekog materijala. Osnovni kriterijumi
za odabir testova genotoksi¢nosti su: evaluacija rezultata na ¢oveku, osetljivost
(da se izbegnu laZzno pozitivni ili laZno negativni rezultati), ponovljivost
(uniforman test i stroga standardizacija protokola), brzina izvodenja testa,
jednostavnost i ekonomic¢nost.

Osnovni genotoksicni testovi su:

1. Testovi za detekciju genske mutacije

e Test reverznih (povratnih) mutacija na bakteriji Salmonella typhimurium
(Amesov test) (About i sar. 2005, Jantova 2008, Miti¢-Culafi¢ i sar. 2009)

e Test reverznih mutacija na bakteriji Escherichia coli

e Test genskih mutacija u kulturi ¢elija sisara (Jantova 2008)

o Test specifi¢cnog lokusa kod misa
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2. Za otkrivanje hromozomskih promena

e [n vitro citogenetski test (Arun i sar. 2011)
e In vivo citogenetski test (koriste se limfociti periferne krvi, pouzdaniji su
od in vitro)

e Mikronukleus test (About i sar. 2005)

o (Citogenetski test na polnim ¢elijama sisara

3. Za otkrivanje efekata na nivou DNK

e Ostecenje i reparacija DNK (Ding i sar. 2010.)

e Neredovna sinteza DNK

e Test mitotske rekombinacije (Crossing-over i konverzija gena)

e Test izmene sestrinskih hromatida in vitro

e Komet test

Amesov test je predstavnik testova za detekciju genskih mutacija. Test se

izvodi na mutiranim sojevima bakterije Salmonelle, koja ima mutaciju na kodu
odgovornom za sintezu histidina. Svi sojevi Salmonelle typhimurium (normalni i
mutanti) mogu da se razvijaju samo u medijumu u kome postoji histidin. U
prisustvu genotoksi¢ne supstance (mutagena) odvija se reverzna mutacija i
stvaraju se novi izmenjeni sojevi Salmonelle t. koje sad mogu da sintetiSu

histidin, odn. bakterija sad raste na medijumu koji ne sadrZi histidin (Slika 2).

.+
e - His
hevenzibilnagmutaci|a ' T
' SRS ibakterija

ibakterija
L -

LIPS
normalan
medijum

ne prefivljavaju
u normalnom
medijumu " ®

Slika 2. Ames-ov test za detekciju genskih mutacija.
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Laurent je utvrdio da trikalcijum silikatni cement (eksperimentalni
materijal) Ames-ovim testom nije pokazao mutagena svojstva, kao ni kontrolni
materijali MTA i kalcijum hidroksid (Dycal) (Laurent i sar. 2008).
Hidroksiapatit, kao cesto koris¢ena biokeramika, u istrazivanjima Jantova-e i
Hassan-a nije izazvao mutacije na S. Typhimurium (Jantova i sar. 2008, Hassan i
sar. 2011). S druge strane, Landsiedel smatra da se Amesov test (jako popularan
za druge materijale) rede koristi kao genotoksi¢ni test u ispitivanjima materijala
sa nanostrukturom. Rezultati ovih testova su uvek negativni, jer po njegovom
misljenju zid bakterijske celije deluje kao barijera za mnoge nanomaterijale
(Landsiedel i sar. 2009).

Pozitivan rezultat Amesovog testa jeste potvrda genotoksi¢nosti
ispitivanog jedinjenja (u 90% slucajeva), ali negativan rezultat ne znaci da to
jedinjenje nije genotoksi¢no za Celije sisara. Zbog toga je neophodno upotrebiti
nekoliko testova, pre donosenja zakljucka (Torabinejad i sar. 1995).

Ames-ov test se izvodi na prokarioti¢cnim ¢elijama, a mikronukleusni i
komet test na eukarioti¢nim celijama (naj¢esce se koriste ¢elije hematopoetskog
sistema, kao $to su periferni limfociti i eritrociti).

Mikronukleusni test je cesto koris¢en test za detekciju hromozomskih
aberacija. Ovaj test prati pojavu mikronukleusa tokom metafaze. Mikronukleus
moZe nastati od celog hromozoma ili dela prekinutog hromozoma koji se nisu
ugradili u jedro celija. Mikronukleusi se detektuju fluorescentnom bojom u

neposrednoj blizini glavnog jedra celije (Tucker i sar. 1996) (Slika 3).

k vf,l

mikronukleus

R
e

Slika 3. Pojavd mikronukleusa.

28



Camargo i sar. (2009) su ispitivali citotoksi¢nost i genotoksi¢nost
kalcijum hidroksida, MTA i eksperimentalnog cementa COB (castor bean
polyurethane cement). Ispitivanje genotoksi¢nog potencijala ovih materijala za
direktno prekrivanje pulpe je radeno na fibroblastima kineskog hrcka (V79),
mikronukleusnim testom. Rezultati su pokazali da nije uo¢en porast broja
mikronukleusa u ¢elijskoj kulturu V79 u odnosu na pozitivhu kontrolu. Ovim
istrazivanjem je dokazano da COB i MTA ne uti¢u na celijski ciklus u ¢elijama
sisara. Takode su i istraZivanja Laurent-a i About-a dokazala da MTA i
materijali na bazi trikalcijum silikata imaju slican broj limfocita sa
mikronukleusima kao i negativna kontrola (oko 4%), bez obzira na povecanje
koncentracija materijala u medijumu. Pozitivna kontrola je pokazala da 16%
limfocita ima mikronukleuse. Ova studija je potvrdila da MTA i sli¢ni kalcijum
silikatni cementi ne deluju toksi¢no (About i sar. 2005, Laurent i sar. 2008).
Ispitivanja genotoksi¢nosti biokeramickih materijala (bioglas i hidroksiapatit)
su pokazala da ovi materijali ne narusavaju hromozomsku arhitekturu u
limfocitima, odnosno da su ovi nalazi uporedivi sa negativhom kontrolom
(netretiranim celijama). Zato se ovi materijali smatraju pogodnim zamenicima
kosti (Arun i sar. 2011).

Iz literaturnih podataka se moZe uociti da je, za ispitivanje genotoksi¢nog
potencijala nanomaterijala, mikronukleusni test drugi najces¢e koriséeni test.
Prvi je Komet test (Landsiedel i sar. 2009).

Komet test (single cell gel electrophoresis - SCGE) je senzitivna i brza
tehnika za kvantifikaciju i analizu DNK oste¢enja u pojedina¢nim eukariotskim
¢elijama. Svedski istraziva¢i Ostling & Johansson su 1984. godine razvili ovu
tehniku, a Singh i autori su je kasnije modifikovali kao alkalnu verziju Komet
testa, 1988. godine. Poslednje smernice za izvodenje ovog testa dao je Tice sa
sar. 2000. godine (Tice i sar. 2000).

Osnovni princip Komet testa je migracija fragmenata oste¢ene DNK kroz
agarozni matriks prilikom elektroforeze. Kad se posmatraju pod mikroskopom,

¢elije imaju izgled komete sa glavom (to je regija nukleusa) i repom koji sadrzi
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fragmente DNK ili pokidane lance koji migriraju ka anodi. Komet test se koristi
za otkrivanje ostecenja DNK molekula nastalih zbog jednostrukih i dvostrukih
prekida, alkalno labilnih mesta, oksidativno baznih oStec¢enja i unakrsnog

preplitanja DNK-DNK/DNK- protein (Collins 2004, Baraba i sar. 2011) (Slika 4).

Slika 4. Klasifikacija kometa: A. Nema ostecenja, <5%; B. Srednje ostecenje, 20-40%;
C.Visok stepen ostecenja, 40-95%; D. Totalno ostecenje, >95% (Radakovic¢ i sar. 2011)

To je cesto koriScen test za ispitivanje genotoksi¢nog potencijala
dentalnih materijala.

Baraba i sar. (2011) su ispitivali genotoksi¢ni potencijal endodontskih
cemenata na bazi smole (Epiphani i RealSeal) pre i posle polimerizacije. Komet
test je pokazao da oba cementa izazivaju genotoksi¢na oStecenja na humanim
limfocitima.

Nano-cestice srebra (AG-np) su danas veoma popularne zbog svog
sirokog spektra antimikrobne aktivnosti, pa se i koriste u razlic¢itim terapijskim
aplikacijama. Ipak, neka istraZivanja ukazuju da ove cestice, veli¢ine od 6-20
nm, dovode do o$tecenja mitohondrija, povecanja oksidativnog stresa, $to
dovodi do povecanog oste¢enja DNK (Sto je potvrdio Komet i mikronukleusni
test) (AshaRani i sar. 2009).

Brojni istrazivaci su ispitivali genotoksi¢ni potencijal mineral triksid
agregata i njemu slicnih trikalcijum silikatnih cemenata i dobili negativne

rezultate, odnosno utvrdili su da ovi materijali ne dovode do promena na lancu
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DNK, sto potvrduje njihovu biokompatibilnost (About i sar. 2005, Laurent i sar.
2008, Ding i sar. 2010, Zeferino i sar. 2010).

2.5.2. Testovi in vivo

Iako in wvitro sistemi pruzaju vazne fundamentalne informacije o
odredenim elementima celijskih i molekularnih interakcija sa biomaterijalima,
oni ne mogu da zamene in vivo oglede. Naucni radovi o reakcijama tkiva na
implantate zahtevaju metodologiju koja ¢e moc¢i da izvr$i merenje na
molekularnom, ¢elijskom i tkivnom nivou. Pored toga vreme je jedan od bitnih
taktora. Dinamicka priroda interakcija izmedu tkiva i implantata nalaZze da se
krajnja procena kompatibilnosti materijala izvrsi u zadatom vremenskom roku
(Rakovi¢ i sar. 2010).

Reakcija tkiva na implant je kumulativna patofizioloska posledica: a)
zarastanja akutne povrede nastale zbog hirurske rane i prisustva implanta, b)
eventualne hroni¢ne upale, c¢) obnavljanja okolnog tkiva dok se adaptira na
implant.

Eksperimentalne Zivotinje danas se upotrebljavaju u svim temeljnim
istrazivanjima biomedicinskih nauka kao osnova svih klini¢kih disciplina u
medicini, stomatologiji, veterini i farmaciji (Svajhler i sar. 1997).

Gotovo da nema Zivotinjske vrste i podvrste na kojoj se nije obavljalo neko
naucno istrazivanje, ipak u konvencionalne laboratorijske vrste ubrajaju se i za
to uzgajaju misevi (Kelestemur i sar. 2012, Troyer 2013), pacovi (McNamara i
sar. 2010), zamorci (Torabinejad i sar. 1995, 1998, Saidon i sar. 2003), hréci,
kuni¢i od glodara (Torreira i sar. 2004, El-Backly i sar. 2008), zatim psi (Noetzel i
sar. 2006, Holland i sar. 2007), svinje (Jean i sar. 1988, Guigand i sar. 1997) i
Simpanze od vecih sisara (Brannstrom 1981). Eksperimenti na Zivotinjama

nezaobilazni su deo postupka pre klinicke procene i primene materijala.
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Osnovni kriterijum u odabiru mesta ugradnje u Zivotinjskom modelu je
njegova sli¢nost sa mestom u ljudskom organizmu na kome ¢e se primeniti
testirani materijal. U odabiru mesta za implantaciju moraju se uzeti u obzir:

e vaskularizovanost

o Kkarakteristike parenhimatoznih/mati¢nih ¢celija (njihova sposobnost
mitoze i migracije)

e prisustvo regulatornih ¢elija (makrofaga)

o efekat mehanickog pritiska na ponaSanje parenhimatoznih Cdelija

(Rakovi¢ i sar. 2010).

PotkoZna tkiva su cest izbor za procenu biokompatibilnosti ugradenih
materijala. Ovo su relativno pristupa¢na mesta koja omogucavaju uopstenu
procenu bioloskih reakcija na biomaterijale. Ovim pristupom se lako mogu
otkriti upalne reakcije tkiva na agense iz implantiranog materijala. Gustina
tibrozne kapsule oko implantata, koji je smesten ispod kozZe, koristi se kao mera
biokompatibilnosti biomaterijala ve¢ preko 30 godina (Rakovi¢ i sar. 2010).
Lokalne reakcije na ugradeni implantat se mogu kvantitativno i kvalitativno
proceniti uz pomo¢ nekoliko metoda u zavisnosti od svrhe eksperimenta.
Histologija, histohemija, skening elektronska mikroskopija (SEM), transmisiona
elektro mikroskopija (TEM) su metode koje se koriste za utvrdivanje
morfoloskih osobina materijala i okolnog tkiva na celijskom, molekularnom i
tkivnom nivou. Histologija je naj¢es¢i metod za proucavanje kompatibilnosti
tkiva na ugradeni materijal, a debljina fibrozne kapsule oko implanta je najcesci
pokazatelj koji se koristi za utvrdivanje reakcije tkiva na biomaterijal (Sumer i
sar. 2006, Scarparo i sar. 2010, Parirokh i sar. 2011, Silva-Herzog i sar. 2011,
Gomes-Filho i sar. 2012).
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2.5.3. Ispitivanje biokompatibilnosti mineral trioksid agregata i

hidroksiapatita

Mineral trioksid agregat (MTA) je razvijen na Loma Linda Univerzitetu
kao patent Torabinejad-a i White-a iz 1995. godine (Camilleri i Pitt Ford 2006).
Inicijalno bila je patentirana samo siva verzija cementa (GMTA), a kasnije se na
trzistu pojavio i u beloj varijanti (WMTA). Osnovni sastojci mineral trioksid
agregata su kalcijum oksid i silikon dioksid. Ove dve komponente ¢ine 70 do
95% cementa. Njihovim meSanjem nastaju trikalcijum silikat, dikalcijum silikat,
trikalcijum aluminat i tetrakalcijum aluminoferit. Dodavanjem vode dolazi do
hidratacije cementa odn. nastaje silikatni hidrogel. Cementu je dodat bizmut
oksid kao rendgen kontrastno sredstvo, $to je po nalazima autora skoro jedina
promena u odnosu na sastav Portland cementa (Camilleri i sar. 2005, Asgary i
sar. 2008, 2009, Coleman i sar. 2008). MTA ima pH 10.2 neposredno posle
mesanju, a tri sata kasnije on raste na 12.5 (Camilleri i sar. 2005).

Biokompatibilnost MTA je ispitivana na mnogo nacina, od ekspresije
¢elijskog rasta, do subkutanih i intraosealnih implantacija i direktnog kontakta
sa zubnim tkivima in vivo.

Torabinejad i sar. su ispitivali citotoksi¢nost cetiri materijala za
zatvaranje vrha korena, i to amalgam, Super EBA, IRM i MTA (Torabinejad i
sar. 1995). Za ova istraZivanja koristili su Agar Overlay test i metod oslobadanja
radioaktivnog hroma. Dokazali su da je zona lize oko sveZe zameSanog
amalgama i Super EBA bila znacajno veca nego kod vezanih materijala,
nasuprot tome nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu zone lize oko sveZeg
ili vezanog MTA. SveZe zamesan MTA je pokazao statisticki znacajno manju
toksi¢nost nego drugi testirani materijali posle 24 sata od inkubacije sa
obeleZenim 3'Cr na L929 ¢elijama.

Ispitujuci osnovne metabolicke celijske odgovore gingivalnih fibroblasta
izlozenih MTA i amalgamu, Pistorius i sar. (2003) su istakli, da su uocene

povecane vrednosti prostaglandina (PGEz) u prisustvu MTA $to ukazuje na
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sposobnost celijske regeneracije i na stimulaciju rasta. Medutim, kontakt
amalgama sa gingivalnim fibroblastima doveo je do smanjenja sinteze PGEz. S
obzirom na ¢injenicu da prostaglandini igraju vaznu ulogu tokom
inflamatornih procesa i smatraju se neophodnim za procese Ccelijske
regeneracije, proliferacije i rasta, autori sugeriSu da on nije materijal izbora za
zatvaranje vrha korena posle hirurskih zahvata.

Ribeiro i sar. (2005a, 2005b) testirajuci oba dostupna varijeteta MTA (sivi
i beli) na celijama misjeg limfoma (L5178Y), ne nalaze da bilo koja testirana
koncentracija materijala dovodi do odumiranja ¢elija bojenih tripan blue bojom.
U prilog dobroj biokompatibilnosti MTA idu i nalazi Koulaouzidou-a i sar.
(2008) koji su uporedivali dva bela MTA (Pro Root i Angelus) sa Super EBA
cementom (modifikovani ZOE cement) i Vitrabond (smolom ojac¢an GJC), i koji
su utvrdili statisticki znac¢ajno niZzi citotoksi¢ni efekat MTA u odnosu na druge
testirane cemente. Obe varijante belog MTA su pokazivale slab inhibitorni
efekat na vitalitet celija pulpe pacova kao i na humane fibroblaste koristeci
testove za pracenje aktivnosti mitohondrijalne dehidrogenaze (XTT test).

Mitchell i sar. (1999) su u svojim istraZivanjima pokazali da Ccelije
humanog osteosarkoma (MG63) rastu preko MTA i vide se kao plocaste
strukture do 50 pm u prec¢niku, koje su izgubile svoju zvezdastu strukturu i
postale kontinuirane u nizu. Takode, potvrdili su ekspresiju citokina i
medijatora koji su bitni za interakciju izmedu osteoblasta i osteoklasta (IL-1c,
IL-6, IL-8, M-CSF) u uzorcima sa MTA, u onosu na Dycal (kalcijum hidroksidni
lajner). Celijska linija MG63 pokazala je 100% stepen preZivljavanja nakon
kontakta sa eluatom MTA i cemenata na bazi kalcijum silikata posle 3 dana.
Celijska vijabilnost je ispitivana MTT testom, a testom precipitacije DNK je
potvrdeno da ni MTA ni CS cement nisu doveli do oste¢enja/prekida lanaca
DNK (Ding i sar. 2010). Ovakvi nalazi MTT testa je potvrdilo i istraZivanje
Modareszadeh i sar. (2011).

Pra¢enjem  citotoksi¢nosti i1  Zelatinozne aktivnosti matriksne

metaloproteinaze (MMP) na fibroblastima posle stimulacije MTA-om, kalcijum
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hidroksidom i novim endodontskim cementom na bazi kalcijum aluminata
(Endo Binder) bavili su se Silva i sar. Matriksne metaloproteinaze su vazni
enzimi odgovorni za degradaciju ekstracelularnog matriksa kolagena. Posebno
su interesantni MMP-2 i MMP-9 zato Sto igraju vaZznu ulogu u patogenezi
hroni¢nih inflamatornih procesa u pulpi ili peripikalnom tkivu. Ova studija je
pokazala da fibroblasti proizvode MMP-2 posle kontakta sa svim
endodontskim materijalima, a upadljivo najvise fibroblasti koji su tretirane
kalcijum hidroksidom. MMP-9 nisu detektovani u ovom istrazivanju. U prilog
njihovoj biokompatibilnosti idu i nalazi MTT testa, gde nije bilo statisti¢ki
znacajne razlike izmedu celijske vitalnosti grupe MTA i kontrolne grupe, dok je
kalcijum hidroksid imao najmanje celijsko preZivljavanje od ova tri testirana
materijala (Silva i sar. 2012).

Postoji vise studija radenih na razli¢itim celijskim linijama (celije misjeg
limfoma, ¢el. jajnika kineskog hr¢ka, humani limfociti) i sve su dale negativne
podatke o genotoksi¢nom potencijalu mineral trioksid agregata. Testirani uzorci
u rastucoj koncentraciji od 1 do 1000 ng/mL nisu doveli do prekida lanaca
DNK, sto je utvrdeno Komet testom (Da Silva i sar. 2006, Ribeiro i sar. 2005,
2006a, 2006b, Braz i sar. 2006, Roberts i sar. 2008).

Subkutane i intraosealne implantacije materijala u animalni model
omogucilo je histolosko ocenjivanje reakcije tkiva na MTA. Sumer i sar. (2006),
Lotfi i sar. (2009), Parirokh i sar. (2011), i mnogi drugi istraZivaci ukazuju da
MTA wu ranim fazama (7 i 15 dana) izaziva veoma ozbiljnu tkivnu
reakciju/zapaljensku reakciju na mestu implantacije u odnosu na kontrolnu
grupu, Cesto i sa nekrozom i distrofiénom kalcifikacijom (Camilleri i Pitt Ford,
2006). Ovaj inicijalno jako izraZena zapaljenska reakcija, opada posle 30 i 60
dana opservacionog perioda, kada se uocava i tanka fibrozna kapsula kao znak
tkivne tolerancije (Parirokh i sar. 2011).

Osim pracenja lokalne reakcije tkiva na subkutanu implantaciju MTA i
BioAgregata (novi keramic¢ki materijal) u teflonskim tubicama, Khalil i Eid

(2013) su pratili sistemske efekte ovih biomaterijala. Histoloski su posmatrali
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stanje jetre i bubrega 7 i 30 dana posle implantacije, kao i biohemijske parametre
(AST, ALT, wureu, kreatinin). Nasli su kod oba materijala povecanje
zapaljenskog infiltrata u organima, vakuolizaciju hepatocita, malformaciju
bubreznih glomerula i druge promene. Takode su uocili povecane vrednosti
svih biohemijskih parametara iz seruma i to znacajnije kod MTA. Ovo je prva
studija koja je testirala biokompatibilnost dentalnih materijala na ovaj nacin.

Da Silva i sar. (2011) su za zatvaranje furkacionih perforacija poredili
MTA, ZOE cement i Endo-CPM cement i utvrdili da MTA i njemu sli¢ni
cementi imaju bolja bioloska svojstva u poredenju sa ZOE cementima. Pri tome
je analizirao razli¢ite morfometrijske parametre: numeri¢ki brojnost
zapaljenskih celija u periodontalnom ligamentu, dubinu periodontalnog
prostora, broj osteoklasta na povrsini alveolarne kosti i dr.

Reakcije tkiva posle intraosealne implantacije MTA su manje intenzivne
nego u subkutanom tkivu (Camilleri 2006). Implantacija MTA u tibiju i
mandibulu na animalnim modelima nije izazvala zapaljensku reakciju, a
dokazan je i osteogeni potencijal MTA (Torabinejad i sar 1995a, 1998, Sousa i
sar. 2004). Ovi nalazi su ohrabrujudi ali istraZivanja o mehanizmu delovanja
ovog bioaktivnog materijala se nastavljaju.

I drugi bioaktivni materijali, posebno iz grupe kalcijum fosfatne
keramike imaju sve S8ire polje indikacija u medicini i stomatologiji.
Najpopularniji predstavnik ovih bioaktivnih materijala je hidroksiapatit (HA).
On se siroko primenjuje u kostanoj rekonstrukciji zbog svoje slicne hemijske
strukture sa neorganskom komponentom kostiju. Nasuprot inertnim
materijalima, hidroksiapatit razvija direktnu, adherentnu i jaku vezu sa
tkivima. Ovo svojstvo se zove bioaktivnost, a karakteriSe se sposobnoscu
stvaranja karbonat-hidroksiapatitnog sloja na povrsini materijala u kontaktu sa
tkivnim fluidima. Ovaj sloj stimuliSe kostane produktivne ¢elije (osteoblaste) na
diferencijaciju i prozvodnju ko$tanog matriksa na povrsini novoformiranog

apatita (Theiszova i sar. 2005).
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Podaci iz literature ukazuju da je HA kao kalcijum fosfatna biokeramika
biokompatibilan materijal koji ne poseduje citotoksicna svojstva. To su
potvrdila i istraZzivanja Mitchell-a i sar. koji su testirali HA (Interpore 200, u
obliku poroznog bloka) i bioaktivno staklo keramiku (Biogran, granulirani
materijal sa ¢esticama od 350 pm) na celijama humanoga osteosarkoma (MG63).
Prate¢i uzorke, posle 2, 4 i 7 dana utvrdili su da zdrave, plocaste celije
prekrivaju vise od 50% povrsine materijala (Mitchell i sar. 1999).

Rajab i sar. (2004) testirajuci citotoksi¢nost HA na misjim fibroblastima
(L929), MIT testom, posle inkubacije od 72 sata sa maksimalnim
koncentracijama, nalaze da je vitalnost celija izmedu 75 i 87%. Takode su,
koriste¢i Komet test konstatovali da HA pokazuje veoma slab genotoksi¢ni
efekat sa svega 15 - 27 % celija sa oSte¢enjem DNK u odnosu na kontrolu, gde je
67.5% celija imalo ostecenje DNK molekula. Zakljucili su da hidroksiapatit
pokazuje dobru biokompatibilnost na fibroblastima misa.

Nesto drugacije rezultate iznosi Theiszova i sar. (2005) koji su testirajuci
HA (dobijen sol-gel procesom) MTT testom, dobili da visoke koncentracije
(100%) dovode do inhibicije celijskog rasta i do 66.3%, dok niZe konc. 1%
dovode do inhibicije samo 12.3%. Takode, najvise koncentracije imaju citolitican
efekat (indirektan test celijskog rasta). Jantova i sar. (2008) su poredili tri
bioaktivne keramike hidroksiapatit, fluorapatit i fluor-hidroksiaptit. Ona
smatra da ovi materijali ispoljavaju razli¢ite antiproliferativne efekte, gde je HA
najnize rangiran, a fluorapatit ima najvie Stetnih efekata. Komparativnim
studijama na fibroblastima murine (glodar iz porodice miseva - NIH-3T3) i na
tibroblastima hr¢ka (V79) su uocili da biomaterijali sa fluoridima (FHA i FA)
imaju viSu citotoksi¢nost nego hidroksiapatit. Verovatno zato $to su fluoridi
supstance sa znacajnom bioloskom aktivnos¢u. Genotoksi¢ni testovi su pokazali
razli¢ite rezultate. Dok je Komet test utvrdio porast ostecenja DNK rastuci
prema redu HA<FHA<FA, gde je genotoksi¢ni efekat je rastao sa porastom
koncentracija, dotle je Ames-ov i Hprt test utvrdio da ovi materijali nisu doveli

do genskih mutacija na bakterijama.
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Razvoj naprednih zamenika kosti u koje su integrisane razlicite
biokeramike ili drugi biokompatibilni materijali sa biokeramickim
komponentama je polje biomedicine od kog se mnogo ocekuje i koje se stalno
istrazuje. Arun i sar. (2011) su ispitivali HA-bioglas kompozit i HA-etil vinil
acetat da bi utvrdili da li dovode do hromozomskih aberacija na ljudskim
limfocitima iz periferne krvi. Zakljucili su da je hromozomska arhitektura
limfocita tretiranih ovim HA biomaterijalima manje, viSe normalna sa blagim
stepenom hromozomskih aberacija, gotovo wuporedivo sa negativhom
kontrolom. Na osnovu toga smatraju da su ovi materijali nemutageni, sto ide u
prilog njihovoj biokompatibilonosti.

Novi endodontski cement baziran na hidroksiapatitu (43%),
tetrakalcijum fosfatu (43%) i poliakrilnoj kiselini (9%) koji su ispitivali Chen i
sar. (2013) takode je potvrdio ¢celijsku kompabilnost (MTT i kristal violet
testom) ovog biokerami¢kog materijala, Sto pripisuju njegovom slabo
neutralnom pH (6.14 - 8.28) i hidroksiapatitnoj kompoziciji koja je gotovo

identi¢na onoj u zubima i kostima.

2.6. BIOMATERIJALI - BUDUCNOST I PERSPEKTIVE

U poslednjoj deceniji uocena je ekspanzija u sintezi inovativnih
eksperimentalnih endodontskih materijala, sa cilem da se dobije $to
biokompatibilniji i bioaktivniji materijal, ali sa optimalnim karakteristikama za
manipulaciju. Mnogi od njih su nastali kao posledica uoc¢enih nedostataka MTA
(radno vreme od svega par minuta, dugo vreme vezivanja, cementna mesavina
je zrnasta i peskasta) i ne ¢udi $to imaju slican sastav kao MTA ili Portland
cement sa dodacima koji ga unapreduju (Okiji i sar. 2009).

U Americi je patentirana nova verzija nano MTA (US Patent application
No13/211.880) sa kra¢im vremenom vezivanja, sa smanjenom veli¢inom cestica

i prihvatljivom otporno$¢u na kiselu sredinu, $to je postignuto dodavanjem
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manje koli¢ine stroncijuma, a nije uticalo na njegova fizicka svojstva (Saghiri i
sar. 2012).

Kao novi biokeramicki materijal za direktno prekrivanje pulpe
predstavljen je Biodentin (Septodont, Saint Maur des Fosses, France). Ovaj
materijal je pobudio interesovanje i kao materijal za nadoknadu dentina i za
upotrebu u endodontskim indikacijama. Za razliku od MTA kao rendgen
kontrastno sredstvo dodat mu je cirkonijum oksid (Grech i sar. 2013), a sli¢no
MTA-u ima teSkih metala u tragovima (Han i Okiji 2013). Ovaj materijal
podstice diferencijaciju pulpnih ¢elija i biomineralizaciju in vitro, sto ukazuje na
njegovu sposobnost da stimuliSe reparativhu dentinogenezu posle direktnog
prekrivanja pulpe (Laurent i sar. 2012).

Jo$ jedan novi cement na bazi trikalcijum silikata pojavio se na trZistu
registrovan kao Bioaggregate (Verio Dental Co. Ltd. Vancouver, Canada) koji
sadrZi oko 41% trikalcijum silikata ali nema aluminijum oksida. Kao rendgen
kontrastno sredstvo koris¢en je tantal oksid nasuprot bizmut oksidu u MTA-u.
Oslobadanje kalcijum hidroksida mu daje bioaktivnost i biokompatibilnost, ali
produZeno vreme vezivanje smanjuje dimenzionalnu stabilnost ovog cementa
(Grech i sar. 2013).

Camilleri i sar. su predstavili novi materijal MTA Plus (Avalon Biomed
Inc. Bradenton, FL, USA) sa slicnom kompozicijom kao MTA ProRoot i MTA
Angelus, ali sa boljom strukturom praskaste komponenete (finije veli¢ine
destica). Ovaj materijal se isporucuje u ampulama za miksiranje sa gelom ili
vodom. Vreme vezivanja je 128 min i zavisilo je od uslova okoline. Autori su
istakli da vlazna sredina usporava vreme vezivanja, kao i da je prisustvo fosfata
i glukoze u eksperimentalnom medijumu dovelo do usporavanja reakcije
vezivanja. Smatraju da je usporavanje posledica stvaranja nerastvorljivih
kalcijum fosfata,u alkalnom rastvoru, koji su stvorili omota¢ oko Ccestica
cementa i usporili reakciju hidratacije (Camilleri i sar. 2013).

Bilo je pokuSaja da se oponaSa dentinogeneza upotrebom bioaktivnih

molekula kao $to je amelogenin za direktno prekrivanje pulpe. Frakcija
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obogacena amelogeninom je derivat glednog matriksa minijaturnih svinja,
nazvana Emdogain Gel (EMDgel, Biora AB, Malmo, Sweden) i koris¢ena je kao
materijal za direktno prekrivanje na humanim zubima. Posle 12 nedelja uo¢eno
je formiranje reparatornog dentina, kao i ekspresija dentin sijaloproteina (DSP) i
kolagena I (Col I) koji su specificni markeri za dentin i diferencijaciju
odontoblasta (Fransson i sar. 2011).

Sadasnji sintetski biomaterijali (¢esto prvenstveno razvijeni za neke
druge inZenjerske aplikacije,a tek posle primenjeni u terapijskim procedurama)
¢esto se ne integriraju dobro u tkivu domacina, Zbog toga nastaju infekcije,
imunoloski odgovori na strano telo i odbacivanje ili gubitak implantiranog
materijala. Kako implantacije postojecih biomaterijala imaju nepredvidiv ishod,
po misljenju Saiz-a, poslednjih godina se paZnja poklanja alternativnim
reSenjima, pre svega tkivnom inZenjeringu, sa ciljem razvoja novih kalcifikovanih
tkiva koja ¢e zameniti ostecena ili obolela tkiva (Saiz i sar. 2013). Kriti¢na
komponenta u ovom pristupu tkivhom inZenjeringu je razvoj poroznog
trodimenzionalnog skafolada.

Razvoj novih skafolda pogodnih za regenerativnu endodonciju je vazno
novo polje u istrazivanjima dentalnih materijala. Prvi korak je da se naprave
skafoldi sa fizickim i mehanic¢kim svojstvima pogodnim za klinicku upotrebu, a
drugi je utvrdivanje i razumevanje njihove sposobnosti da podrze punu
diferencijaciju odontoblasta koja ¢e se meriti depozicijom novog tubularnog
dentina (Cavalcanti i sar. 2013). Skafold bi trebao da obezbedi podrsku ¢elijama
u procesima diferencijacije i da promovise i podrzava tkivnu regeneraciju (Saiz
i sar. 2013). Da bi ispunio ove zadatke skafold mora biti paZzljivo dizajniran sa
unutrasnjom povrSinom koja ¢e promovisati vezivanje celija i voditi celijsku
diferencijaciju, dok ¢e spoljasnja povrsina obezbedivati integraciju sa okolnim
tkivom, koja ¢e spreciti odbacivanje ili pomeranje skafolda. Vezivanje skafolda i
njegova integracija sa okolnim tkivom je problem koji se jo$ uvak intenzivno

istrazuje (Saiz i sar. 2013).
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Otkrice stem Ccelija dentalne pulpe (DPSCs) je znacajno pomoglo i
unapredilo istraZivanja na polju regenerativne endodoncije. Pulpne stem celije
imaju specifiénu subpopulaciju progenitornih ¢elija, koje su potpuno sposobne
za obnavljanje zubnih tkiva. Ove ¢elije se mogu diferencirati u dve vrste celjja:
odontoblaste sposobne za produkciju dentina i u vaskularne endotelijalne ¢elije,
jer je vaskularizacija klju¢ni faktor u regeneraciji pulpo-dentinsko kompleksa
(Cavalcanti i sar. 2013).

Danasnja klinicka endodoncija koristi razli¢ite procedure, koje se
zasnivaju na sposobnosti stem celija da izvrSe reparaciju, kao sto su direktno
prekrivanje pulpe, apeksogeneza, apeksifikacija i ¢ak regeneracija pulpe.
Razvijaju se dve glavne strategije istraZivanja koje uklju¢uju stem celije za
reparaciju i/ili regeneraciju ostecenih tkiva i) acelularni pristup sa in situ
stimulacijom i modeliranjem aktivnosti stem ¢elija (Suzuki i sar. 2011, Leprince i
sar. 2012), ii) celularni pristup koji koristi ex vivo ¢elijske kulture i koristi stem
¢elije za tkivni inZenjering (Murray i sar. 2007).

Pre nego Sto ovaj regenerativni pristup postane rutinski tretman u
endodonciji, potrebno je re$iti i razumeti neke klju¢ne probleme, kao $to su
interakcija izmedu stem celija pulpe i trodimenzionalnog skafolda koji ce
podstaci celijsku adheziju i proliferaciju i stopiti se sa mikrookruzenjem.

Mnogi materijali su ispitivani kao potencijalni kostani skafoldi za
reparaciju tkiva. Pre svega porozne keramike, polimeri, metalni materijali, a
danas i organsko-neorganske kompozicije, kao $to su kombinacije resorptivnih
polimera sa hidroksiapatitom, trikalcijum fosfatom, bioaktivnim staklom i
staklo-keramikama (Stylios i sar. 2007). Wahl i sar. su uporedivali bioaktivnost
razli¢itih formulacija kolagen/HA skafolda kroz niz in wvitro i in vivo
ekperimenata i utvrdili da su pogodni za aplikacije u tkivnom inZenjeringu jer
podsti¢u diferencijaciju osteoblasta i formiranje mineralizovanog tkiva (Wahl i
sar. 2006). Ideja regenerativne endodoncije navela je «tkivne konstruktore» da
zaseju subkulturu ¢elija izolovanih iz dentalne pulpe na HA/TCP skafold i

transplantiraju ga na otvorenu pulpu minijaturnih svinja. Posle Sest nedelja
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uodili su formiranje dentinskog mosta (tubularne i atubularne strukture) u svim
uzorcima. Zakljucili su, takode, da je konstitutivni odnos HA/TCP od 2:8
pokazao najve¢i efekat na mezenhimalne stem celije i indukciju stvaranja
dentina (Ando i sar. 2009).

Chen i sar. su razvili hibridni cement gde su kalcijum silikathom
cementu dodali Zelatin i hitosan. Prirodni polimeri Zelatina su ve¢ koris¢eni kao
skafoldi u tkivhom inZenjeringu i imaju dokazanu biokompatibilnost i
netoksi¢nost, a u istraZzivanjima Chen-a je istaknuto da ne uti¢u na fizi¢ko-
hemijska svojstva CS cemenata. S druge strane, hitosan koji se ugraduje u
biokeramicke materijale moZe da poboljsa njihova bioloska svojstva, ali u ovom
istraZzivanju je ubrzao degradaciju CS cementa (Chen i sar. 2010).

Cavalcanti je predstavio skafold razvijen za tkivnu regeneraciju dentalne
pulpe (Puramatrix) u injekcionom obliku. Autor smatra da je ovo veoma
prikladan nacin aplikovanja skafolda u specifican prostor kakav je kavum
dentis, u odnosu na ¢vrste ili ukalupljene skafolde. Takode, dokazao je da stem
¢elije dentalne pulpe mogu da preZive i da se proliferiu u 3D Puramatrix-u §to
ohrabruje dalje razvijanje sli¢nih skafolda za terapiju stem celijjama unutar

kanala korena (Calvacanti i sar. 2013).
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U okviru analize nau¢ne problematike postavljena je radna hipoteza:

e Nanomaterijali na bazi aktivnih silikatnih sistema, sami ili u
kombinaciji sa hidroksiapatitom, ne ispoljavaju toksi¢na svojstva i

Stetne efekte na celije Zivog tkiva.
e Nanomaterijali na bazi aktivnih silikatnih sistema i hidroksiapatita

imaju povoljan efekat na odbrambene ¢elije pulpnog tkiva i podsti¢u

reparaciju ostecenog tkiva.
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3.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

Za potrebe nauc¢nog ispitivanja definisan je osnovni cilj istraZivanja

doktorske disertacije:

Ispitivanje biokompatibilnosti i biofunkcionalnosti novosintetisanih

nanomaterijala na bazi kalcijum silikatnih sistema i hidroksiapatita u in vitro i in

vivo uslovima.

Za postizanje postavljenog cilja istraZivanja, definisani su sledeci

istrazivacki zadaci:

Ispitati biokompatibilnost novosintetisanog nanomaterijala na bazi kalcijum
silikatnih sistema (mesavina trikalcijum i dikalcijum silikata - CS) u in vitro
uslovima primenom Komet testa (single cell gel assay) na humanim
limfocitima iz periferne krvi.

Ispitati biokompatibilnost novosintetisanog nanomaterijala na bazi kalcijum
silikatnih sistema i hidroksiapatita (CS-HA) u in vitro uslovima primenom
Komet testa (single cell gel assay) na humanim limfocitima iz periferne krvi.
Ispitati biokompatibilnost novosintetisanog nanomaterijala na bazi kalcijum
silikatnih sistema (meSavina trikalcijum i dikalcijum silikata - CS) u in vivo
uslovima na eksperimentalnim Zivotinjama, implantacijom materijala u
potkozno tkivo pacova.

Ispitati biokompatibilnost novosintetisanog nanomaterijala na bazi kalcijum
silikatnih sisitema i hidroksiapatita (CS-HA) u in vivo uslovima na
eksperimentalnim Zivotinjama, implantacijom materijala u potkoZzno tkivo
pacova.

Proveriti biokompatibilnost novosintetisanog nanomaterijala na bazi
kalcijum silikatnih sistema (meSavina trikalcijum i dikalcijum silikata - CS)

nakon direktnog prekrivanja eksponirane pulpe kunica (in vivo testovi).
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6. Proveriti biokompatibilnost novosintetisanog nanomaterijala na bazi
kalcijum silikatnih sisitema i hidroksiapatita (CS-HA) nakon direktnog

prekrivanja eksponirane pulpe kunica (in vivo testovi).
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4. MATERIJAL I METODOLOGIJA

4.1. SINTEZA I METODE KARAKTERIZACIJE ZA DOBIJAN]JE
NEORGANSKE FAZE

Za sintezu aktivnog silikatnog sistema prvo su sintetisane pojedinac¢ne
komponente: kalcijum silikatna faza 2p3-CaSiO4 (B-C2S) i CasSiOs(CsS), kalcijum
karbonat (CaCO:s).

Kalcijum silikatna faza je sintetisana koris¢enjem CaClz x 5H2O (Merck,
Nemacka), a silica sol je dobijen hidrotermalnim tretmanom. Stoihiometrijske
koli¢ine CaCl, x 5H2O (35.59g), silika sola (15g 30% sol rastvora) i C25:C3S u
odnosu 2:1 su koriséene da bi se dobila silikatna aktivna faza (40% sadrzana u
mesavini). Ovoj mesavini je dodato i 4.55g Al(C2H302) da bi se obezbedilo
dobijanje malih koli¢ina aktivne CsA faze (3.01%). Kao oksidacioni agens, da bi
zapocela reakcija sagorevanja, meSavini je dodato i 71.3g amonijum nitrata
(NH4NO:s) 1 53.51¢ limunske kiseline (CsHsO7CH20) koja je sluZila kao gorivo u
toku reakcije sagorevanja. Nakom suSenja na temperaturi od 80°C radi
dobijanja gela, svi uzorci su naknadno suseni na temperaturi od 150°C da bi se
odstranila sva voda izmedu silika cestica. U sledecoj fazi, povecanje
temperature na 180°C izazvalo je paljenje gela. Gel se postepeno pretvarao u
penu da bi na kraju doslo do snazne samosirece reakcije sagorevanja uz
oslobadanje velike koli¢ine gasova. Brzo oslobadanje velike koli¢ine gasnih
produkata tokom sagorevanja dovelo je do rasipanja toplote sagorevanja i
granice rasta temperature, ¢cime je smanjena mogucnost rane, parcijalne sinteze
primarnih cestica, $to je vazno za odrzavanje finalne aktivnosti meSavine.
Nakon tako visoke temperature i samosirece rakcije, uzorci su brzo suSeni
pomocu bakarnih ploc¢a da bi se faza kristalizacije svela na minimum, a dobila
visoka reaktivnost dobijenih P-CS i C3S faza. Oslobodeni crni prah sadrzao je

ostatke ugljenika i dalje je nastavljena njegova kalcifikacija na 650 °C tokom 4
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sata da bi se kona¢no dobio proizvod sa malom veli¢inom kristalita. Nakon
ovog termalnog tretmana prah je dodatno mleven sa ciljem dobijanja silikatnih
taza koje ce se koristiti u finalnim mesavinama cementa.

Kalcijum hlorid tetrahidrat (CaClox4H20) (Sigma Aldriht, SAD) korisé¢en
je kao prekursor u sintezi kalcijum karbonata. Koli¢ina od 5mmol CaClax4H>O
rastvorena je u 50 mmol etilen glikola (Sigma Aldriht, SAD) dejstvom
ultrazvuka na 40 °C (Elmasonic S30H). Potom je 10 mmol NaHCO; (Sigma
Aldriht, SAD) dispergovano u 50 ml etilen glikola, kap po kap, tokom 30
minuta uz mehani¢ko mesanje. Dobijena disperzija je zagrevana 30 minuta na
40°C. Kalcijum karbonat je potom izdvojen iz mutnog rastvora centrifugiranjem
(9000rpm, 30 min), ispran nekoliko puta u mesavini vode i etanola (1:4) i na
kraju samo u vodi. Sulfonil dodecil sulfat (0.5 %) je dodat kao antiglomeraciono
sredstvo. Dobijene nanocestice su potom izlagane dejstvu ultrazvuka 30
minuta, uz snazno mehani¢ko meSanje tokom 5 h. Dobijeni prah je nakon
suSenja na 120 °C tokom 5 h, zagrevan na 500 °C jedan sat, kako bi se dobila
kalcijum karbonatna faza.

Za pripremu mesavine 1, u ekperimentima oznacene kao -CS- , pored
B-C2S i CsS faza koje su ¢inile 60 % ukupne koli¢ine mesavine, koriséene su i
dodatne komponente i to kalcijum karbonat (CaCOs) ili dehidrirani gips u
koli¢ini 20% i BaSO4 (Merck, Nemacka) takode u koli¢ini od 20%, zbog rendgen
kontrastnosti mesavine.

Kompozicija mesavine 2, u eksperimentima oznacene kao -CS-HA- bila
je: 40% hidroksiapatit (dobijen hidrotermalnim metodama sinteze, V. Jokanovi¢
i sar. 2006. 2008), 20% mesavina C2S i C3S u odnosu 2:1, 20% kalcijum karbonat
(CaCO0s) i 20% BaSO4 (Merck, Nemacka).

Obe ove mesavine su nakon mlevenja, i bolje homogenizacije meSane sa
vodom (voda:prah u odnosu 1:2) radi dobijanja cementne paste. Ove paste su
potom sabijane nabijac¢em od nerdajuceg celika u cilindri¢ne polietilenske
posude promera 10mm, a visine 15mm. Obe meSavine su ostavljene da se

vezuju na temperaturi od 37°C (simulacija telesne temperature) tokom 28 dana i
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analizirane su posle 1, 3, 7 i 28 dana. Vreme od pocetka do zavrsetka vezivanja
odredeno je koris¢enjem Vicant-ove igle u saglasnosti sa ASTM C191
standardima (Hsieh i sar. 2009). Ovi uzorci su potom koris¢eni za merenje
¢vrstoce na pritisak i za analizu promena unutar inicijalnih faza pre i posle
hidratacije, koriS¢enjem XRD analize (analiza difraktometrije rendgenskih
zraka, Philips PW 1050, Almelo, Netherlands) sa Ni-filtriranim Cu-Kazi.2
zracenjem. Obrasci su bili registrovani u rasponu 20 9-67° sa veli¢inom scening
koraka od 0.02°. Morfologija i raspodela veli¢ina aglomerata mlevenog praha
posmatrana je skening elektronskim mikroskopom - SEM (JOEL, JSM-5300,
Tokyo, Japan) pod vakuumom od 1.33 x 10-Pa i naponom od 20kV. EDS
(Energy dispersive analysis) merenja su koris¢ena za pracenje hemijske
homogenosti faza i odnosa Ca i Si u razli¢itim delovima aktivne silikatne faze.
Pritisna ¢vrsto¢a materijala je odredena koris¢enjem Instrom masine (model
4204, Instrom Corp. Norwood, MA, USA). Za takvu vrstu merenja uzorci su
prethodno pripremljeni poliranjem pomoc¢u brusnog papira finoc¢e 600 i 1200,
na automatskoj masini za poliranje, pod blagim mlazom vode i potom su

osuseni apsorbuju¢im papirom.
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4.2. ISPITIVANJE GENOTOKSICNOG EFEKTA NOVOSINTETISANIH
KALCIJUM SILIKATNIH SISTEMA, HIDROKSIAPATITA 1
NJIHOVE MESAVINE: in vitro STUDIJA

Prvi nivo istraZivanja obavljen je na Institutu za biologiju, Veterinarskog
Fakulteta, Univerziteta u Beogradu i Katedri za mikrobiologiju, Bioloskog
takulteta, Univerziteta u Beogradu.

Laboratorijska in wvitro studija ukljucivala je istraZivanje bioloskog
odgovora humanih limfocita iz periferne krvi na testirane materijale na osnovu
preporuke medunarodnog standarda ISO/DIS 10993-3 (Test for genotoxicity,

carcinogenicity and reproductive toxicity).

4.2.1. Testiranje genotoksi¢nosti

Testirani materijali bili su kalcijum silikatni sistem (CS - B-C2S i CsS faza)
i hidroksiapatit (HA- dobijen primenom hidrotermalnih metoda sinteze), kao i
njihova mesSavina u odnosu 66-34% (CS- HA). Oba materijala su sintetisana po

metodologiji dr V. Jokanovica i saradnika (Institut nuklearnih nauka Vinca).

42.1.1. Ispitanici

U studiju je bilo uklju¢eno pet zdravih muskih donora, prose¢ne starosti
23 godine. Svi su bili intervjuisani o Zivotnim navikama i iz istraZivanja su
iskljuceni pusaci, osobe koje su konzumirale alkohol ili koristile neke lekove,
osobe izlagane rendgenskom snimanju u proteklih Sest meseci, odnosno osobe
koje su se intenzivno bavile sportom tokom prethodne nedelje. Svi davaoci krvi
su upoznati sa svrhom istrazivanja i dali su svoju pismenu saglasnost o

ucestvovanju u ovoj studiji. IstraZivanje je odobreno od strane Etickog komiteta
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Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu (br.36/5 od 12.4.2012.
godine).

4.2.1.2. Pripremanje celija

Od svakog donora je venskom punkcijom uzimano po 4 ml krvi.
Heparizovani uzorci krvi (Sodium heparine, Galenika, Beograd, Srbija) su
odmah pripremani za izolaciju limfocita po metodi Fenech-a (2000.) uz manje
modifikacije.

Krv je razblaZzena sa 0.02% EDTA i RPMI medijumom. U dve epruvete sipano
je po 2 ml rastvora (EDTA+RPMI), a zatim je dodato po 2 ml krvi direktno iz
Sprica. U dve nove epruvete je sipano po 3 ml Ficoll plaque gradienta
(Amersham, Uppsala, Sweden) i pazljivo pipetom dodata razblaZena krv, tako
da se rastvori ne pomesaju. Epruvete su centrifugirane na 1900 rpm, 15 minuta.
Supernatant je pokupljen i bacen, a prsten koji se formirao ispod njega
(istaloZeni limfociti) paZzljivo je pokupljen. U dve nove epruvete je sipano po 1
ml prstena (limfocita) i dodato 7ml RPMI. Epruvete su centrifugirane na 1800
rpm 10 minuta. Supernatant je odliven, a na dnu su izolovane ¢elije. Dva taloga
su spojena u jednu epruvetu i dodato je 7 ml RPMI. Ponovo su centrifugirane na
1800 rpm 10 minuta i posle uklanjanja supernatanta, na dnu epruvete su ostale

¢elije u 100 pl rastvora.

4.2.1.3. Celijska vijabilnost

Broj Zivih celija je odredivan koris¢enjem hemocitometra i boje tripan-
blu. Za bojenje je koris¢en 0.4% vodeni rastvor tripan-blu koji je meSan sa
¢elijskom suspenzijom (40pl tripan-blu i 10pul celijske suspenzije). Smesa je
stajala 5 minuta na sobnoj temperaturi, a nakon toga su izbrojane celije u

hemocitometru i odredivan procenat zivih celija.
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Tripan blue selektivno boji mrtva tkiva ili ¢elije u plavo, dok su Zive celije
ili tkiva sa intaktnom celijskom membranom ostajale neobojene (Freshney 1987)
(Slika 5).

Celije su posmatrane svetlosnim mikroskopom (Boeko, Hamburg,

Germany) i njihov broj u 1 ml uzorka je izra¢unavan prema formuli X x 5 x 104,

X = ukupan broj izbrojanih Zivih ¢elija podeljen sa brojem izbrojanih kvadrata
5 =razblaZenje celija u boji

104 = povrsina plocice

=
T

9

fil ! =
= & =
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Slika 5. Tripan blue test.

4.2.14. Odredivanje genotoksi¢nog efekta nanomaterijala u humanim

limfocitima

Za odredivanje genotoksi¢nog efekta CS, CS-HA i HA testirane su
razli¢ite koncentracije. Materijali su bili prethodno rastvoreni u PBS-u (fizioloski
rastvor puferovan fosfatom). Tretirane celije su bile inkubirane 1 sat na 370 C u
5% COa. Posle tretmana celije su centrifugirane 5 min na 800rpm, a zatim
isprane u PBS puferu. Netretirane celije su bile negativna kontrola, dok su celije
tretirane sa t-butyl hydro peroxidom (t-BOOH, CAS No. 75-91-2, Sigma-
Aldrich) bile pozitivna kontrola. Celije su tretirane 0.5 mmol/L -BOOH-om 20

minuta na 4°C.
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4.2.1.5. Komet test

Protokol koji je primenjen kod Komet testa (single cell gel
electrophoresis) su opisali Singh i sar. (1988) i Tice i sar. (2000).

Pre eksperimenta ocis¢ena (hrom-sumpornom kiselinom i etanolom) i
posusena, predmetna stakla su potapana u 0,5% NMP (normal melting point)
agarozu, obeleZzavana i suSena 24 sata na sobnoj temperaturi. U nastavku
eksperimenta na plocice je nanoSen prvi sloj 1% NMP, pokriven pokrovnim
staklom i ostavljan na par minuta u frizider da se agaroza stegne. U 30 pl
¢elijske suspenzije dodato je 70ul 1% LMP (low melting point) agaroze i
razliveno po plocicama na kojima je ve¢ bila 1% NMP agaroza. Vracena su
pokrovna stakalca i posle suSenja 5 minuta na 4°C, pazljivo su uklonjena
pokrovna stakalca i gelovi su pripremljeni za lizu. Liziranje ¢celija je vrSeno
smesStanjem plocica sa gelom u lizirajuéi rastvor ( 2.5 mol/1 NaOH, 0.1 mol/1
EDTA, 0.01 mol/1 Tris i TritonX-100) ¢iji je pH 10, 1 sat na 4°C u frizideru.
Tretman visokom koncentracijom soli dovodi do oslobadanja DNK odn.
uklanjanja membrane, citoplazme, nukleoplazme i naru$avanja nukleozoma.
Ono sto ostaje je nukleotid, koji se sastoji od nuklearnog matriksa i DNK.
Denaturacija i rasplitanje DNK je obavljeno u alkalnim uslovima, jer na
vrednostima pH 13 dolazi do raskidanja vodoni¢nih veza izmedu lanaca DNK.
Plocice su zaranjane u rashladeni pufer za denaturaciju (300mmol/L NaOH,
Immol/L) na 20 minuta na 4°C u mraku. Elektroforeza je izvedena u istom
puferu kao za denaturaciju u alkalnim uslovima pH 13, 20 minuta na 4°C u
frizideru, u mraku na 25V i 300mA. Za elekrolizu se pravi sveZ pufer pred svaki
eksperiment. Posle zavrSene elektroforeze plocice su pazljivo ispirane
destilovanom vodom da se uklone ostaci pufera za elektroforezu. Na kraju
plocice su neutralisane sa puferom za neutralizaciju (0.4 mol/1 Tris buffer) ¢iji je
pH 7.5, 15 minuta na 4°C u frizideru u mraku.

Pripremljeni gelovi su bojeni fluorescentnom bojom koja interkalira u

DNK. Po 20ul rastvora boje ethidium bromida (5pg/ml) je naneSeno na svaki
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gel i pokriveno pokrovnom ploc¢icom. Koris¢ena je najmanja koncentracija boje

koja moZe da dovede do jake fluorescencije.

Rastvor za lizu (pH 10)

NaCl 146,6g
EDTA 37,2¢g
Tris 1,21g

Destilovana voda 1000ml

1% Triton X-100

Rastvor za denaturaciju i elektroforezu (pH 13)
NaOH 10M 30ml
EDTA (pH 8) 0.2M 5ml

Destilovana voda 965ml

Rastvor za neutralizaciju (pH 7.5)
Tris 48,44¢

Destilovana voda 800ml

4.2.1.6. Vizuelizacija kometa

Pedeset slucajno odabranih nukleusa ( 25 po gelu koji su u duplikatu) je
analizirano na svakom uzorku. Komete se vizuelizuju (x200, x400, x600 u
zavisnosti od tipa ¢elije) na fluoresentnom mikroskopu (Leica, DMLS, Vienna,
Austria) sa filterom koji ima ekscitaciju 510 do 560 nm i barijerni filter od 590
nm kad se koristi EtBr kao boja. Komete su posmatrane u sredini gela.

Softverski program (Comet Assay IV, Perceptive Instruments, Haverhill,
UK) je posluzio za analizu slike i interpretaciju rezultata gde se kvantifikuju i
izra¢unavaju razli¢iti parametri u skladu sa razlikama izmedu glave i repa

komete (procenat migracije DNK, duZina repa) ( Slika 6).
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Flourescentnim mikroskopom sa digitalnom kamerom je obezbedeno

«hvatanje» kometa.
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Slika 6. Analiza slike Komet testa u softverskom programu.

4.2.1.7. Statisticka obrada

U ovom eksperimentu koris¢ene su deskriptivne i analiticke metode.
Od deskriptivnih koriS¢ene su:

e Apsolutni i relativni brojevi (%)

e Mere centralne tendencije (aritmeti¢ka sredina, medijana)

e Mere disperzije (standardna devijacija, minimum, maksimum)

Od analitickih metoda koriséeni su testovi razlike koji spadaju u grupu
neparametrijskih testova. Za analizu rezultata dobijenih u Komet testu korid¢en
je neparametrijski ANOVA, Mann-Witney U-test koriS¢enjem Statistica
software (StatSoft Statistica Ver. 6. 2001, USA).
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4.3. ISPITIVANJE BIOKOMPATIBILNOSTI KALCIJUM SILIKATNIH
SISTEMA I HIDROKSIAPATITA IMPLANTACIJOM U POTKOZNO
TKIVO: IN VIVO STUDIJA

Drugi deo istraZivanja obavljen je na Institutu za fiziologiju i biohemiju,
Bioloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu i u Laboratoriji za histologiju,

Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

4.3.1. Subjekti

Dozvola za eksperimentalni rad sa Zivotinjama dobijena je od Eti¢kog
komiteta Stomaloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu (br. 36/5 od 12. 4.
2012.). Eksperiment je sproveden u skladu sa medunarodnim standardima ISO
7405 1 ISO 10993-2 (zahtevi za blagostanje Zivotinja).

Animalni model u ovom eksperimentalnom radu bili su pacovi (Wistar
albino) i to 40 pacova , muskog pola, stari izmedu 2,5 i 3 meseca, prosecne
tezine 350 g. Zivotinje su odgojene u vivarijumu Biologkog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu za potrebe medicinskih istraZivanja. Zivotinje su
boravile u prostoriji sa kontrolisanom temperaturom, sa pristupom vodi i hrani

ad libitum.

4.3.2. Testirani materijal

Testirani materijali bili su kalcijum silikatni sistemi (CS): gde je 60%
ukupne koli¢ine predstavljala p-C2S i CsS faza uz dodate komponente i to
kalcijum karbonat (CaCOs) 20% i BaSO4 20% (Merck, Nemacka) kao rendgen
kontrastno sredstvo (sintetizovan prema metodi Jokanovica i sar.). Kompozicija
druge mesSavine je bila 40% hidroksiapatit (dobijen primenom hidrotermalnih

metoda sinteze (Jokanovi¢ i sar. 2004.), 20% mesavina C2S i C3S u odnosu 2:1,
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20% CaCOs i 20% BaSOs. Kao pozitivna kontrola koris¢en je Mineral Trioksid
Agregat (ProRoot MTA, Tulsa OK,USA).

U potkoZno tkivo su postavljane polietilenske cevcice (tubice), duZine
10mm i unutrasnjeg promera Imm, koje su do pola ispunjene sveZe zameSanim
materijalima (CS, CS-HA, MTA). Prazna polovina cev¢ice je bila negativna
kontrola. U svaku Zivotinju su postavljane po dve cevcice. Na desnoj strani
cevcica sa testiranim materijalom, a na levoj strani od ki¢me cevcica sa MTA.
Cev¢ice su orjentisane tako da je materijal bio uvek okrenut ka glavi, a prazni
deo cev¢ice ka repu.

Svi materijali bili su pripremani prema uputstvu proizvodaca.

4.3.3. Test procedura

43.3.1. Anestezija

Zivotinje su anestezirane sa intraperitonealnom injekcijom Ketamina u
dozi 80 mg/kg telesne tezine (Ketamin 500mg/ml, Laboratorio Sanderso S.A.,
Santiago, Chile), kombinovanog sa Ksilazinom 4 mg/kg telesne tezine (2%
Xylazin, Cp Pharma, Bergdorf, Germany). DuZina trajanja anestezije bila je

prosecno 30 minuta.

4.3.3.2. Randomizacija

Metodom slucajnog odabira Zivotinje su podeljene u dve grupe, po 20
Zivotinja za svaki testirani materijal. U svaku Zivotinju je na isti nacin postavljan
testirani materijal, pozitivna kontrola i negativna kontrola. Po 10 Zivotinja (pet
od svakog materijala) je Zrtvovano u cetiri opservaciona perioda: 7, 15, 30 i 60
dana. Uzorci su obelezeni kodovima tako da istraziva¢ koji je vrsio njihovu

analizu nije bio upoznat kojoj grupi pripada ispitivani uzorak.
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4.3.3.3. Hirurska procedura

Kako je ispostovana procedura u administriranju opste anestezije kod
zivotinja pristupilo se hirurskoj intervenciji. Posle aplikovanja antiseptickog
rastvora (10% povidon jodid), koZa na ledima pacova je obrijana. Hirurskim
skalpelom (Surgical Disposable Scalpels, BRAUN, Aesculap AG & Co.
Tuttlingen, Germany) je napravljena incizija duga oko 2 cm u pravcu glava-rep.
Tupom disekcijom, desno i levo od ki¢menog stuba, napravljena su dva dZepa
dubine oko 15 mm u koje su sterilnom pincetom postavljane sterilne
polietilenske cev¢ice sa testiranim materijalom po shemi ranije opisanoj
(poglavlje 4.3.2). KoZa je potom ponovo vradena na mesto i uSivena
pojedina¢nim ¢vorastim Savom (igla za Sivenje 6007L/R7, UNIMED S.A,,
SWISS MADE), sa neresorptivnim najlonskim koncem (No.USP6/0-2,
Shandong Sinorgmed Co., Ltd China).

Postoperativno Zivotinje su smestene po dve u kavezu u kontrolisanoj
sredini, sa kontrolisanom ishranom i dnevnom profesionalnom negom.
Kontrola zdravstvenog stanja vrsena je tri puta dnevno u toku opservacionog
perioda.

Po 5 nasumi¢no izabranih eksperimentalnih Zivotinja od svakog
testiranog materijala (10 Zivotinja u svakom opservacionom periodu) je bilo
zrtvovano posle 7, 15, 30 i 60 dana intravenskom injekcijom Pentobarbitola
(Pentobarbital sodium salt 100mg/ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Germany). Ispreparisano potkoZno tkivo zajedno sa cevcicama

potopljeno je u 10% formalin (Slika 7).
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Slika 7: Operativno polje sa implantiranim tubicama nakon opservacionog perioda.

43.3.4. Obrada tkiva za histolosku analizu

Za histolosku analizu iz svake Zivotinje su uzimana 4 uzorka:
o tkivo oko cevcice sa tetiranim materijalom
e tkivo oko prazne cev¢ice (negativna kontrola materijala)
e tkivo oko cevcice sa MTA (pozitivna kontrola)

e tkivo oko prazne cev¢ice (negativna kontrola MTA)

Tkivni isecci su zajedno sa polietilenskim tubicama fiksirani u 10%
puferisanom formalinu. Nakon toga su uklonjene polietilenske tubice. Tkivo je
zatim pripremano za svetlosnu mikroskopiju na uobifajen nacin, koji je
podrazumevao dehidrataciju tkiva u seriji alkohola rastuce koncentracije;
prosvetljavanje u ksilolu i kalupljenje u parafinu. Parafinski isecci debljine 4 pm
bojeni su hematoksilin-eozinom (HE).

Mikroskopski preparati su analizirani na svetlosnom mikroskopu
(Olympus BX-51, Japan), a mikrofotografije su napravljene digitalnom

kamerom (CD video kamera,PixeLink, povezana sa 19” PC monitorom Dell).
Prema medunarodnim standardima (ISO 10993-6. Biological evaluation of

medical devices-Part 6:Test for lokal effect after implantation) procenjivane su lokalne

reakcije u tkivu gde je implantiran materijal. Za histolosku analizu
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pripremljenih uzoraka parametri su analizirani kvalitativno i semikvantitativno

(prema Lotfi i sar. 2009. i Scarparo i sar. 2010.):

Zapaljenska reakcija

0 - bez zapaljenja (nema inflamatornih celija)

1 - minimalna (inflamatornih ¢elija < 25)

2 - blaga reakcija (26-50 inflamatornih celija)

3 - umerena reakcija (51- 100 inflamatornih ¢celija)
4 - izrazita reakcija ( > 100 inflamatornih ¢elija)

Vaskularna kongestija

0 - odsutna
1 - minimalna
2 - blaga

3 - umerena
4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda

Fibrozna kapsula

0 - nema kapsule

1 - minimalna kapsula

2 - tanka kapsula

3 - umereno debela kapsula
4 - debela kapsula

Oc¢uvanje integriteta vezivnog tkiva

0 - kompletno o¢uvanje

1 - minimalna narusenost strukture
2 - blaga naru$enost strukture

3 - umerena naru$enost strukture

4 - nekroza

4.3.3.5. Statisticka analiza

Za statisticku analizu koris¢en je neparametrijski Kruskal-Wallisov test
sa Dunn-ovim post- hoc testom za medugrupna poredenja.
Statisticka analiza je uradena u softverskom paketu Minitab 16 (Minitab

Inc. State College, PA, USA)
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4.4. ISPITIVANJE BIOKOMPATIBILNOSTI I BIOFUNKCIONALNOSTI
NOVOSINTETISANIH KALCIJUM SILIKATNIH SISTEMA 1
HIDROKSIAPATITA U DIREKTNOM PREKRIVAN]JU
EKSPONIRANE PULPE KUNICA: IN VIVO STUDIJA

Tre¢i deo istrazivanja obavljen je na Institutu za hirurgiju Veterinarskog
takulteta, Univerziteta u Beogradu i na Institutu za patologiju Medicinskog

takulteta, Univerziteta u Beogradu.

4.4.1. Subjekti

Dozvola za eksperimentalni rad sa Zivotinjama dobijena je od Etickog
komiteta Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu (br.36/5 od 12.4.
2012.) i sprovedeni prema medunarodnim standardima [SO10993-2. Animalni
model u ovom eksperimentalnom delu istrazivanja bila su cetiri kunica
(Oryctolagus cuniculus) oba pola, iz razli¢itih legla, starosti oko 12 meseci i
prosetne teZine 4 kilograma. Zivotinje su bile smeStene u prostoru za
eksperimentalne Zivotinje na Veterinarskom fakultetu, Univerziteta u
Beogradu, svaka u svom kavezu u kontrolisanoj sredini, sa kontrolisanom

ishranom i dnevnom profesionalnom negom.

4.4.2. Testirani materijal

Testirani materijali bili su kalcijum silikatni sistem (CS): gde je 60%
ukupne koli¢ine predstavljala p-C2S i CsS faza uz dodate komponente i to
dehidrirani gips 20% i BaSOs (Merck, Nemacka) 20% kao rendgen kontrastno
sredstvo (sintetizovan prema metodi Jokanovica i saradnika). Kompozicija
druge mesavine, takode sintetizovane prema metodi Jokanovica i saradnika,
bila je 40% hidroksiapatit (dobijen primenom hidrotermalnih metoda sinteze

(Jokanovi¢ i saradnici 2004.), 20% mesavina 3-C2S i C3S u odnosu 2:1, 20%
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dehidrirani gips i 20% BaSOs. Kao kontrola koris¢en je Mineral Trioksid
Agregat (ProRoot MTA, Tulsa OK,USA). Svi materijali bili su pripremani prema

uputsvu proizvodaca.

4.4.3. Test procedura

4.43.1. Anestezija

Zivotinjama je hrana uskradena 6 sati pred operativni zahvat, a voda na 3
sata.

Opsta disocijativna anestezija sprovedena je za sve hirurSke zahvate i
satojala se iz premedikacije Ksilazinom (2% Xylazin, 5 mg/kg telesne tezine,Cp
Pharma, Bergdorf, Germany) intramuskularnom injekcijom, a posle toga
intramuskularno kombinacija Ketamina (Laboratorio Sanderso S.A., Santiago,
Chile) u dozi od 35 mg/kg telesne teZine i Acepromazina (Boeringer Ingelheim
Vetmedica, Inc. USA) u dozi od 1mg/kg telesne teZine. DuZina trajanja

anestezije bila je prose¢no oko 100 minuta

4.4.3.2. Raspodela testiranih materijala

U gornji desni maksilarni sekuti¢ kao sredstvo za direktno prekrivanje
eksponirane pulpe postavljan je materijal mineral trioksid agregat (MTA), a u
ostala tri sekuti¢a postavljani su kalcijum silikatni cement - CS u dva kunica i
mesavina kalcijum silikatnog cementa i hidroksiapatita - CS-HA u druga dva
kunica.

Uzorci su bili obeleZeni na takav nacin da istrazivac koji je radio njihovu

analizu nije bio upoznat kojoj grupi pripada ispitivani uzorak.
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4.4.3.3. Hirurska procedura

Hirurska procedura je sprovedena pod aseptickim uslovima i na nacin
koji obezbeduje minimalnu traumu. Svaki zub ponaosob je o¢is¢en, posusen i
dezinfikovan (30% hidrogen i 5% tinktura joda). Potom se pristupilo formiranju
kaviteta V klase u gingivalnoj treéini vestibularne povrsine sekutica
dijamantskim okruglim svrdlima sa vodenim hladenjem. Za svaku Zivotinju
koris¢en je novi set dijamantskih i karbidnih svrdala. U sredini kaviteta
sterilnim okruglim svrdlom izvrSeno je eksponiranje pulpe. Sterilnim
kuglicama vate su posuseni kaviteti, blago i bez pritiska. Na eksponiranu pulpu
je postavljan sveZe zamesSani materijal. Svi kaviteti su zatvarani sa glas jonomer
cementom (GC FUJI VIII, GC Corporation, Tokyo, Japan) kao definitivnim
ispunom ( Slika 8).

Postoperativno Zivotinje su bile smestene u individualnim kavezima do
kraja trajanja eksperimenta. Zivotinje su bile Zrtvovane posle tri, deset i
petnaest dana intravenskom injekcijom od 10ml rastvora Pentobarbitola

(Pentobarbital sodium salt 100mg/ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Germany)

Slika 8. Pristupni kaviteti rekonstruisani GJC
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4.4.4. Preparacija tkiva za patohistolosku analizu

Posle uklanjanja mekih tkiva, mandibula i maksila su odvojene od
ostatka lobanje. Zubi u alveoli su iseceni dijamantskom Sajbnom. Uzorci su
tiksirani u 10% formalinu.

Svi uzorci su dekalcinisani u rastvoru za dekalcinaciju: 8% HCI iz 37%
(v/v) koncentrata i 10% HCOOH iz 89% (v/v) koncentrata u PBS-u tokom 24h
na 37°C. UspesSnost potpune dekalcinacije je procenjena subjektivno,
iskustveno. Nakon dekalcinacije tkivo je fiksirano u kruZnom tkivhom
procesoru (Leica TP 1020, Germany), a potom kalupljeno u parafinske blokove.
Iz parafinskih kalupa seceni su serijski tkivni preseci (po 8 sa svakog uzorka)
debljine 5 pm. Preparati su standardno bojeni hematoksilin eozin (HE)
bojenjem.

Mikroskopski preparati su analizirani optickom mikroskopijom uz
primenu programa za morfometriju Software «Cell-B» by Olympus, mikroskop
Olympus 5, na uvelicanjima x10, x40, x100, x200. Uz navedeni softver
patohistoloski parametri su analizirani kvalitativno, semikvantitativno i

kvantitativno.

4.4.5. Histolosko ocenjivanje

Ispitivanje svakog zuba bilo je zasnovano na ocenjivanju sledecih

parametara (scoring system) (Accorinte i sar. 2008a):

¢ Inflamatorni odgovor pulpe

Intenzitet inflamatorne reakcije:

1: Odsustvo zapaljenja ili samo par celija

2 Blago zapaljenje - manje od 10 ¢elija

3: Umereno - izmedu 10 i 25 zapaljenskih celija
4

Ozbiljno zapaljenje - u proseku vise od 25 ¢elija
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Rasirenost inflamatorne reakcije:

1: Odsustvo inflamacije

2: Blago - inflamatorne ¢elije blisko uz dentinski most ili eksponirani
deo pulpe

3: Umereno - inflamatorne ¢elije su otkrivene u delu koronarne pulpe

4: Ozbiljno - cela koronarna pulpa je infiltrirana ili nekroti¢na

Generalno stanje pulpe:

1: Nema inflamatorne reakcije
2 Sa inflamatornom reakcijom
3: Absces

4 Nekroza

e Ostali nalazi u pulpi

Gigantske éelije

1: Odsustvo

2: Blago

3: Umereno

4: Nekroza pulpe

Delovi materijala za direktno prekrivanje

1: Odsutan
2: Blago
3: Umereno

4: Veliki broj
Prisustvo mikroorganizama

1: Odsutni

2: Prisutni

e Formiranje dentinskog mosta

Kontinuitet mosta

1: Kompletan



2: Mala komunikacija materijala i pulpnog tkiva
3: Depozicija tvrdog tkiva samo na lateralnom zidu
+: Odsustvo mosta i tvrdog tkiva

Morfologija novoformiranog mosta ili tkiva

1: Dentin ili dentin sa iregularnim tvrdim tkivom
2: Samo depozicija iregularnog tvrdog tkiva
3: Veoma tanak sloj tvrdog tkiva

+: Nema depozicije tvrdog tkiva
Debljina mosta

1: Vise od 250 um

2: Od 150-249 pm

3: Od 1-149 um

4: Delimican ili odsutan most

Lokalizacija

1: Zatvoreno mesto eksponiranja bez zalaZenja u kavum

2 Most zahvata i kavum ka naspramnom dentinskom zidu
3: Most doseZe do naspramnog dentinskog zida

4 Bez mosta ili samo naslage tvrdog tkiva na zidovima

4.4.6. Statisticka analiza

Za statisticku analizu koriSéen je neparametrijski Kruskal-Wallis test i
Dunn-ov post-hoc test za ispitivanje znacajnosti razlika izmedu parova.
Statisticka analiza je uradena u softverskom paketu Minitab 16 (Minitab

INC. State College, PA,USA).
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5. REZULTATI

U ovom poglavlju su prikazani rezultati ispitivanja strukture i osobina
novosintetisanih nano-materijala i rezultati pracenja njihovog genotoksi¢nog
potencijala na humanim limfocitima in vitro, biokompatibilnosti implantacijom
u potkoZno tkivo in wvivo i bioaktivnosti direktnim prekrivanjem pulpe na

zubima kunica in vivo.

5.1. KARAKTERIZACIJA MATERIJALA

Poznavanje mehanizama interakcije izmedu razli¢itih celijskih
konstituenata i tkivnih te¢nosti sa materijalima koji se koriste u endodontskoj
praksi je od velike vaznosti kako bi se izbegli neZeljeni i Stetni efekti na tkiva.

Zbog toga je i prvi korak u ovom istraZivanju bilo analiziranje sastava,
odredivanje velic¢ine ¢estica, merenje vremena vezivanja i odredivanje ¢vrstoce

novosintetisanih materijala.

5.1.1. Analiza difraktometrijom rendgenskih zraka (XRD)

Difrakcioni obrasci dobijeni x-zracima za C3S i -C2S faze koje ¢ine
kalcijum silikatni sistem prikazani su na Slici 9.

Prisustvo svih karakteristi¢nih kristalografskih ravni: (202) za 26 = 11.7; (-
114) za 20 = 23.6; (1002) za 20 = 29.8; (-114) za 20 = 32.5; (224) za 20 = 32.8; (-424)
za 20 = 33.4; (1004) za 20 = 34.6; (-626) za 20 = 41.7 odgovara C3S fazi, dok
pikovi i uglovi: (012) za 20 = 23.3; (120) za 20 = 29.7; (-121) za 20 = 32.3; (121) za
20 = 33; (103) za 20 =34.6; (103) za 20 = 34.6; (222) za 20 = 38.9; (031) za 20 =
41.6; (222) za 20 = 43.2; (024) za 20 = 46.9; (222) za 20 = 48; (310) za 20 = 51.9; (-
303) za 20 = 56.8; (303) za 20 = 60.2; (043) za 20 = 62.7 odgovaraju fazi p-CzS.

Izra¢unato prema Sherrer-ovoj jednacini (izmerene za visoko izraZene ravni od
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32.1° (oblast -121) za (-C2S i (oblast -715) za CsS, dobijena vrednost veli¢ine

kristalita ovih faza bila je oko 19.9 nm.

Merna vrednost

28, stepeni

Slika 9. Difrakcioni obrasci dobijeni x-zracima za C3S 1 p-CaS faze koje cine kalcijum
silikatni sistem

5.1.2. Skening elektronska mikroskopija (SEM) i energetska disperzivna
analiza (EDS)

Strukturu kalcijum silikata (Slika 10) ¢ine uglavnom aglomerati veli¢ine
nekoliko mikrometara koji su izgradeni od manjih partikula (Cestica) sa
dimenzijama izmedu 117 i 477 nm. Ove partikule su uglavnom sferi¢nog ili
elipsoidnog oblika, manje ili viSe izduZene u jednom pravcu.

EDS analiza (Slika 11) je pokazala da je hemijski sastav kalcijum silikata
(Ca 22.21, Si 8.22, O 69.7 u atomskim%) odgovarao odnosu Ca/Si od priblizno
2.7 (atomski%). Ocigledno je da je ovaj odnos veoma blizak CaO/SiO2 odnosu,
koji odgovara mesavini C3S/ B-Cz2S = 2:1, pokazujuéi homogenu distribuciju obe
taze unutar uzoraka. Poredec¢i vrednosti veli¢ine cestica dobijenih SEM

analizom i veli¢ine kristalita dobijenih iz XRD spektra, bilo je jasno da ove
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cestice koje su sastavljene od manjih gradivnih elemenata (kristalita), pokazuju

znacajnu aktivnost sistema.

I G0pm 1 Electran Image 1 a

Slika 10. SEM analiza pokazuje tipican izgled kalcijum silikatnih aglomerata i Cestica
(a), cestice su uglavnom sfericnog ili elipsoidnog oblika od 117-477nm (b).

5

Snectrum 1

0 1 2 3
Full Scale 7705 cts Cursor -0.328 ke (D cls)

b

Slika 11.Tipican izgled kalcijum silikatne faze (SEM) (a), odgovara EDS spektru

kalcijum silikatne faze (b).
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5.1.3. Vreme vezivana i pritisna ¢vrsoca

Vreme vezivanja je mereno za kalcijum siliktnu fazu (CS) i njegovu
smesu sa hidroksiapatitom (CS-HA). Vreme vezivanja za CS pocelo je 3 minuta
nakon dodavanja dejonizovane vode i bilo je kompletno nakon 10 minuta. Za

CS-HA ove vrednosti su bile 5 i 15 minuta, respektivno.

Odgovarajuce pritisne ¢vstoce su bile:

CS-kalcijum silikat CS-HA- kalcijum silikat i hidroksiapatit
3.5 MPa nakon 24 sata 2.8 MPa nakon 24 sata

4.4 MPa nakon 3 dana 3.2 MPa nakon 3 dana

4.8 MPa nakon 7 dana 3.5 MPa nakon 7 dana

5.4 MPa nakom 28 dana 4.1 MPa nakon 28 dana

5.2. REZULTATI ISPITIVANJA GENOTOKSICNOG POTENCIJALA
NANOSTRUKTURNOG BIOMATERIJALA

Genotoksi¢ni potencijal hidroksiapatita (HA) je ispitivan na humanim
limfocitima iz periferne krvi od tri donora, dok je genotoksi¢ni potencijal
kalcijum silikatnog sistema (CS) i njegove meSavine sa hidroksiapatitom (CS-
HA) ispitivan na limfocitima pet donora.

Genotoksi¢ni potencijal HA, CS i CS-HA je testiran pomoc¢u Komet testa.
Kao pozitivna kontrola koriscen je t-butil hidro peroksid (t-BOOH) koji dovodi
do supstitucije baza i prekida na molekulu DNK. Prekidi su ve¢inom posledica
AP mesta, nastalih usled adukata lipidne peroksidacije, jer t-BOOH
predominantno deluje na membrane eukariotskih ¢celija, a manjim delom

prodire do jedra i direktno o$tecuje DNK (Asad i sar. 2000; Rempel i sar. 2009).
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5.2.1. Ispitivanje genotoksi¢nog potencijala HA

Tabela 1: Genotoksicni potencijal HA izraZen % DNK u repu komete

Postotak DNK u repu komete + standardna greska
Koncentracija HA
Donor 1 Donor 2 Donor 3
Negativna kontrola 4,92+1,78 11,67+2,54 9,19+1,25
t~-BOOH 24 ,84+3,94 68,0045,00 27,24+43,50
0,01 9,77+0,96 11,75+2,39 5,27+0,60
0,05 18,84+3,05 1,58+0,39 1,29+0,27
5 12,33+£2,52 14,38+2,14 1,17+0,40
10 9,46+1,30 22,34+3,90 2,49+0,39
50 4,92+1,78 11,67+2,54 9,19+1,25
Donor 1
120
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=1 25%-75%
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% DNK indukovanih o3tecenja

Cc t+-BOOH  0.05 5 10

Donor 2

120
o_Median

1 25%-75%

T Non-Outlier Min-Max
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Donor 3
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100
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60
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0 : ;ilél;%

c tBOOH  0.05 5 10 50 mg/mi
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Slika 12. Genotoksicni efekat HA u humanim limfocitima predstavljen % indukovanih
DNK ostecenja. HA je pokazao genotoksicnost na limfocitima donora 1 (a), nema
indukcije genotoksicnih ostecenja kod druga dva donora (b,c)

Genotoksi¢ni potencijal HA je testiran u koncentracionom opsegu od
0.05-50 mg/ml. Dobijeni rezultati (Tabela 1, Slika 12) pokazuju da posle
tretmana limfocita dobijenih od donora 1, hidroksiapatit dovodi do statisticki
znac¢ajne indukcije genotoksi¢nosti (p < 0.05) na svim testiranim
koncentracijama u poredenju sa negativhom kontrolom (netretirane celije). S
druge strane, hidroksiapatit nije indukovao ostecenja DNK kod druga dva
donora, ¢ak je procenat DNK oste¢enja kod HA-tretiranih ¢elija bio niZzi u

odnosu na negativnu kontrolu (donor 2- konc. 5mg/ml; donor 3- konc. 5, 10, 50

mg/ml).

5.2.2. Ispitivanje genotoksi¢nog potencijala CS

Genotoksi¢ni efekat novosintetisanog kalcijum silikatnog sistema (CS) je
testirana na limfocitima pet donora (dva su dodata) i dobijeni rezultati su

prikazani na Tabeli 2 i Slikama 13-16.
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Tabela 2: Genotoksicni potencijal CS izraZen % DNK u repu komete

Postotak DNK u repu komete + standardna greska
Koncentracija CS

Donor 1 Donor 2 Donor 3 Donor 4 Donor 5
Negativna kontrola | 2,98+1,80 7,2442,60 581+1,38 | 14,66+2,86 | 11,42+2,82
t-BOOH 33,07+4,30 | 33,10+4,30 | 32,46+4,26 | 33,10+4,30 | 33,27+4,30
0,01 7,09+1,40 2,83+1,00 6,50+1,00 | 16,70+2,42 | 13,55+2,10

0,05 4,38+1,00 3,15+0,70 4,62+1,00 4,70£1,00 4,34+1,00

0,1 5,27+2,60 3,13+1,00 6,67+1,20 | 13,70+1,50 | 8,76+1,10

1 5,06+1,00 2,70+1,00 3,50+1,00 9,30+1,30 6,88+1,05

5 22,30+4,90 | 3,06+1,00 1,20+0,50 5,0610,80 8,30+2,23

10 23,49+4,40 | 2,37£0,50 2,53+0,50 7,23+1,50 2,58+0,50

Slika 13: Slika ostecene Celije kao posledica genotoksicnog potencijala CS u
koncentraciji od 5 mg/ml (donor 4).

Slika 14: Prikaz neostecenog limfocita (negativna kontrola, netretirana celija).
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Slika 15: Prikaz potpuno ostecene Celije koja je tretirana sa 0,5mM t-BOOH, kao

pozitivna kontrola.
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Slika 16. Genotoksicni efekat CS u humanim limfocitima predstavljen % indukovanih
DNK ostecenja. CS pokazuje genotoksicni efekat kod donora 1 u konc. 1, 5 i 10 mg/ml
(a). Kod drugih donora nema genotoksicnih ostecenja (b, c, d, e).
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CS je pokazao snaZan genotoksi¢ni efekat na limfocitima donora 1 u
konc. 1-10mg/ml, dok na limfocitima donora 2 nije doveo do indukcije
genotoksi¢nog efekta. Nasuprot ovim rezultatima, CS je kod donora 3, 4 i 5,
doveo do smanjenja procenta ostecenja DNK, ali samo u viSim testiranim

koncentracijama (5 i 10 mg/ml).

5.2.3. Ispitivanje genotoksi¢nog potencijala CS-HA

Posle testiranja pojedina¢nih komponenti, testiran je i genotoksi¢ni
potencijal mesavine kalcijum silikatnog sistema i hidroksiapatita (CS-HA).

Rezultati su prikazani u Tabeli 3 i Slici 17.

Tabela 3: Genotoksicni potencijal CS-HA izraZen % DNK u repu komete

Koncentracija Postotak DNK u repu komete + standardna greska

CS-HA Donor 1 Donor 2 Donor 3 Donor 4 Donor 5
Negativna kontrola | 9,44+1,34 | 9,00+1,34 8,01£1,35 | 12,40+£3,20 | 16,50+3,28
t-BOOH 28,39+4,28 | 32,12+4,50 | 37,80+5,00 | 27,92+4,30 | 31,20+4,29

0,01 11,66+2,46 | 9,48+1,15 | 13,0442,26 | 11,00+2,90 | 2,50+0,52

0,1 21,52+3,72 | 9,40£1,04 | 19,25#2,59 | 5,55+0,93 3,55+0,70

1 11,66+2,11 | 13,15£1,80 | 8,98+1,40 513+0,87 | 2,95+0,52

10 11,13£1,76 | 7,45+0,93 7,24+0,88 | 10,00£2,20 | 3,64+0,53
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Slika 17. Genotoksicni efekat CS-HA u humanim limfocitima predstavljen %
indukovanih DNK ostecenja. CS-HA nije doveo do indukcije genotoksicnih ostecenja
kod donora 1, 3, 415 (a, ¢, d, e). Samo konc. 0.01 mg/ml nije dovela do genotoksicnih
ostecenja kod donora 2 (b).

Indukcija DNK ostecenja izazvana delovanjem mesSavine CS-HA nije
utvrdena kod donora 1, 4 i 5. S druge strane CS-HA je u svim testiranim
koncentracijama (osim najnize, 0.01 mg/ml) doveo do ostecenja DNK kod
donora 2. Takode je najvisa testirana koncentracija (10 mg/ml) dovela do

smanjenja procenta oste¢enja DNK na limfocitima donora 3.
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5.3. REZULTATI ISPITIVANJA BIOKOMPATIBILNOSTI
NANOSTRUKTURNOG BIOMATERIJALA IMPLANTACIJOM U
POTKOZNO TKIVO: in vivo PRETKLINICKI TEST NA
ANIMALNOM MODELU

U ovom poglavlju predstavljeni su rezultati ispitivanja
biokompatibilnosti potkoZnom implantacijom novosintetisanih kalcijum
silikatnih sistema i hidroksiapatita. Kao pozitivna kontrola koris¢en je mineral
trioksid agregat (MTA). Sva ispitivanja su obavljena prema medunarodnim

standardima i normama (ISO 7405 i 10993-2, 10993-6).

5.3.1. Opis i karakteristike uzorka

U studiju je na pocetku istraZzivanja bilo uklju¢eno 40 pacova (Wistar
abino), muskog pola, starosti izmedu 2.5 i 3 meseca i prosecne telesne teZine 350
gr.

Sve Zivotinje su se dobro oporavile posle opste anestezije i hirurske
intervencije, a rane na koZi zarasle su per primam intencionem. Na kraju svakog
evaluacionog perioda (7, 15, 30, 60 dana) bilo je dostupno po 10 Zivotinja za

analizu, kao $to je i planirano u eksperimentalnom modelu.

5.3.2. Rezultati histoloske analize u eksperimentalnom periodu od 7 dana
Rezultati histoloske analize su prikazani u Tabeli 4 i 5 i na Slikama 18 -

22. Zarastanje kod oba testirana materijala je proteklo uredno, makroskopski

bez znakova zapaljenja. Nije uoceno narusavanje strukture vezivnog tkiva, kao

ni nekroza i krvarenje u posmatranim preparatima.

78



Tabela 4. Rezultati histoloske analize u opservacionom periodu od 7 dana.

MATERIJALI
CS CS-HA MTA

REAKCIJA

1. Zapaljenska reakcija

0 - odsutno
1 - minimalno < 25 ¢elija 3 3 3.3
2 - blaga 26 - 50 celija

3 - umerena 51 - 100 Celija
4 - izrazita > 100 Celija

2. Vaskularna kongestija

0 - odsutno

1 - minimalno 2.8 2.5 24
2 - blaga
3 - umerena

4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda

3. Kapsula

0 - odsutna
1 - minimalna 1.6 2 2
2 - tanka

3 - umereno debela
4 - debela

4. O¢uvanje integriteta

vezivnog tkiva

0 - kompletno 3 25 2.5

1 - minimalna narausenost strukture
2 - blaga narusenost strukture
3 - umerena narusenost strukture

4 - nekroza

Testirani materijali: CS - kalcijum silikatni sistemi; CS-HA kalcijum silikatni sitemi sa hidroksiapatitom;
MTA- mineral trioksi agregat

Na kraju opservacionog perioda od sedam dana svi preparati sa
testiranim materijalom CS su bili dostupni za histolosku analizu (20 plocica u
duplikatu). Za materijal CS-HA za histolosku analizu bilo je dostupno 18
uzoraka radenih u duplikatu. Svi preparati sa MTA i njegova kontrola , na kraju
opservacionog perioda, bili su dostupni za histolosku analizu (po 20 plocica u
duplikatu).

U analiziranim uzorcima 7 dana nakon implantacije CS i CS-HA uocena je

umerena zapaljenska reakcija $to se moglo oceniti ocenom 3 (do 100 ¢celija u
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vidnom polju) (Slika 18, 19), dok je kod MTA vezivno tkivo pokazivalo znake
jake zapaljenske reakcije (3.3) sa difuznim i fokalnim subkapsularnim i
perivaskularnim zapaljenskim infiltratima (Slika 20), ali bez statisticke
znacajnosti. Celije zapaljenskog infiltrata ¢inili su limfociti, plazmociti, dok su
retki granulociti uoceni u svega dva uzoraka . U vezivnom tkivu nalazio se mali
broj krvnih sudova normalne strukture sa znacima umerene kongestije, $to se
moglo oceniti za CS i CS-HA ocenom 2.8 i 2.5, a za MTA ocenom 2.4. U zoni
neposredno oko mesta gde je bila implantirana cev¢ica sa testiranim
materijalom uocena je nezna kapsula, koja je bila najtanja kod materijala CS
(1.8) (Slika 18), a nesto deblja kod CS-HA (Slika 19) i MTA (ocena 2) (Slika 21),
statisticke znacajnosti, p=0.377. Subkapsularno vezivno tkivo kao i sama
kapsula pokazivali su znake umerene zapaljenske reakcije. U posmatranim
uzorcima uocena je umerena narusenost strukture vezivnog tkiva sto je

ocenjeno ocenom 3 za CS, i ocenom 2.5 za CS-HA i MTA (p=0.778).

Slika 18. Materijal CS u eksperimentalnom periodu od 7 dana. Uocava se umerena
zapaljenska reakcija (ocena 3), a u zapaljenskom infiltratu su retki monociti, limfociti i
granulociti. Oko defekta je veoma tanka kapsula (ocena 1.8). (HE, x400)
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subkapsularno vezivno tkivo koje pokazuje znake umerene zapaljenskae reakcije(ocena
3), sa zapaljenskim infiltratom koga cine limfociti i plazmociti. Formirana je tanka
kapsula (ocena 2). (HE, x400)

Slika 20. Materijal MTA u eksperimentalnom periodu od 7 dana. Uocava se
perikapsularno vezivno tkivo sa izraZenom zapaljenskom reakcijom i izraZenom
venskom stazom (ocena 3.3). (HE, x400)

81



..

Slika 21. Materijal MTA u ekperimentalnom periodu od 7 dana. Na mikrofotografiji
uocava se defekta (od cevcice) Ciji su zidovi ograniceni tankom kontinuiranom
kapsulom(ocena 2). (HE, x100)
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Rezultati analize kontrolnih preparata sedam dana posle implantacije
prikazani su u Tabeli 5.

Tabela 5. Rezultati histoloske analize za kontrolne uzorke u opservacionom periodu od
7 dana.

KONTROLA

REAKCIJA
CS CS-HA MTA

1. Zapaljenska reakcija

0 - odsutno
1 - minimalno < 25 ¢elija 3.2 2.75 2.5
2 - blaga 26 - 50 ¢elija

3 - umerena 51 - 100 éelija
4 - izrazita > 100 Celija

2. Vaskularna kongestija

0 - odsutno
1 - minimalno 3.4 2.75 2.7
2 - blaga

3 - umerena

4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda

3. Kapsula

0 - odsutna
1 - minimalna 1.2 1.5 1.4
2 - tanka

3 - umereno debela
4 - debela

4. Oc¢uvanje integriteta

vezivnog tkiva

0 - kompletno 3 1.75 2.4

1 - minimalna narausenost strukture
2 - blaga narusenost strukture

3 - umerena narusenost strukture

4 - nekroza

Testirani materijali: CS - kalcijum silikatni sistemi; CS-HA - kalcijum silikatni sistemi sa
ihidroksiapatitom; MTA-mineral trioksid agregat

Uocena je umerena do znacajna naruSenost integriteta vezivnog tkiva
koja je bila najjace izraZena kod kontrole CS (3), a najslabije kod kontrole CS-HA
(1.75). Uocava se destrukcija kolagenih vlakana, bez znakova nekroze i sa
znacima kongestije krvnih sudova lociranih u potkoZznom masnom tkivu koja je

najjace izraZena kod kontrole CS (3.4), dok je nesto slabije izraZena kod CS-HA
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(2.75). Vaskularna kongestija kontrole MTA, koja je ocenjena ocenom 2.7,
pokazala je statisticki znacajnu razliku (p=0.0128) u odnosu na MTA. Krvni
sudovi locirani u neposrednoj blizini defekta (mesta gde je bila cev¢ica) nisu
pokazivali znake kongestije ili je ona bila blaga. Povecan broj krvnih sudova
govori u prilog formiranja mladog granulacionog tkiva i reparacije. Uoc¢ena je
nezna, tanka kapsula koja mestimi¢no nedostaje, a najbolje je bila razvijena kod
kontrole materijala CS-HA (1.5), dok je kod MTA ocenjena ocenom 1.4, a
najtanja je bila kod kontrole materijala CS (1.2). U dermalnom vezivnom tkivu
bili su prisutni znaci zapaljenske reakcije koja se mogla oceniti kao umereno
intenzivna. Kod materijala CS je ocenjena sa 3.2, kod kontrole materijala CS-HA
sa 2.75, a kod kontrole MTA 2.5. Celije zapaljenskog infiltrata preteZno su ¢inili
limfociti i plazmociti §to govori u prilog hroni¢noj zapaljenskoj reakciji (Slika
22). Uocene su i pojedinacne dzinovske celije $to govori u prilog reakcije tkiva

na strano telo.

Slika 22. Negativna kontrola (prazna cevcica) u eksperimentalnom periodu od 7 dana.
Uocava se umerena narusenost integriteta vezionog tkiva (ocena 3). U zapaljenskom
infiltratu dominiraju limfociti i plazmociti. Prisutna je nezna i tanka kapsula (ocena

1.5). (HE, x100)
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5.3.3. Rezultati histoloske analize u eksperimentalnom periodu od 15 dana

Rezultati histoloske analize su prikazani u Tabeli 6 i 7 i na Slikama 23-29.

Tabela 6. Rezultati histoloske analize u opservacionom periodu od 15 dana.

MATERIJALI

REAKCIJA

CS CS-HA MTA
1. Zapaljenska reakcija
0 - odsutno
1 - minimalno < 25 ¢elija 2 1.6 2.3
2 - blaga 26 - 50 celija
3 - umerena 51 - 100 éelija
4 - izrazita > 100 Celija
2. Vaskularna kongestija
0 - odsutno
1 - minimalno 1.6 0.8 1.3
2 - blaga
3 - umerena
4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda
3. Kapsula
0 - odsutna
1 - minimalna 1.6 2.2 2
2 - tanka
3 - umereno debela
4 - debela
4. Oc¢uvanje integriteta
vezivnog tkiva
0 - kompletno
1 - minimalna narausenost strukture 14 1.6 1.7
2 - blaga narusenost strukture
3 - umerena narusenost strukture
4 - nekroza

Testirani materijali: CS - kalcijum silikatni sistemi; CS-HA kalcijum silikatni sistemi sa
hidroksiapatitom; MTA- mineral trioksid agregat

Na kraju opservacionog perioda od 15 dana svi uzorci (za sve materijale i
kontrole) su bili dostupni za histolosku analizu.

Zarastanje je proteklo uobicajenim tokom, makroskopski bez vidljivih
znakova zapaljenske reakcije, bez znakova krvarenja i narusenosti struktura

vezivnog tkiva.
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Nije bilo statisti¢cki znacajne razlike ni po jednom parametru izmedu
grupa.

Na posmatranim preparatima 15 dana od implantacije materijala u
rastresitom vezivnom tkivu mogao se uociti minimalan broj ¢elija zapaljenskog
infiltrata koji se kod CS-HA i CS mogao oceniti kao blago zapaljenje (1.6 i 2)
(Slika 23, 24), dok se kod MTA zapaljenje moglo oceniti kao blago do umereno
(2.3) (Slika 26). Krvni sudovi su bili normalnog broja sa znacima minimalne
venske staze Sto je za CS-HA ocenjeno ocenom 0.8, dok je za MTA i CS
okarakterisana kao minimalna i blaga kongestija (1.3 i 1.6). U vezivnom tkivu
uocen je defekt koji odgovara lumenu implantirane cevéice. Zidove defekta je
¢inila kapsula koja je bila najizraZenija kod CS-HA (2.2) (Slika 25), nesto tanja
kod MTA (2) (Slika 26), a najtanja kod materijala CS (1.6) (Slika 23). U kapsuli
nije bilo ¢celija zapaljenskog infiltrata, a u perikapsularnom vezivnom tkivu su
se nalazili malobrojni limfociti i plazmociti koji su pokazivali perivaskularnu i
subkapsularnu distribuciju. Perikapsularno vezivno tkivo je bilo minimalno ili
blago narusene strukture, a najmanje je bilo izraZzeno kod CS (1.4), zatim kod

CS-HA (1.6). Kod MTA je ocenjeno ocenom 1.7 (Slika 27).
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Slika 23. Materijal CS u eksperimentalnom periodu od 15 dana. Uocava se duboka
subkutana implantacija koja je dosezala do misicnog tkiva. Na uzorku se ne uocavaju
znakovi zapaljenske reakcije. Prisutna je tanka kapsula koja ¢ini zidove defekta (ocena

1.6). (HE, x400)
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Slika 24. Materijal CS u eksperimentalnom periodu od 15 dana. Uocava se vezivno

tkivo koje je najvecim delom ocuvanog integriteta, bez venske staze (ocena 1.4). Prisutni
su limfociti i plazmociti, Sto govori u prilog hronicnoj zapaljenskoj reakciji. (HE, x400)
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Slika 25. Materijal CS-HA u eksperimentalnom periodu od 15 dana. Uocava se dobro
razvijena kapsula (ocena 2.2), sa perikapsularnim vezivnim tkivom sa limfocitima i
plazmocitima, perivaskularne i subkapsularne distribucije. (HE, x100)

Slika 26. Materijal MTA u eksperimentalnom periodu od 15 dana. Uocava se
formirana tanka kapsula (ocena 2) i perikapsularno vezivno tkivo blago narusenog
integriteta. (HE, x100)
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Slika 27. Materijal MTA u eksperimentalnom periodu od 15 dana. Uocava se blago
narusena struktura sa umerenom infiltracijom Celija zapaljenskog infiltrata (ocena 1.7).
(HE, x400)
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Analizom kontrolnih uzoraka (Tabela 7) uoceno je da je reakcija tkiva bila

ista kao i kod testiranih materijala.

Tabela 7. Rezultati histoloske analize kontrolnih uzoraka u opservacionom periodu od
15 dana.

KONTROLA
CS CS-HA MTA

REAKCIJA

1. Zapaljenska reakcija

0 - odsutno
1 - minimalno < 25 ¢elija 2 2.2 1.9
2 - blaga 26 - 50 celija

3 - umerena 51 - 100 éelija
4 - izrazita > 100 celija

2. Vaskularna kongestija

0 - odsutno
1 - minimalno 1.8 1.4 1.3
2 - blaga

3 - umerena

4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda

3. Kapsula

0 - odsutna
1 - minimalna 1.8 1.8 1.7
2 - tanka

3 - umereno debela
4 - debela

4. Oc¢uvanje integriteta
vezivnog tkiva

0 - kompletno

1 - minimalna narausenost strukture 1.5 1.6 1.4
2 - blaga narusenost strukture

3 - umerena narus$enost strukture
4 - nekroza

Testirani materijali: CS - kalcijum silikatni sistemi; CS-HA kalcijum silikatni sistemi sa
hidroksiapatitom; MTA - mineral trioksid agregat

Zapaljenska reakcija je bila najmanje izraZena kod kontrole MTA i
ocenjena je kao blaga sa ocenom 1.9 (do 50 ¢elija u vidnom polju), dok su
kontrolni preparati za CS ocenjeni ocenom 2, a za CS-HA ocenom 2.2. Na svim
preparatima je bila formirana tanka kapsula (Slika 28) koja je kod kontrole

materijala CS i CS-HA ocenjena ocenom 1.8, dok je kod MTA bila nesto tanja i
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ocenjena je sa 1.7. U kapsuli nije bilo celija zapaljenskog infiltrata. U
perikapsularnom tkivu mogao se uociti veliki broj krvnih sudova $to govori u
prilog neoangiogeneze i reparatornih procesa (Slika 29). Vaskularna kongestija
je bila najmanje izrazena kod MTA (1.3), veoma sli¢no kod CS-HA (1.4), dok je
kod CS ocenjena kao veoma blaga (1.8). Vezivno tkivo oko kapsule je bilo
minimalno naru$ene strukture i ocenjeno je 1.4 za MTA, 1,5 za CS51i 1.6 za CS-

HA.
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Slika 28. Negativna kontrola (prazna cevcica) u eksperimentalnom periodu od 15 dana.
Uocava se defekt koji odgovara poloZaju cevcice, iji su zidovi obavijeni tankom
kapsulom (ocena 1.8). (HE, x40)
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Slika 29. Negativna kontrola (prazna cevcica) u eksperimentalnom periodu od 15
dana. U perikapsularnom vezivnom tkivu uocava se veliki broj kronih sudova, sto
govori u prilog neoangiogeneze. (HE, x400)
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5.3.4. Rezultati histoloske analize u eksperimentalnom periodu od 30 dana

Rezultati su prikazani u Tabelama 8 i 9 i Slikama 30 - 35.

Tabela 8. Rezultati histoloske analize u oservacionom periodu od 30 dana.

MATERIJALI

REAKCIJA
CS CS-HA MTA

1. Zapaljenska reakcija

0 - odsutno
1 - minimalno < 25 ¢elija 1.6 1.4 1.9
2 - blaga 26 - 50 celija

3 - umerena 51 - 100 éelija
4 - izrazita > 100 celija

2. Vaskularna kongestija

0 - odsutno
1 - minimalno 0.6 0.6 0.8
2 - blaga

3 - umerena

4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda

3. Kapsula

0 - odsutna
1 - minimalna 2 2.6 2.1
2 - tanka

3 - umereno debela
4 - debela

4. O¢uvanje integriteta
vezivnog tkiva

0 - kompletno

1 - minimalna narausenost strukture 0.4 0.4 1.1
2 - blaga narusenost strukture

3 - umerena narusenost strukture

4 - nekroza

Testirani _materijali: CS - kalcijum silikatni sistemi; CS-HA - kalcijum silikatni sitemi sa
hidroksiapatitom; MTA - mineral trioksid agregat

Na kraju evaluacionog perioda od 30 dana svi uzorci sa testiranim
materijalom CS, MTA i svi kontrolni uzorci bili su dostupni za histolosku
analizu (po 20 ploc¢ica u duplikatu). U grupi gde je testiran CS-HA na kraju

evaluacionog perioda bilo je dostupno 18 uzoraka za histolosku analizu.
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U posmatranim uzorcima 30 dana nakon implantacije cevéica sa
materijalima vezivno tkivo je bilo normalne strukture sa minimalnim brojem
¢elija zapaljenskog infiltrata kod testiranih materijala CS i CS-HA (Slika 31, 32),
gde je zapaljenska reakcija bila ocenjena sa 1.6 odnosno 1.4, ali bez statisticke
znacajnosti. Kod MTA okolno vezivno tkivo je u vedini uzoraka pokazivalo
znake blagog zapaljenja. Samo se u dva uzorka mogla uociti, fokalno uz zid
kapsule, pocetna nekroza i tragovi kalcifikacije, sa izraZenijom histiocithnom
reakcijom $to je ocenjeno ocenom 1.9 (Slika 34). Vezivno tkivo je bilo sa
uobicajenim brojem krvnih sudova bez znakova venske kongestije i ocenjeno je
ocenom 0.6 za CS i CS-HA, a za MTA ocenom 0.8. Na mestu kontakta sa
testiranim materijalima uocena je dobro razvijena kapsula koja je kod CS-HA
ocenjena sa 2.6 (Slika 32), kod MTA sa 2.1 (Slika 33), dok je kod CS bila nesto
tanja i ocenjena je ocenom 2 (Slika 30). Razlika nije bila statisticki znacajna.
Treba istaci da kapsula kod MTA nije bila o¢uvana u svim preparatima. Okolno
vezivno tkivo je bilo normalne strukture (potpuno oc¢uvanog integriteta) kod
materijala CS i CS-HA (0.4), a kod MTA je bilo minimalno narusene strukture
(1.1).
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Slika 30. Materijal CS u eksperimentalnom periodu od 30 dana. Na mikrofotografiji
uocava se segment dobro razvijene fibrozne kapsule (ocena 2). (HE, x100)
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Slika 31. Materijal CS u eksperlmentalnom perlodu od 30 dana. Uocava se ocuvan
integritet vezivnog tkiva, sa minimalnim brojem Celija zapaljenskog infiltrata (ocena
0.6). (HE,x400)
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Slika 32. Materijal CS-HA u eksperimentalnom periodu od 30 dana. Prikazan je
segment dobro razvijene fibrozne kapsule (ocena 2.6). Uocava se perikapsularno vezivno
tkivo koje je ocuvanog integriteta, sa kronim sudovima bez znakova kongestije. (HE,
x100)
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Slika 33. Materijal MTA u eksperimentalnom periodu od 30 dana. Na mikrofotografiji
uocava se tanka kapsula ocuvanog integriteta (ocena 2.1). (HE, x40)
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Slika 34. Materijal MTA u eksperimentalnom periodu od 30 dana. Uocava se fokalno

uz zid kapsule pocetna nekroza i fagocitovane cestice rasutog materijala. Oko ovog
fokusa je izraZena histiocitna reakcija (ocena 1.9). (HE, x100)
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Rezultati histoloske analize kontrolnih uzoraka posle 30 dana prikazani su

u Tabeli 9.

Tabela 9. Rezultati histoloske analize kontrolnih uzoraka u opservacionom periodu od
30 dana.

KONTROLA
CS CS-HA MTA

REAKCIJA

1. Zapaljenska reakcija

0 - odsutno
1 - minimalno < 25 ¢elija 1.2 1.33 1.5
2 - blaga 26 - 50 ¢elija

3 - umerena 51 - 100 éelija
4 - izrazita > 100 celija

2. Vaskularna kongestija

0 - odsutno
1 - minimalno 0.33 0.2 0.2
2 - blaga

3 - umerena

4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda

3. Kapsula

0 - odsutna
1 - minimalna 1.8 2 23
2 - tanka

3 - umereno debela
4 - debela

4. Oc¢uvanje integriteta
vezivnog tkiva

0 - kompletno

1 - minimalna narausenost strukture 1 1 1.1
2 - blaga narusenost strukture

3 - umerena narusenost strukture

4 - nekroza

Testirani materijali: CS - kalcijum silikatni sistemi; CS-HA kalcijum silikatni sistemi sa
hidroksiapatitom; MTA - mineral trioksid agregat.

Subepitelno vezivno tkivo bilo je normalnog integriteta i ocenjeno je
ocenom 1 za sve kontrole testiranih materijala. Mestimi¢no se uocavao
minimalni broj ¢elija zapaljenskog infiltrata kojih je bilo najmanje kod CS, gde je
zapaljenska reakcija bila ocenjena ocenom 1.2 (manje od 25 ¢elija po vidnom

polju), potom kod CS-HA (1.33), dok je za MTA zapaljenska reakcija ocenjena sa

98



1.5. Uocavala se dobro formirana fibrozna kapsula koja je bila najizraZenija kod
kontrole MTA (2.3) (Slika 35), nesto je bila tanja kod kontrole CS-HA (2) i
najtanja kod kontrolnih uzoraka za CS (1.8). Oko kapsule u rastresitom
vezivnom tkivu nalazili su se pojedina¢ni limfociti, granulociti, monociti i
makrofagi, Sto ne predstavlja patoloski nalaz. Vezivno tkivo je bilo bez znakova
venske staze Sto je ocenjeno ocenom 0.2 za kontrolu CS-HA i MTA, a za
kontrolu CS ocenjeno je ocenom 0.33. Ocenjena vaskularna kongestija kod
kontrolnih uzoraka MTA, pokazala je statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na

MTA (p=0.0275).

Slika 35. Negativna kontrola (prazna cevcica) u eksperimentalnom periodu od 30 dana.
Uocava se dobro formirana kapsula (ocena 2.3), a subkapsularno vezivno tkivo je bez
znakova zapaljenja (ocena 1) i venske staze. (HE, x400)
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5.3.5. Rezultati histoloske reakcije u eksperimentalnom periodu od 60 dana

Rezultati su prikazani u Tabelama 101 11 i na Slikama 36 - 41.

Tabela 10. Rezultati histoloske analize u opservacionom periodu od 60 dana.

MATERIJALI
CS CS-HA MTA

REAKCIJA

1. Zapaljenska reakcija

0 - odsutno
1 - minimalno < 25 ¢elija 0.5 04 04
2 - blaga 26 - 50 celija

3 - umerena 51 - 100 éelija

4 - izrazita > 100 celija

2. Vaskularna kongestija

0 - odsutno
1 - minimalno 0 0 0.1
2 - blaga

3 - umerena

4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda

3. Kapsula

0 - odsutna
1 - minimalna 2.25 2.8 1.9
2 - tanka

3 - umereno debela
4 - debela

4. O¢uvanje integriteta
vezivnog tkiva

0 - kompletno

1 - minimalna narausenost strukture 0 0 0.2
2 - blaga narusenost strukture

3 - umerena narusenost strukture

4 - nekroza

Testirani materijali: CS - kalcijum silikatni sistemi; CS-HA kalcijum silikatni sitemi sa hidroksiapatitom;
MTA - mineral trioksid agregat.

Na kraju evaluacionog perioda od 60 dana za histolosku analizu bili su
dostupni uzorci iz 9 Zivotinja sa testiranim materijalima, jer u jednoj Zivotinji
nisu pronadene tubice sa materijalom CS kao ni njegove kontrole (pozitivna i

negativna).
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U ispitivanim uzorcima 60 dana od pocetka eksperimenta moglo se uociti
rastresito vezivno tkivo sa pojedina¢nim celijama zapaljenskog infiltrata Sto je
odgovaralo oceni 0.4 za CS-HA (Slika 38) i MTA i 0.5 za materijal CS (Slika 36).
Uoceni su krvni sudovi koji su normalne strukture i u uobi¢ajenom broju bez
znakova venske staze za sve testirane materjale (0). Na mestu kontakta sa
materijalima uocena je dobro formiranu kapsula koja se mogla oceniti kao
umereno debela za materijal CS-HA (2.8) (Slika 39). U kontaktu sa drugim
materijalom, CS, formirana kapsula je ocenjena ocenom 2.25 (Slika 37), dok je
najtanju kapsulu posle 60 dana pokazao MTA (1.9), sto je bilo statisticki
znacajno u odnosu na CS-HA (p=0.0039). Kapsula je u nekim delovima i
nedostajala (Slika 40). Vezivno tkivo je bilo o¢uvanog integriteta (0), uoceni su
znaci tkivne remodelacije, tako da je defekt u tkivu bio ispunjen vezivnim

tkivom normalne strukture.
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Slika 36. Materijal CS u eksperimentalnom periodu od 60 dana. Uocava se rastresito
vezivno tkivo ocuvanog integriteta. Prisutne su pojedinacne celije zapaljenskog
infiltrata (ocena 0.5) i poveéan broj mladih kronih sudova, sto ukazuje na tkivnu
remodelaciju. (HE, x400)
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Slika 37. Materijal CS u eksperimentalnom periodu od 60 dana. Uocava se duboka
insercija u misic sa dobro formiranom kapsulom oko defekta (ocena 2.25).
Subkapsularno tkivo je bez znakova zapaljenja. (HE, x100)

Slika 38. Materijal CS-HA u eksperimentalnom periodu od 60 dana. Uocava se
subkapsularno vezivno tkivo koje je ocuvanog integriteta (ocena 0). (HE, x400)
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Slika 39. Materijal CS-HA u eksperimentalnom periodu od 60 dana. Uocava se dobro
razvijena fibrozna kapsula oko defekta (ocena 2.8). (HE, x100)

Slika 40. Materijal MTA u eksperimentalnom periodu od 60 dana. Uocava se vezivno
tkivo ocuvanog integriteta sa retkim celularnim elementima, histiocitima (ocena 0.5).
Prisutna je i kapsula, razlicite debljine i sa diskontinuitetom (ocena 1.9). (HE, x100)
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Rezultati histoloske analize kontrolnih uzoraka posle 60 dana prikazani su

u Tabeli 11.

Tabela 11. Rezultati histoloske analize za kontrolne uzorke u opservacionom periodu od
60 dana.

KONTROLA

REAKCIJA
CS CS-HA MTA

1. Zapaljenska reakcija

0 - odsutno
1 - minimalno < 25 ¢elija 0.5 0.4 0.7
2 - blaga 26 - 50 ¢elija

3 - umerena 51 - 100 éelija
4 - izrazita > 100 celija

2. Vaskularna kongestija

0 - odsutno
1 - minimalno 0 0 0.2
2 - blaga

3 - umerena

4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda

3. Kapsula

0 - odsutna
1 - minimalna 14 2.2 2.1
2 - tanka

3 - umereno debela
4 - debela

4. Oc¢uvanje integriteta
vezivnog tkiva

0 - kompletno

1 - minimalna narausenost strukture 0.25 0 0.2
2 - blaga narusenost strukture

3 - umerena narus$enost strukture
4 - nekroza

Testirani materijali: CS - kalcijum silikatni sistemi; CS-HA - kalcijum silikatni sistemi sa
hidroksiapatitom; MTA- mineral trioksid agregat.

U posmatranim uzorcima kontrolnih preparata moglo se uociti vezivno
tkivo dermisa ocuvanog inegriteta kod materijala CS-HA (0), dok je za
materijale MTA i CS ocenjeno ocenom 0.2 i 0.25 (Slika 41). Uocen je i veliki broj

novih, mladih krvnih sudova, a okolno tkivo je bilo bez znakova zapaljenske
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reakcije ili je ona bila ocenjena kao reakcija minimalnog inteziteta (bez ili do 25
¢elija u vidnom polju). NajniZi intenzitet zapaljenske reakcije bio je zabeleZen
kod kontrole CS-HA (0.4), zatim kod CS (0.5) i kod MTA (0.7) Celije
zapaljenskog infiltrata imale su lokalnu perivaskularnu distribuciju. Zidove
defekta, nastalog implantacijom cev¢ice, ¢inila je tanka kapsula (Slika 41), dok je
defekt u celini bio ispunjen vezivnim tkivom. Najrazvijeniju kapsulu je imala
kontrola materijala CS-HA (2.2), potom MTA (2.1), a nesto tanju kontrola CS
(1.4). Kapsula formirana kod kontrolnih uzoraka MTA, pokazala je statisticki
znacajnu razliku u odnosu na MTA (p=0.0025). Nije bilo znakova venske staze
kod kontrolnih uzoraka materijala CS i CS-HA (0), dok je kod kontrolnih

uzoraka MTA ocenjena ocenom (0.2), ali bez statisticke znacajnosti.

Slika 41. Negativna kontrola (prazna cevcica) u eksperimentalnom periodu od 60 dana.
Uocava se vezivno tkivo ocuvanog integriteta (ocena 0). Prisutne su Celije zapaljenskog
infiltrata (do 25 Celija u vidnom polju) koje pokazuju osobine lokalne perivaskularne
distribucije. Uocava se i formirana tanka kapsula (ocena 2.2). (HE, x40)
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U tabelama 12 i 13 su prikazane srednje vrednosti skorova za intenzitet
zapaljenske reakcije i debljinu fibrozne kapsule pracene kroz sve evaluacione
periode za oba testirana materijala i kontrolne uzorke.

Uocava se trend opadanja intenziteta zapaljenske reakcije (od 7 do 60
dana), koji je najizraZeniji za materijal CS-HA (Tebela 12). U isto vreme sa
iS¢ezavanjem Ccelija zapaljenskog infiltrata, uocava se formiranje fibrozne
kapsule oko testiranih materijala u funkciji vremena. NajizraZenija kapsula od

7, pa do 60 dana eksperimenta uoc¢ena je kod materijala CS-HA (Tabela 13).

Tabela 12. Srednja vrednost skorova inflamacije i standardna devijacija

7 dana 15 dana 30 dana 60 dana
CS 3,00£0,71 | 2,00£0,71 | 1,60+0,55 | 0,50+0,58
CS-HA 3,00+0,82 | 1,60+0,55 | 1,40£0,55 | 0,20+0,45
MTA 3,30+0,48 | 2,30+1,06 | 1,90+£0,88 | 0,44+0,73
Kontrola 2,5041,43 | 1,90+0,74 | 1,50+0,53 | 0,67+1,00
Tabela 13. Srednja vrednost skorova kapsule i standardna devijacija
7 dana 15 dana 30 dana 60 dana
CS 1,60+0,89 | 2,00£0,00 | 2,00+0,71 | 2,25+0,50
CS-HA 2,0041,41 | 2,20+0,84 | 2,60+0,55 | 2,80+0,45
MTA 1,80£0,79 | 2,00+0,47 | 2,10+0,57 | 2,00+0,50
Kontrola 1,40+0,97 | 1,70£0,48 | 2,30+£0,48 | 2,11+0,33
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54. REZULTATI ISPITIVANJA BIOAKTIVNOSTI
NANOSTRUKTURNIH BIOMATERIJALA: IN VIVO STUDIJA
DIREKTNOG PREKRIVANJA PULPE NA ZUBIMA KUNICA

U ovom poglavlju predstavljeni su rezultati in vivo istraZivanja direktnog
prekrivanja eksponirane pulpe na zubima kunica. Testirani su mineral trioksid
agregat (MTA), kalcijum silikatni sistemi (CS) i kalcijum silikatni sisitemi sa
hidroksiapatitom (CS-HA).

Rezultati su prikazani u Tabelama 14 i 15, i na Slikama 42 - 59.

Tabela 14. Srednja vrednost skorova inflamacije i standardna devijacija

Generalno stanje
Intenzitet Rasirenost
pulpe
MTA 2,67+1,53 2,67+1,15 2,67+1,15
CS 1,83+0,75 2,17+0,75 1,50£0,55
CS-HA 3,00£0,63 2,1710,41 2,17+0,41

5.4.1. Inflamacija pulpnog tkiva ispod MTA

Svi uzorci gde je kao materijal za direktno prekrivanje koris¢en MTA,
pokazivali su znake blagog do umerenog zapaljenja (Slika 42), sa nekoliko
inflamatornih ¢elija neposredno oko mesta eksponirane pulpe. U jednom
uzorku konstatovana je intenzivna zapaljenska reakcija, gde je cela koronarna
pulpa bila infiltrirana zapaljenskim ¢elijama i gde je konstatovana nekroza (Slike
431 44).

Prisustvo malobrojnih gigantskih ¢elija bilo je uoceno u dva uzorka (Slika
45), gde su primeceni i partikuli fagocitovanog materijala.(Slika 46).

Ni u jednom uzorku nisu bile detektovane bakterije.
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Slika 42. Materijal MTA. Defekt u zubnoj gledi (pristupni kavitet). Reaktiono
zapaljenje umerenog intenziteta sa cesticama materijala za direktno prekrivanje.
(HE,x40)

Slika 43. Prisutne rasprostranjene zone nekroze oko partikula MTA. Kroni sudovi
pokazuju znake akutne hiperemije. (HE, x100)
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Slika 44. Detalj sa prethodne mikrofotografije. Fokus nekroze (strelica) uz naglasenu

aktivnu hiperemiju. (HE, x100)

Slika 45. Materijal MTA. Oko partikula materijala prisutne retke dZinovske Celije tipa

oko stranog tela (strelice). (HE, x200)
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Slika 46. Materijal MTA. Umerena zapaljenska reakcija sa fagocitovanim materijalom,
brojnim penastim histiocitima i dZinovskim Celijama, tipa oko stranog tela (strelice).
(HE, x400)

5.4.2. Inflamacija pulpnog tkiva ispod CS

Dva uzorka, gde je kao materijal za direktno prekrivanje koris¢en CS
pokazivali su potpuno odsustvo zapaljenske reakcije (Slika 47). Ostali uzorci
pokazivali su blagu zapaljensku reakciju sa manje od 10 zapaljenskih ¢elija po
polju velikog uveli¢anja (x400) (Slika 48). Samo je jedan uzorak bio ocenjen sa
umerenom zapaljenskom reakcijom (Slika 49).

Rasirenost inflamatorne reakcije bila je ocenjena kao blaga i umerena sa
skorom 2 i 3, odnosno zapaljenske celije su detektovane samo u neposrednoj
blizini implantiranog materijala (Slika 48).

Generalno stanje pulpe ukazivalo je na postojanje blage zapaljenske
reakcije, §to je bilo ocenjeno skorom 2. U pogledu generalnog stanja pulpe nije
postojala statisticki znacajna razlika izmedu testiranih materijala (CS i CS-HA).

Postojala je znacajna razlika izmedu CS i MTA (p=0.040).
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U dva uzorka je bio uo¢en mali broj gigantskih ¢elija, koje se nalaze oko

estica rasutog materijala za direktno prekrivanje (Slika 49).

Ni u jednom uzorku nisu detektovane bakterije.

s

-

Slika 47. Materijal CS. Defekt u zubnoj gledi (pristupni kavitet). Reaktivno zapaljenje
slabog intenziteta sa prisutni cesticama materijala za direktno prekrivanje. (HE, x40)

111



Slika 48. Materijal CS. Neposredno oko implantiranog materijala uocava se
inflamatorni odgovor umerenog intenziteta (skor 2). (HE, x100)

hronicno zapaljenje sa retkim monojedarnim Celijama i fokalno prisutnim dzinovskim
Celijama tipa oko stranog tela (strelice)
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5.4.3. Inflamacija pulpnog tkiva ispod CS-HA

Svi posmatrani uzorci gde je kao materijal za direktno prekrivanje
koris¢en CS-HA pokazivali su znake umerenog zapaljenja (Slika 50), a samo u
jednom uzoraku je bilo uoc¢eno intenzivno zapaljenje, $to je bilo ocenjeno skorom
4, sto je statisticki znacajno u odnosu na CS (p=0.0036). Zapaljenski odgovor se
javljao samo oko dela eksponirane pulpe.

Ukupno stanje pulpe bilo je ocenjeno kao postojanje zapaljenskog
odgovora (skor 2), a u jednom slucaju je konstatovan apsces, to je bilo ocenjeno
skorom 3. (Slika 51).

U uzorcima je konstatovan znatan broj gigantskih celija i rasutih delova
materijala (Slike 52 1 53), Sto je statisti¢ki znac¢ajno u odnosu na CS (p=0.001) i na
MTA (p=0.033).

Ni u jednom uzorku nisu detektovane bakterije.

) % 4

Slika 50. Materijala CS-HA. Defekt u zubnoj gledi (pristupni kavitet). Implantirani
materijal okruzZen umerenom do intenzionom inflamatornom reakcijom pulpe sa
fokusima nekroze (skor 4) (HE, x40)
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Slika 51. Detalj sa prethodne mikrofotografije. Formiranje mikroapscesa oko
implantiranog materijala, CS-HA (HE,x100)

Slika 52. U pulpnom tkivu se uocavaju rasute partikule materijala CS-HA okruZene
brojnim dZinovskim Celijama tipa oko stranog tela (strelice) (HE, x200)

114



brojne dZinovske celije tipa osteoklasta (HE, x400)

5.4.4. Formiranje novog kalcifikovanog tkiva

Tabela 15. Srednja vrednost skorova kalcifikovanog tkiva i standardna devijacija

Kontinuitet | Morfologija Debljina Lokalizacija
MTA 3,67+0,58 3,67+0,58 3,67+0,58 3,33+0,58
CSs 4,00£0,00 3,50+0,55 3,83+0,41 4,00+0,00
CS-HA 3,17+0,41 2,67+0,52 3,17+0,41 2,83+0,98

U ovom kratkom opservacionom periodu, 3, 10 i 14 dana, ni u jednom
uzorku nije bilo uo¢eno formiranje dentinskog mosta u predelu eksponirane
pulpe.

Posmatraju¢i uzorke sa MTA, na jednom uzorku je bila uo¢ena veoma
tanka lateralna depozicija novoformiranog kalcifikovanog tkiva (do 149 um) u
maksilarnom sekuti¢u posle 10 dana. (Slike 54 i 55)

U uzorcima gde je kao materijal za direktno prekrivanje eksponirane

pulpe koris¢en CS (posle 10 i 14 dana), konstatovana je depozicija veoma
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tankog sloja novoformiranog kalcifikovanog tkiva u maksilarnim sekuti¢ima
(Slike 56 1 57). Ovo novoformirano kalcifikovano tkivo je bilo regularne
strukture, koja je li¢ila na reparatorni dentin. Na periferiji su uocene
mezenhimalne Celije sa odontoblastnom diferencijacijom.

Ni u uzorcima gde je kao zavoj na pulpnu ranu postavljan CS-HA nije
bilo uoceno formiranje kompletnog dentinskog mosta na zubima maksile i
mandibule.

Na eksperimentalnim uzorcima posle 10 dana bila je uocena lateralna
depozicija veoma tankog, iregularnog sloja novoformiranog kalcifikovanog

tkiva (do 149um), sa inkluzijama fibrovaskularnog tkiva (Slike 58 i 59).

.

Slika 54. Novoformirano kalcifikovano tkivo ispod MTA, oko koga se uocavaju
mezenhimalne Celije sa odontoblastnom diferencijacijom. (HE, x100)
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Slika 55. Detalj sa prethodne mikrofotografije (obeleZena zona na slici 54).
Hipercelularno novostvoreno kalcifikovano tkivo. (HE, x200)

Slika 56. Materijal CS. Novoformirano kalcifikovano tkivo regularne strukture,
okruzeno mezenhimalnim celijama sa odontoblasticnom diferencijacijom (HE, x100)
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Slika 57. Detalj sa prethodne mikrofotografije (obelezena zona na Slici 56.).
Inscipijentni dentinski most kontinualne strukture. (HE, x200)

Slika 58. Materijal CS-HA. Iregularan diskontinuirani most. Izmedu plaZa
novostvorenog osteoida prisutno fibrovaskularno tkivo (HE, x40)
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Slika 59. Detalj sa prethodne mikrofotografije. Fibrovaskularno tkivo razdvaja plaze
novostvorenog kalcifikovanog tkiva (strelice) (HE, x100)
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6. DISKUSIJA

Upotreba novih materijala kao zamena nekih tkiva u organizmu bila je
poznata jo$ kod starih civilizacija. Pre vise od 2000 godina u zubarstvu je
koriséeno zlato, drveni zubi, Zivotinjske kosti.

Pocetkom XX veka pocinje ekspanzija u proizvodnji vestackih materijala.
Njihova proizvodnja i ekonomska cena je bila vrlo povoljna za primenu u
medicini, ali potreba za sistematskim proveravanjem, zbog njihove toksi¢nosti
desto je onemogucavala njihovu primenu. Danas je u tehnologiji ostvaren
ogroman napredak u proizvodnji velikog broja novih i kvalitetnih materijala
koji se koriste u klini¢koj praksi. Preduslov za njihovu primenu bio je da se
utvrdi interakcija izmedu biomaterijala i tkiva u telu, odnosno da se proveri
njihova biokompatibilnost. Razumevanje pojmova i mehanizama u vezi sa ovim
pitanjima postalo je osnovni zadatak predklini¢kih ispitivanja i upotrebe
biomaterijala u medicinske svrhe.

Materijali testirani u ovoj studiji bili su novosintetisani nanomaterijali na
bazi trikalcijum i dikalcijum silikata i hidroksiapatita. Prvi materijal, u
eksperimentima obelezen kao CS je meSavina P-C2S i C3S faze, kalcijum
karbonata i barijum sulfata, koji je koris¢en kao rendgen kontrastno sredstvo.
Drugi materijal, CS-HA je bio meSavina hidroksiapatita (40%) i -C2S i CS u
odnosu 2:1, kalcijum karbonata i barijum sulfata.

Njihova strukturna i bioloska svojstva su uporedivana sa mineral
trioksid agregatom (MTA), zlatnim standardom trikalcijum silikatnih cemenata.
Kalcijum silikatni sistemi, patentirani po prvi put od strane Jokanovica i sar.
(2008), dobijeni su, hidrotermalnom sol-gel metodom i  samosirecom reakcijom
sagorevanja, koje obezbeduju visoku aktivnost i kratko vreme vezivanja
materijala.

Kalcijum silikatni cementi privukli su veliku paZznju u ortopediji i

stomatologiji zbog svoje odli¢ne biokompatibilnosti i osteogeneze (Chiang
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2013). Varijacije Portland cementa kojima je glavna komponenta kalcijum silikat
razvijene su za endodontsku primenu kao alternativa MTA-u da bi se
prevazisle njegove loSe osobine. Pojava novih cemenata na bazi trikalcijum
silikata bi trebalo da resi problem vremena vezivanja koje je kod MTA izrazito
dugo ( 4-6 sati), odnosno da spreci otpustanje teskih metala i njihove Stetne
efekte na okolna tkiva. Novosintetisani materijali su pogodniji za upotrebu u
klinickim wuslovima, imaju dobru bioaktivnost i prihvatljivu degradaciju
(osobina implantiranog cementa da bude zamenjen prirodnim tkivom) (Grech i
sar. 2013).

MTA je kalcijum silikatni hidrauli¢ni cement koji se danas koristi za
razli¢ite endodontske indikacije i to za zatvaranje vrha korena posle
apikotomija, za direktno prekrivanje pulpe, zatvaranje perforacija, odnosno kao
apikalni ¢ep za zube sa otvorenim apeksom i nezavrSenim rastom korena
(Parirokh i Torabinejad 2010.)

Bioaktivnost, kao najjace svojstvo MTA, je u njegovom kapacitetu da
spontano stvara apatitni sloj na svojoj povrsini, kad se nade u kontaktu sa
tizioloskim fluidima koji sadrZze fosfate (Gandolfi i sar. 2010). Apatitna
formacija nastaje preko interakcije Ca?* jona oslobodenih iz MTA sa fosfatima iz
tkivnih fluida i smatra se klju¢em biokompatibilnosti ovog materijala ali i
drugih neorganskih biomaterijala (Han i Okiji 2013).

Novosintetisani nanomaterijali koris¢eni u ovoj studiji su keramicki
biomaterijali odn. hidrauliéni cementi na bazi di- i trikalcijum silikata,
trikalcijum aluminata i gipsa. Ovi materijali ispoljavaju svoj bioaktivni
potencijal tako Sto stvaraju apatitni sloj na povrsini koji je slican kostanom tkivu
i koji se kasnije integrise u okolno tkivo (Liu i sar. 2011). U toku hidratacije
njihove hidrofilne komponente prolaze kroz seriju hemijskih reakcija
formirajuc¢i nanoporozni gel, kalcijum-silikatni hidrat (CSH faza) i rastvorljive
frakcije Ca(OH): ili portlantid (Jokanovi¢ i sar. 2008, Gandolfi i sar. 2010).
Formiranje apatitnog sloja na povrsini kalcijum silikatnih materijala nastaje

rastvaranjem portlantida. Ova reakcija dovodi do porasta pH i koncentracije
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Ca?* jona, Sto u tkivnim te¢nostima bogatim fosfatima podstice precipitaciju
kristala (Han & Okiji, 2011). Precipitacija apatita ukazuje na visoku bioaktivnost
cementa u prisustvu fluida bogatih fosfatima. Ding (2011, 2013) je ukazao da
bioaktivnost materijala na bazi SiO>-CaO ne zavisi od fosfatnih jona koji su u
sastavu materijala ve¢ od fosfatnih jona iz fluida (te¢nosti) sa kojima dolazi u
kontakt $to uti¢e na formiranje apatitnog sloja..

Svi cementi na bazi trikalcijum silikata otpustaju kalcijumove jone $to
rezultira visokim alkalnim pH vrednostima.

Novosintetisani kalcijum silikatni sistemi iz ove studije, imali su visoke
pH vrednosti 12.42 i nakon 21 dan. Sli¢ne nalaze dobio je i Grech i sar. (2013a)
koji su ispitujuci eksperimentalne kalcijum silikatne cemente potvrdili da pH
vrednosti rastu od prvog dana postavljanja cementa u vlaznu sredinu i
odrzavaju se tokom 28 dana (u opsegu od 11.7 do 12.4).

Osim dobre biokompatibilnosti, dugogodisnja klinicka primena ukazala
je na izvesne mane MTA.

VaZan zahtev za svaki stalni dentalni materijal je njegova otpornost na
degradaciju (rastvorljivost) kad je izlozen delovanju oralne sredine tokom
duZeg vremenskog perioda. Jedna od mana MTA je spiranje odn. dezintegracija
svezeg materijala posle kontakta sa krvlju ili drugim tkivnim fluidima. Ovo je u
najvec¢oj meri posledica dugog vremena vezivanja ali i strukture samog
materijala (Formosa i sar. 2013). Na trZistu su se pojavili novi cementi sli¢ni
MTA, ali sa dodatkom aditiva koji smanjuju ispiranje materijala (anti-washout
agent) kao sto su natrijum hijaluronat, natrijum alginat, kitosan ili modifikovani
gskrob. Medutim, ovi aditivi ne bi smeli uticati na bioaktivnost cementa,
smanjivati mu mehani¢ku otpornost, produZziti vreme vezivanja ili uticati na
rendgen kontrastnost materijala. Formosa i sar. (2013) su utvrdili da je
dodavanje takvog jednog aditiva MTA-u (na vodenoj bazi sa malom koli¢inom
silikona, kalijuma, kalcijuma i hlora) uticalo na skraéenje vremena vezivanja
cementa i povecanja otpornosti na pritisak, dok na mikrotvrdocu i

rendgenkontrastnost ovi aditivi nisu uticali.
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Skracdeno vreme vezivanja smanjuje mogucnost ispiranja materijala i
njegovo pomeranje sa mesta aplikacije. Smanjena mogucénost ispiranja je
njegovo svojstvo da se odupre dezintergraciji kad dode u kontakt sa krvlju ili
drugim tkivnim tecnostima dok je u svezem stanju (Formosa i sar. 2013).

Chiang (2013.) je utvrdio da pH sredine i duZina izloZenosti kiseloj
sredini znacajno uti¢u na fizicko hemijska svojstva ( promene teZine, poroznost,
sposobnost istezanja) trikalcijum i dikalcijum silikatnih cementa. Ova
degradacija cementa je spor proces, a gubitak teZine se moZe objasniti
oslobadanjem rastvorljivih komponenti, najvise Ca(OH)a.

Ova studija je potvrdila da je povrsinska zona cestica praha u direktnoj
vezi sa vremenom vezivanja cementne baze materijala. Karakterizacija novih
nanostrukturnih materijala CS i CS-HA pokazala je, da vreme vezivanja ovih
materijala pocinje ve¢ posle tri minuta i kompletno je u rasponu od 10 do 15
min, $to je znacajno krace u poredenju sa vremenom vezivanja MTA (Jokanovi¢
i sar. 2008).

Struktura ovih kalcijum silikatnih sisitema (CS) uredena je na tri
hijerarhijska nivoa: aglomerati - veli¢ine nekoliko mikrometara, cestice - sa
dimenzijama izmedu 117 i 477 nm i kristaliti (veli¢cine oko 19.9 nm) koji
pokazuju znacajnu aktivnost sistema. Strukture napravljene na 3 hijerarhijska
nivoa obecavaju, budu¢i da nisu bioloski destruktivne. Dimenzije aglomerata
nisu uporedive sa kanalima unutar celijskih membrana, dok njihovi nano-
elementi (nano-kristaliti) obezbeduju evidentnu aktivnost, vaznu za brzo
vezivanje ovih meSavina pri primeni u endodontskoj terapiji. To potvrduju i
nalazu Saghiri-a koji smatra da manja veli¢ina Cestica i povecanje povrsinske
zone igraju vaznu ulogu u fizickim i hemijskim svojstvima cementa, pre svega
zbog bolje i brze hidratacije cestica, ali i manje poroznosti. Vec¢a poroznost moze
ubrzati prodor kiseline u povrSinsku strukturu i smanjiti mikrotvrdocu
povrsine materijala i stvaranje pukotina (Saghiri i sar. 2012).

Ucinjeni su napori da se skrati vreme vezivanja kalcijum silikatnih

cemenata, dodavanjem razli¢itih aditiva kao Sto su CaClz (Bortoluzzi i sar.
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2006), polimeri (Chng i sar. 2005), plasticizeri (Oliveira i sar. 2010.) ili drugi
materijali (Saghiri i sar. 2012) ali bez znacajnih rezultata.

Odskora je na trzistu predstavljen novi trikalcijum silikatni cement,
Biodentin kome je dodat kalcijum hlorid u tecnoj komponenti kako bi se
skratilo vreme vezivanja. (Grech i sar. 2013a). Pokazalo se da ti aditivi
uglavnom povecavaju toksi¢nost i kompromituju fizicka svojstva odnosno
bioaktivnost materijala (Torabinejad i Parirokh 2010).

Cak i nove formule trikalcijum silikatnih cemenata koje se pojavljuju na
trzistu s ciljem da prevazidu mane MTA, kao Sto su Biodentine i Bio aggregate,
imaju duZe vreme vezivanja (45min i 4 sata) (Grech i sar. 2013b) od CS i CS-HA
koris¢enih u ovoj studiji. To je rezultat pre svega potpuno novog (inovativnog)
nacina sintetisanja cementa, a ne dodavanja aditiva za ubravanje vezivanja.

Joannidis (2013.) je na osnovu svojih i drugih istrazivanja utvrdio da obe
formulacije MTA (sivi i beli) dovode do diskoloracije krunice zuba, kada se
koriste kao bioloska barijera u slucajevima regeneracije pulpe. Ovaj neZeljeni
efekat objasnjavaju prisustvom visoke koncentracije oksida teskih metala
(gvozda, magnezijuma i aluminijuma). Akbari i sar. (2012.) zbog toga savetuju
postavljanje dvostrukog sloja dentin adhezivnih sistema u pristupnom
kavitetu. S ovim nalazom se slaze i Camilleri, ali i drugi istrazivaci koji su
potvrdili prisustvo tragova olova, arsena i hroma u sastavu Portland cementa,
MTA i Biodentina. Ovo je znacajan problem ovih materijala s obzirom na
dugotrajni kontakt materijala sa tvrdim i mekim tkivima nakon aplikacije
(Camilleri sar. 2012, Grech i sar. 2013a).

Otpusanjem arsena iz razli¢itih formulacija MTA i Portland cementa
bavili su se i Duarte i sar.(2005) i Bramante i sar.(2008). Oni su zakljucili da se
ovaj toksi¢ni element otpusta, ali ispod nivoa propisanog ISO standardima.

Sa ovim nalazom se ne slazu Schembri (2010) i Camilleri (2012) koji su
nasli da je nivo arsena u MTA iznad nivoa preporucenim ISO standardom (2
mg kg1). Kad arsen dode u kontakt s krvlju u toku hirurskih zahvata, on biva

apsorbovan i transportovan crvenim krvnim zrncima i taloZi se u jetri i
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bibrezima. Ako jetra ne moZe da ga metaboliSe on postaje toksican i izaziva
ostecenja i u subletalnim koncentracijama. Ovi materijali su u klinickoj upotrebi
i smatraju se bezbednim, iako zakonska regulativa za dentalne standarde jo$
nije odredila granice za dozvoljeni nivo otpustanja pojedinih elemenata. Ve¢
duze vreme se povecan rizik od Alchajmerove bolesti dovodi u vezu sa
pojacanim izlaganjem ljudskih tkiva aluminijjumu iz dentalnih i drugih
biomaterijala (Forbes&Gentleman 1998, Camilleri i sar. 2012).

Zato je vazno istaci da novosintetisani nanomaterijali CS i HA-CS u svom
sastavu nemaju teSke metale (Jokanovi¢ i sar. 2006, 2008).

U kompoziciji MTA-a kao rendgen kontrastno sredstvo koristi se bizmut
oksid. Efekti bizmut oksida na ljudske celije su kontraverzni. Dok jedni negiraju
uticaj ovog elementa na biokompatibilnost cementa, drugi isti¢u da on izaziva
citotoksi¢nost celija pulpe (Gandolfi i sar.2010). Drugi problem vezan za
bizmut oksid je aktivno uc¢esce u procesima hidratacije MTA. Bizmut iz MTA je
inkorporiran unutar hidriranih kalcijum silikatnih struktura i tako modifikuje
reakciju hidratacije MTA (Camilleri 2010).

Barijum sulfat koji je dodat kompoziciji testiranih novosintetisanih
materijala je bezbedniji za klinicku upotrebu jer je inertan.Ovo je potvrdio i
Camilleri u svojim istrazivanjima i zaklju¢io da se alternativha rendgen
kontrastna sredstva (barijum sulfat, zlato i srebro/kalaj) ponasaju inertno i ne
modifikuju hidratacione karakteristike kalcijum silikatnih cemenata (Camilleri
2010).

Hidroksiapatit (HA) je jedna od najc¢esée korisc¢enih kalcijum fosfatnih
biokeramika koja ispoljava osteokonduktivna svojstva. Buduci da je njegova
struktura sli¢na mineralima kosti, on moZze formirati direktnu vezu sa kostanim
tkivom. HA ima nekoliko prednosti: dobro je prihvacen i ugradiv u kost
domacina, ali obezbeduje i osnovu za rast nove kosti (Suwanprateeb i sar. 2012).
On poseduje izvrsnu biokompatibilnost, a povrsinski sloj ima glavnu ulogu u
formiranju, rastu i odrzavanju veze izmedu tkiva i biomaterijala (Liu i sar.

2011). Takode, ne sadrzi nikakve proteine pa ne uzrokuje bilo kakve alergijske
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ili imunoloske reakcije (Hu i sar. 2011). S druge strane, HA ima sustinski veoma
slaba mehanic¢ka svojstva (Arun i sar. 2011).

Sa ciljem poboljsanja karateristika i dobijanja novih endodontskih
materijala, formulisana je nova smesa hidroksiapatita i kalcijum silikatnih
sistema (CS-HA). Medutim, s obzirom na to da se radi o novim biokeramickim
materijalima, njihova kompatibilnost sa bioloskim sistemima i ponasSanje u
tizioloskom okruZenju nisu dovoljno prouceni. Neophodno je bilo proveriti ove
materijale kroz niz pretklini¢kih testova.

Celijski odgovor na HA ¢estice, koje su ugradene u martiks ili su u vidu
omotaca, zavisi od svojstava kao $to su veli¢ina cestice, morfologija (Stapicasta,
sferi¢na, nepravilna), hemijski sastav, kristalizacija i temperatura sinteze.
Generalno je prihvaceno da Stapicasti oblik kristala izaziva zanemarljiv celijski
odgovor u odnosu na ¢estice sfericnog oblika, zbog veceg povrsinskog napona
zakrivljene povrsine (Wahl i sar. 2006.)

To je potpuno u saglasnosti sa ovim rezultatima, jer su nanocestice HA
koriS¢ene u smesi sa kalcijum silikatnim sistemima imale Stapicast oblik (odnos
duzina:pre¢nik 10:1). Ovo je znacajno za modeliranje interakcije izmedu
skafolda i kostanih celija, odn. uti¢e na aktivnost kostanih ¢elija i njihovu
adaptabilnosti na povrsinu skafolda. Ovo potvrduju i Fenoglio i sar. (2011)
isticu¢i da je velicina cestica klju¢ni faktor u odredivanju interakcije
neorganskih cestica i bioloskih sistema, a da je oblik ¢estice dominantan faktor
u promenama koje se deSavaju tokom adsorpcije proteina. Petrovi¢ (2012) je
ispituju¢i osteokonduktivni potencijal visokoporoznih HA potvrdio da
nanostrukturne ¢estice HA pokazuju veci stepen bioaktivnosti i osteointegracije
u odnosu na mikrostrukturni HA.

Iz istih razloga su Collares i sar. (2012) ispitivali svojstva
eksperimentalnog endodontskog cementa na bazi metakrilata kome su dodali
sintetski nanostrukturni HA (sa c¢esticama od 26.8nm), a koji je dobijen
procesom secenja plamenom. Oni smatraju da dodavanje nanostrukturnog HA

u endodontske cemente uti¢e na bolju adhezivnost ovih materijala, jer HA
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kristali mogu da se taloZe na unutrasnju povrsinu korena zuba i popunjavaju
praznine (gepove) duz zidova korena, nastale usled degradacije cemenata u
funkciji vremena.

Dodavanjem sintetskih nanostrukturnih HA endodontskim cementima
obezbeduje se rast kristala i biomimikrijska mineralizacija okolnog tkiva, tako
da razvoj ovakvih materijala vodi ka boljoj i stabilnijoj vezi zub/materijal

(Collares i sar. 2012).

6.1. DISKUSIJA BIOKOMPATIBILNOSTI NOVOSINTETISANIH
NANOMATERIJALA NA BAZI KALCIJUM SILIKATNIH SISTEMA 1
HIDROKSIAPATITA: Procenom genotoksi¢nosti

Prva testiranja biokompatibilnosti bila su tzv. skrining testiranja (testovi
procenjivanja). Skrining testovi mogu da se koriste za procenu podobnosti
primene materijala sa gledista biokompatibilnosti i tada se niz jednostavnih i
standardizovanih postupaka sprovode in vitro ili in vivo testovima. Druga
tunkcija ovih testova je in vitro pracenje ponasanja materijala u simuliranim
tizioloskim wuslovima u odnosu na okolinu ili pojedine njene elemente. In vivo
evaluacija opisuje promene u tkivima indukovane biomaterijalima, ali i uticaj
tkiva na materijale.

Razumevanje mehanizma interakcije izmedu biolosgkih fluida ili ¢elija sa
endodontskim materijalima je klju¢no za donoSenje zaklju¢aka o novim
materijalima koriS¢enim u dijagnozi i terapiji, kao i za izbegavanje Stetnih
reakcija materijala nakon njihovog korisc¢enja (Fenoglio i sar.2011).

Jedno od najkontraverznijih pitanja koja se odnose na koris¢enje novih
biomaterijala i njihovu evaluaciju lezi u podrucju njihovog mutagenog i
kancerogenog efekta. Poznato je da se neki implantirani materijali zadrzavaju u
organizmu godinama, pa i decenijama, i izuzetno je vaZno Sta se deSava sa

njima direktno, odnosno u okolnom tkivu tokom duzeg vremenskog perioda.
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Nije dovoljno da biomaterijali imaju odli¢na fizicka svojstva, vec¢ je
neophodno da budu i bezbedni za wupotrebu. U razvoju bezbednih
nanotehnologija, veli¢ina &estica se mora uzeti u obzir. Cinjenica je da
nanocestice mogu da dodu do nukleusa i dovedu do pojave razli¢itih ostecenja
molekula DNK i/ili uticati na njenu funkciju u smislu inhibicije replikacije,
transkripcije i ¢elijske proliferacije (Chen &Von Mikecz 2005).

Nanocestice CS sistema, veli¢ine izmedu 117 i 477 nm, a sli¢ne vrednosti
imaju i aglomerati HA (60-470nm), pokazale su neznatne efekte na celijsku
strukturu (vijabilnost ¢elija) u ovom eksperimentu.

Istrazivanja su pokazala da se cestice veli¢ine izmedu 20 i 45 nm mogu
pronaci u organelama citoplazme (Goldijev aparat, lizozomi, mitohondriji), ali
da ih nema u nukleusu (Savic i sar. 2003). Panté (2002) je elektronskim
mikroskopom uocio da se ¢estice zlata (veli¢ine oko 39nm) nalaze i u celijskom
nuleusu.

Nanocestice, razli¢ite veli¢ine i hemijske strukture, se najc¢esce taloZe u
mitohondrijima, izazivaju¢i znatna strukturalna ostecenja, zbog sinteze ROS-a
(reaktivne kiseonicke vrste) koji dovodi do oksidativnog stresa. Mitohondrije su
glavna mesta u celiji gde dolazi do produkcije ROS, pri ¢emu moZe nastati
hidroksilni radikal (OH), jedan od najjacih oksidanasa u prirodi. Oksidativni
stres je najces¢i mehanizam oStecenja celija, prouzrokovan nano i ultrafinim
¢esticama (AshaRani i sar. 2009). Zato je preporucena dodatna obazrivost i
paznja pri proveri, ukrstanjem razlic¢itih testova u pretklini¢kim ispitivanjima
(Chen &Von Mikecz 2005).

Veliki broj testova se danas koristi u proveri genotoksi¢nosti odredenih
materijala. To su pre svega analiza hromozomskih aberacija, pojava
mikronukleusa, razmena sestrinskih hromatida i dr. (Ribeiro i sar. 2005).
Medutim, sve ove metode su tipi¢no laboratorijske i zahtevaju dosta vremena i
vrlo obucene tehnicare za pravilno tumacenje i interpretaciju dobijenih

rezultata.
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Jedan od testova koji se razvio u poslednjoj deceniji XX veka je Komet
test. Ovaj test u alkalnoj verziji se pokazao kao vrlo efikasan za testiranje
genotoksi¢nosti razli¢itih materijala, ukljuc¢ujuci i dentalne (Braz i sar.2006, Da
Silva i sar. 2006, Ribeiro i sar. 2006a, 2006b).

To je brz, jednostavan i pouzdan test koji se moZe izvoditi i in vitro i in
vivo na Celijama sisara gajenim u kulturi, limfocitima iz periferne krvi, ¢elijama
kvasca, celijama biljaka, razli¢itih vrsta protozoa, pa ¢ak i na bakterijskim
¢elijama (Singh i sar. 1999, Gichner 2003, Lah i sar. 2004, Brendler-Schwaab i sar.
2005, Collins 2004, Azqueta i sar., 2009, Gaivao i sar. 2009, Johansson i sar.
2009). Test postoji u dve verzije: neutralnoj, za detekciju dvolancanih prekida, i
alkalnoj, za detekciju jednolanc¢anih prekida (Fairbairn i sar. 1995). Prekidi na
DNK mogu biti direktna posledica dejstva nekog agensa ili posledica AP mesta
i oksidovanih baza koje se prevode u prekide u toku alkalne procedure testa
(Colins i sar. 1997, Horvatova i sar. 1998). Takode, prekidi mogu biti
intermedijeri reparacionih procesa BER (reparacija ekcizijom baza) i NER
(reparacija ekcizijom nukleotida).

Medutim, iako poredenja rezultata testova genotoksi¢nosti dobijenih in
vitro 1 in vivo sugerisu da Komet test daje relevantne informacije, vazno je
naglasiti da in vitro testovi ne uzimaju u obzir kompleksne homeostatske uslove
koji se javljaju u in vivo uslovima (Ribeiro 2008, Liuyun i sar 2009). Tako, razvoj
tumora u ciljnim ¢celijama ne zavisi samo od inicijalnog nivoa indukovanih
ostecenja DNK i njenih kapaciteta za reparaciju, ve¢ i od drugih faktora kao sto
su produkcija reaktivnih metabolita, njihova distribucija i njihov efekat na
¢elijsku proliferaciju. Neke supstance dovode do direktnih ostecenja DNK
molekula, ali ¢esto o$tecenja nastaju i indirektno razli¢itim mehanizmima:
lipidnom peroksidacijom, oksidacijom razli¢itih makromolekula (proteina,
lipida) i sl. (Braz i sar. 2006).

Najcesce celije koje su koris¢ene u in wvitro studijama procene
genotoksicnosti su ovarijumske ¢celije kineskog hr¢ka (CHO) ili limfomske celije

miSeva soja L5178Y. Medutim, pokazalo se da postoje odredeni nedostaci
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vezani za ove Celijske loze. Na primer, hromozomski materijal obi¢no podleZe
ekstenzivnom rearanZiranju, pri ¢emu neki klju¢ni geni koji imaju uticaja na
prezivljavanje celija, mogu mutirati, pa to utice na tumacenje dobijenih
rezultata (Da Silva 2006).

Humani limfociti imaju tu prednost da su kariotipi¢ne normalne celije
kao i to da su dobri indikatori sistemskih poremecaja posle izloZenosti Stetnim
taktorima. Primeceno je, takode, da genotoksi¢ni testovi na ¢elijama sisara u in
vitro uslovima daju znacajno visoke i neprihvatljive laZno pozitivne rezultate u
poredenju sa celijama glodara. Ipak, postoje podaci koji ukazuju da ljudski
limfociti rede daju laZno pozitivne rezultate u poredenju sa aktuelnim celijskim
linijama glodara. (Kirkland i sar. 2007)

Iz tih razloga je za procenu genotoksi¢nog efekta nanostruktrurnih
materijala HA, CS, CS-HA u ovim istraZivanjima primenjen Komet test na
humanim limfocitima iz periferne krvi.

Testiraju¢i genotoksi¢ni potencijal HA u ovoj studiji utvrdeno je da
genetska podloga (background) igra vaznu ulogu u odgovoru celija na testiranu
supstancu. MoZe se smatrati da je bas to uzrok DNK oStecenja samo na
limfocitima donora 1, jer ih kod donora 2 i 3 nije bilo. Ipak, mora se ista¢i da je
HA (u vi$im koncentracijama) smanjio nivo DNK ostecenja limfocita donora 2 i
3, §to je verovatno posledica mogucih citotoksi¢nih efekata HA. lako u tripan
blue ekskluzionom testu nije registrovan citotoksi¢ni efekat HA, njegova
potencijalna toksi¢nost nije iskljucena.

Prema podacima iz literature, HA pokazuje jak citotoksi¢ni efekat na
misje fibroblastne celijske linije NIH-3T3 (Gomes-Filho i sar. 2009). Medutim,
nije bio mutagen u bakterijskim testovima (Jantova i sar. 2008,
Hassan&Swaminathan 2011) niti genotoksican na skafoldima MG63 i
mezenhimalnim stem delijama (Liuyun i sar. 2009) odnosno na celijama
leukemije L1210 (Jantova i sar. 2008).

Na osnovu podataka iz literature uoc¢ava se da razlike izmedu celijskih

linija i sistema testa i eksperimentalnih uslova mogu dovesti do razli¢itih
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rezultata citotoksi¢nosti (Scudiero i sar. 1988, Gomes-Filho i sar. 2009, Scelza i
sar. 2012). Ovim problemom (laZno pozitivnih rezultata) bavili su se i eksperti
iz Evropskog centra za valorizaciju alternativnih metoda (ECVAM) koji su
istakli da celijski sistemi, odnosno test sistemi imaju brojne manjkavosti i da je
potrebno modifikovati odredene protokole i usaglasiti koncentracije testiranih
hemikalija. Koncentracije koje se koriste u in vitro testovima, moraju se
prilagoditi ~ in vivo testovima. Takode, oSte¢enja izazvana testiranim
supstancama su posledica procesa koji su specifi¢ni samo za in vitro test sisteme
ili uslove. Ovi procesi se retko ili nikad ne desavaju i ¢esto su irelevantni za
procenu rizika kod ljudi (Kirkland i sar. 2007a, 2007b).

Kalcijum silikatni sistemi (CS) nisu pokazali genotoksi¢nost u testiranim
rasponima koncentracija, sa izuzetkom limfocita donora 1, gde je primecena
visoka indukcija DNK oStecenja, $to se moZe objasniti individualnom
osetljivos¢u celija ovog donora. Zeferino i sar. (2010) isticu da godine,
metaboli¢ki i hormonalni status donora moZe uticati na celije iz primarne
¢elijske linije (limfocite).

Da su CS cementi biokompatibilni i da nisu genotoksi¢ni istakli su i
drugi autori koriste¢i razlicite celijske linije: MG63 (Ding i sar. 2010), L929
(Ghoddusi i sar. 2008), fibroblaste pulpe (Laurent i sar. 2008). Kao predstavnik
kalcijum silikatnih cemenata istakao se MTA, koji je derivat Portland cementa.
Mnoga istrazivanja su se bavila genotoksi¢nos¢u ovih cemenata i njihovim
uticajem na DNK molekule humanih limfocita. Ribeiro je istakao da Komet test,
koriS¢en u eksperimentalnim uslovima, nije otkrio prisustvo ostec¢enja DNK
posle tretmana sa sivim, odnosno belim MTA-om (Ribeiro i sar. 2005a, 2005b,
2006, 2008), a to su potvrdila i druga istrazivanja (Camargo i sar. 2009, Zeferino
i sar. 2010).

Mesavina kalcijum silikatnih sistema i hidroksiapatita (CS-HA) je
pokazala genotoksi¢nost samo na limfocitima donora 2, dok nije bilo statisti¢ki
znacajnog povecanja oStecenja molekula DNK na ¢elijama ostala ¢etiri donora.

Neusaglasenost u genotoksicnom odgovoru, C¢elija izloZenih razlicitim
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endodontskim materijalima, dobijena u ovom radu, nije iznenadujuca. I druga
istrazivanja su takode pokazala razli¢ite Ccelijske odgovore na razlic¢ita
genotoksi¢na ostec¢enja (Brzovi¢ i sar. 2009, Camargo i sar. 2009, Kalmodia i sar.
2011).

Da postoji razli¢ita osetljivosti limfocita dobijenih od vise donora,
potvrdena je i u ovom eksperimentu pri testiranju HA, CS, CS-HA kao i kod
pozitivne kontrole.

Razlic¢ita osetljivost ¢elija dobijenih od razli¢itih donora moZe biti rezultat
razli¢ite genetske osnove donora i shodno tome razli¢itog reparativnog
kapaciteta DNK molekula. Da bi se istakle ove genetske razlike izmedu donora,
izvedeno je poredenje negativne kontrole (netretiranih ¢elija) sa ¢elijama koje su
tretirane sa t-BOOH-om (pozitivna kontrola).

Razlike izmedu pojedinaca kao i razlike unutar jedne individue mogu se
izraziti koeficijentom varijacije (CV). U ovom istrazivanju, srednja vrednost CV
netretiranih kontrolnih ¢éelija je bila 34%, dok je kod pozitivne kontrole ona bila
80.6%. Tako visoke vrednosti koeficijenta varijacije ukazuju na veliku
varijabilnost testiranih celija u ovom eksperimentu, Sto je posledica
individualnih genetskih razlika izmedu donora. Iako, ne postoji statisticki
znacajna razlika izmedu negativne i pozitivne kontrole kod razli¢itih danora,
primeceno je da medu njima ima razlike u indukciji o$te¢enja DNK molekula.
Limfociti donora 2 pokazali su najvecu osetljivost na pozitivnu kontrolu (t-
BOOH), gde je intenzitet repa bio 66%, dok je osetljivost donora 3 bila najniza
(intenzitet repa 22%). Ovi rezultati potvrduju da postoje individualne razlike u
kapacitetima reparacije molekula DNK. To je u saglasnosti sa nalazima Hazre i
sar. (2007), koji je pokazao visoku varijabilnost gena uklju¢enih u BER
(reparacija ekcizijom baza) i NER (reparacija ekcizijom nukleotida) reparatorne
procese DNK u limfocitima zdravih osoba. Budu¢i da t-BOOH dovodi do
stvaranja ROS (reaktivnih kiseonickih vrsta), koje ucestvuju u reparaciji DNK
oStecenja, prvenstveno preko BER mehanizama (osim u slucaju dvostrukog

prekida lanca), rezultati ovih istraZivanja najverovatnije sugeriSu na razlicite
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BER kapacitete donora. Sto je sistem sloZeniji (npr: ljudske ¢elije nasuprot
¢elijama mikroorganizama ili gajenim celijskim linijama) moZe se oc¢ekivati veca
statisticka varijabilnost rezultata testiranja (Rakovi¢ i sar. 2010).

U ovom istrazivanju koris¢eno je viSe od jedne koncentracije testiranih
materijala. Odgovaraju¢i nivo koncentracija koje treba testirati zavisi od
apsorpcije supstance u bioloskim fluidima i celijjama, kao i njihovog
metabolizma unutar ¢elija. Da bi se ta¢no ocenio nivo testirane koncentracije,
vazno je naglasiti da je tretman celija vrSen u rastvorima. Smatra se da su celije
viSe izloZene testiranoj supstanci kad su u suspenziji, nego kad rastu u
monosloju (Mitié¢-Culafié¢ i sar. 2009).

Shodno ovome, moZe se smatrati da su limfociti u rastvoru bili duze
izloZeni delovanju testiranih materijala nego sto bi to bile celije dentalnog ili
parodontalnog tkiva, odnosno testirane koncentracije su viSestruko
prevazilazile doze koje bi regularno bile apsorbovane u in vivo uslovima.

Dobijene vrednosti osteCenja DNK jasno sugeriSu da je meSavina
kalcijum silikatnih sistema i hidroksiapatita (CS-HA) pokazala niZi genotoksi¢ni
potencijal od HA i CS ponaosob. U dostupnim literaturnim podacima nema
istraZzivanja koja su se bavila slicnom mesavinom HA i CS. Na osnovu rezultata
dobijenih u ovom istraZivanju moZe se pretpostaviti da je dodavanjem HA
kalcijum silikatnoj fazi doslo do blage redukcije pH vrednosti ovog cementa.
To je umanjilo citotoksi¢ni efekat koji nastaje kao posledica visoke vrednosti
pH (>12). Poznato je da supstance sa visokim pH vrednostima dovode do
c¢elijske smrti, posle cega dolazi do dezintegtacije celijskih komponenti i
fragmentacije genetskog materijala, koji se moZe detektovati Komet testom i
mozda protumaciti kao genotoksi¢ni efekat (Baraba i sar. 2011).

Buduci da je hidroksiapatit ve¢ u upotrebi u endodontskoj praksi i da je
potvrden nizak nivo njegovog genotoksi¢nog potencijala, ¢ini se da je upotreba
CS-HA u humanim aplikacijama sasvim bezbedna. Rezultati dobijeni u ovom

radu svakako ohrabruju dalja istraZivanja.
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6.2. DISKUSIJA BIOKOMPATIBILNOSTI NOVOSINTETISANIH
NANOMATERIJALA NA BAZI KALCIJUM SILIKATNIH SISTEMA 1
HIDROKSIAPATITA - Implantacijom u potkoZno tkivo pacova

Tehnoloski razvoj i kontinuirano predstavljanje novih endodontskih
materijala za razli¢ite klinicke primene, uslovilo je pracenje bioloskih svojstava
novih materijala kao obavezan uslov za njihovu rutinsku upotrebu u klini¢kim
uslovima. Prateci regulativu i standarde ISO 7405 i ISO 10993 utvrdena su tri
koraka za testiranje dentalnih materijala, odnosno njihove biokompatibilnosti
(Dammaschke 2010): 1. skrining testovi za nespecifi¢nu toksi¢nost (na ¢elijama);
2. testovi za specifi¢nu toksi¢nost na eksperimentalnim Zivotinjam (subkutane

ili intraosealne implantacije) i 3. klinicki kontrolisane studije na ljudima.

Histoloska reakcija mekih tkiva na biomaterijal je davno ustanovljena i
¢esto koris¢ena mera procene biokompatibilnosti (Holland i sar. 1999, Moretton
i sar. 2000, Figueiredo i sar. 2001, Ozbas i sar. 2003, Kaplan i sar. 2003, Sumer i
sar. 2006, de Morais i sar. 2006, Bodrumlu i sar. 2008, Lotfi i sar. 2009, Martinez
Lalis i sar. 2009, Yavari i sar. 2009, Khashaba i sar. 2011, Silva-Herzog i sar. 2011,
Parirokh i sar. 2011, Gomes-Filho i sar. 2012).

Siroka primena ove metode proizilazi iz ¢injenice da je implantacija
potencijalnog biomaterijala u potkoZzno tkivo Zivotinja pre svega jednostavna, a
ovaj skrining test vrlo pouzdan za odredivanje iritacije tkiva i interakcije tkiva i
biomaterijala. Cinjenica je da su in vitro testovi na tkivima ili celijskim
kulturama vaZan inicijalni korak u proceni biokompatibilnosti, ali se ipak ne
dobija kompletna slika o interakciji materijala sa tkivima. Zato in vivo testovi
pruzaju mnogo vise informacija o inflamatornom i imunom odgovoru koji se
javlja na testirani materijal (Martinez Lalis i sar. 2009). In vitro studije se
fundamentalno razlikuju od onih in vivo gde proteini, tkivni fluidi i drugi

taktori mogu redukovati toksi¢ne efekte materijala (Yavari i sar. 2009). In vivo
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testovi nam pruZzaju kompletnije i klini¢ki relevantnije informacije o tkivhom
odgovoru u duZem vremenskom periodu.

U ovoj ekperimentalnoj studiji testirani materijali su pre implantacije
kondenzovani u tubice duZine 10mm sa ciljem da se prevenira rasipanje i
difuzija materijala u okolno vezivno tkivo, $to simulira situaciju u kanalu
korena. Druga prednost ove metode je standardizacija eksperimenta i
izloZenost iste povrsine materijala kontaktu sa vezivnim tkivom.

Za ovu vrstu eksperimenta koriS¢ene su razlicite vrste tubica: silikonske
(Kaplan i sar. 2003, Martinez Lalis i sar. 2009), dentinske tubice (Holland i sar.
1999), polistirenske i polipropilenske (Martinez Lalis i sar. 2009) ili teflonske
(Khalil&Eid 2013).

U ovom eksperimentu koris¢ene su polietilenske tubice, jer je njihova
upotreba najrasirenija (de Morais i sar. 2006, Lotfi i sar. 2009, Gomes-Filho i sar.
2011, Khashaba i sar. 2011, Parirokh i sar. 2011) pre svega zbog njihove
inertnosti. One ne izazivaju tkivnu reakciju, a na kontrolisan i efikasan nacin
izlaZu testirani materijal Zivom tkivu. Prvi put su koriséene jos 1967. godine, a
danas je ovaj metod usvojen i preporucen od strane ADA i ISO (Figueiredo i
sar. 2001).

U literaturi su opisane razli¢ite metode za postavljanje materijala u
potkoZzno tkivo malih ekperimentalnih Zivotinja. Neki autori koriste direktno
ubacivanje materijala (Bodrumlu i sar. 2008), drugi predlaZu injekciono
ubrizgavanje materijala u potkoZno tkivo (Figueiredo i sar. 2001, Silva-Herzog i
sar. 2011), dok tre¢i materijal kalupe i u potkoZzno tkivo ubacuju u obliku
diskova ili tableta (Moretton i sar. 2000, Modaresi i sar. 2005). Nedostaci vecine
ovih tehnika su u tome $to je velika povrs$ina materijala u kontaktu sa okolnim
tkivom. Primecden je i mnogo izraZeniji zapaljenski odgovor kao posledica
difuzije materijala u okolno tkivo. IstraZivanja pokazuju da se kod
submukoznih implantacija materijala koji sadrZe srebro (N-Rickert i AH 26),
pojavljuju tzv. tkivne tetovaZe, §to je mnogo manje izraZeno u sluc¢ajevima kada

je implantirani materijal na neki nac¢in ograni¢en (Figueiredo i sar. 2001).
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Postoje mnogi kriterijumi za evaluaciju intenziteta subkutane reakcije na
dentalne materijale (rasirenost zapaljenja, broj i vrsta zapaljenskih C¢elija,
debljina fibrozne kapsule, prisustvo apscesa i nekroze), sto nekad moze dovesti
i do konfuzije u tumacenju rezultata kod razlicitih istraZivaca.

Poznato je, da je pojava zapaljenja jedan od najvaznijih kriterijuma kod
utvrdivanja biokompatibilnosti. Takode je poznato i da je debljina kapsule
pouzdan i dobar marker zapaljenja (Khashaba i sar. 2011). Stoga se i ova studija
utvrdivanja biokompatibilnosti novih nanostrukturnih materijala bazira na
postojanju uzajamnog odnosa zapaljenja i debljine fibrozne kapsule, sto je i
uoceno u rezultatima.

Uoceno je da sa smanjenjem broja zapaljenskih celija, dolazi do porasta
debljine fibrozne kapsule $to je jasan dokaz o direktnom odnosu izmedu ova
dva parametra za sve testirane materijale tokom opservacionog perioda od 7.
do 60. dana.

Prac¢enje specificnog odgovora na strano telo nakon implantacije
materijala pocinje zapaljenjem (inflamacijom), nastavlja se kroz faze zarastanja rane
sa ucesc¢em raznih tipova celija koji su specifi¢ni indikatori faze oporavka tkiva.
Odmah posle adhezije proteina na implantat, neutrofili i mononuklearne ¢elije

infiltriraju kontaktne povrsine tkivo-materijal i pridruzuju se akutnom zapaljenju.

Zajedno sa edemom tkiva, narusenim integritetom vlakana, promenom

vaskularne mreZe ovo stanje traje pet-Sest dana i smenjuje ga hronicno zapaljenje

pra¢eno smanjenjem broja neutrofila i pojavom monocita. Oni adheriraju na
povrsinu implanta i diferenciraju se u makrofage. Takode, u ovoj fazi zapaljenja
limfociti postaju dominantni. Sa smanjenjem zapaljenskog procesa opada i
ukupan broj inflamatornih ¢elija, dok proces zarastanja rane ide ka stvaranju
granulacionog tkiva i fibrozne inkapsulacije implantiranog materijala (Markovic¢

2009).

U ovom eksperimentu praceni su kratkoroc¢ni, ali i dugoro¢ni efekti
materijala na tkivo, jer su ovi podaci relevantni za klinicku upotrebu

endodontskih materijala. Eksperiment je trajao 60 dana Sto je u saglasnosti sa
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mnogim istraZivac¢ima (Yaltirik i sar. 2004, Lotfi i sar. 2009, Scarparo i sar. 2010,
Parirokh i sar.2011). Dve ¢injenice idu u prilog izboru ovog evaluacionog
perioda. Prva je Zivotni vek pacova, jer je jedan mesec Zivota pacova ekvivalent
za 30 meseci ljudskog Zivota. Druga ¢injenica je sam bioloski odgovor tkiva na
implantirani materijal posle 60 dana, jer je mala verovatnoca da ¢e posle toga
doc¢i do zapaljenja ili kolonizacija bakterija, odnosno Stetnih efekata na tkivo
(Moretton i sar. 2000).

Tkivo oko testiranih biokeramickih materijala (CS, CS-HA) pokazalo je
najizraZeniji stepen zapaljenja u prvih 15 dana, sa umerenim naruSavanjem
struktura vezivnog tkiva. Posle sedam dana zapaljenska reakcija kod oba
materijala, CS i CS-HA, je bila ocenjena kao umereno zapaljenje (3), da bi posle
15 dana doslo do opadanja intenziteta zapaljenja. Zapaljenska reakcija za CS je
bila blaga (2), a za CS-HA je ocenjena kao minimalna (1.6). Dobro ograni¢ena
inflamatorna reakcija bila je okruzena neznom kapsulom, razvijenijom kod CS-
HA (2.2), malim kapilarima, hroni¢nim infiltratom i aktivnim fibroblastima.

Reakcija tkiva na prazne tubice (negativha kontrola) u ovom
eksperimentu bila je sli¢na nalazima drugih istraZivaca (Vosoughhosseini i sar.
2008, Yavari i sar. 2008, Gomes-Filho i sar. 2011). Bila je najjace izraZena 7. i 15.
dana (od 3.2 sedmog dana do 1.9 petnaestog dana) sa ¢elijskim infiltratom gde
su dominirali limfociti i plazmociti, §to ukazuje na hroni¢nu zapaljensku
reakciju. Ponegde uocene dzinovske celije govore u prilog reakciji tkiva na
strano telo. Ovakva reakcija bi delimi¢no mogla biti i posledica hirurske traume
prilikom postavljanja tubica u tkivo. Na kraju cetvrte i osme nedelje celije
zapaljenskog infiltrata su iS¢ezavale, a tkivo na mestu kontakta sa cev¢icom je
bilo ograni¢eno dobro razvijenom kapsulom (ocenjenom 2.2). To ukazuje na
kapacitete organizma da ograni¢i zapaljensku reakciju i tako spreci dalje
ostecenje tkiva, $to su u svojim radovima potvrdili i Sumer (2006) i Scarparo

(2010).
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Vezivno tkivo oko MTA pokazalo je znake najizraZenije zapaljenske
reakcije sa difuznim i fokalnim subkapsularnim i perivaskularnim infiltratima,
Sto je ocenjeno kao umereno i izrazito zapaljenje (sa ocenom 3.3).

Ovakav jak tkivni odgovor dobili su i drugi istrazivaci uocavajuci cak i
koagulacionu nekrozu i distrofi¢ne kalcifikacije (Parirokh i sar. 2011). Ova
inicijalno izraZena zapaljenska reakcija na MTA je uzrokovana brojnim
taktorima. Visoke pH vrednosti sveZe zameSanog materijala, oslobadanje
toplote prilikom vezivanja, odnosno stimulisanje inflamatornih -citokina
(interleukin 1 i interleukin 6) doprinosi ovom jakom tkivhom odgovoru na
MTA (Moretton i sar. 2000, Modaresi i sar. 2005, Camilleri 2006, Lotfi i sar.
2009).

U daljem toku oporavka tkiva (posle 30 i 60 dana) kod svih testiranih
materijala je uo¢eno znacajno opadanje intenziteta zapaljenja, iS¢ezavanje celija
zapaljenskog infiltrata, ali i oporavak i remodeliranja tkiva. Zapaljenje je u
ovom periodu ocenjeno sa 0.4 za CS-HA i 0.5 za CS. Sa smanjenjem zapaljenja
uocavala se sve bolje organizovana fibrozna kapsula u kontaktu sa svim
materijalima.

Najrazvijenija kapsula uocena je kod CS-HA (2.8) sto ukazuje na vrlo
dobru toleranciju tkiva na ovaj materijal. Ovakve nalaze je istakla i Markovi¢
(2009), koja je analizirala povrsinu biokeramickih implantata, posebno HA
(SEM analizom). U svojim istrazivanjima je u defektima na povrsini materijala
uocila kolagena vlakna i fibroblaste, sto govori o intimnoj vezi HA i fibrozne
kapsule koja okruZzuje implantat.

Ovakav zapaljenski odgovor posle cetiri i osam nedelja ovog
eksperimenta moZze se objasniti indukcijom oslobadanja proinflamatornih
citokina od strane oslobodenih partikula hidroksiapatitnog sloja koji se
formirao na povrsini biokeramickih materijala. Ovo takode ukazuje na dobru
interakciju izmedu materijala i ¢elija iz tkivnog okruZenja, $to je znak dobre

biokompatibilnosti ovih materijala.
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Bioaktivnost jednog materijala povezana je i sa na¢inom njegove sinteze.
Ovi novosintetisani biomaterijali na bazi kalcijum silikatnih sistema dobijeni su
novom tehnologijom, kombinacijom dve metode, sol- gel procesima i
samosirecom reakcijom sagorevanja. Materijali dobijeni sol-gel procesima su
bioaktivniji u odnosu na materijale istog sastava koji su dobijeni drugim

metodama sintetisanja (Li&De Grot 1994, Chen i sar. 2011).

6.3. DISKUSIJA BIOFUNKCIONALNOSTI NOVOSINTETISANIH
NANOMATERIJALA NA BAZI KALCIJUM SILIKATNIH SISTEMA 1
HIDROKSIAPATITA - Direktnim prekrivanjem pulpe zuba kuniéa

Kao jedan od najvaznijih endodontskih modaliteta, direktno prekrivanje
pulpe je cesto koris¢eno kao terapijski postupak za oc¢uvanje vitaliteta zubne
pulpe. Definise se kao tretman na otvorenom pulpnom tkivu, gde se pulpna
rana prekriva materijalima koji ¢e podsticati formiranje reparativnog dentina
(Zhang i sar. 2013). Budu¢i da materijal za direktno prekrivanje dolazi direktno
u kontakt sa pulpnim tkivom, on igra klju¢nu ulogu tokom ovog tretmana.

Idealan materijal za direktno prekrivanje treba da ima sledece
karakteristike: da ne stimuliSe pulpu ali da stimuli$e formiranje reparativnog
dentina, da je propustljiv i da spreava prodor bakterija u dentalnu pulpu
(Tziafas i sar. 2000).

Najcesce koris¢eno sredstvo za direktno prekrivanje pulpe je kalcijum
hidroksid (Ca(OH)2) koji moZe da stvori dentinski most preko povrsine rane.
Medjutim, ovako formiran dentinski most ima neke nedostataka kao sto je
prisustvo tunela u mostu, slaba adhezija, degradacija posle nagrizanja
kiselinama (Zhang i sar. 2013), odnosno izraZenija zapaljenska reakcija u pulpi
posle njegove aplikacije (Zarrabi i sar. 2010), i pojava nekroze i distrofi¢nih
kalcifikacija (Briso i sar. 2006, Ando i sar. 2009). Nepredvidivost ishoda terapije
je takode cesta, jer samo u trecini slucajeva dolazi do uspesnog ishoda sa

stvaranjem dentinskog mosta (Roberts i sar. 2008, Orhan i sar. 2012). Po
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misljenju nekih autora ovakvi zubi mogu ostati vitalni u proseku samo 12
godina nakon terapije direktnog prkrivanja kalcijum hidroksidom, sto se smatra
nezadovoljavaju¢im ishodom terapije (Haskell i sar. 1978, Zarrabi i sar. 2010).

U eri regenerativne endodoncije se o¢ekuje uvodenje novih postupaka i
materijala u cilju bioloske terapije i revitalizacije zuba. U terapiju se uvode
biomaterijali kao Sto su kalcijum fosfati, kalcijum silikati, odnosno bioaktivni
staklo-keramicki cementi. Ovi bioaktivni dentalni materijali su neophodni za
bolji i efikasniji regenerativni endodontski tretman (Giiven i sar. 2013).

Ve¢ dugi niz godina na trzistu je mineral trioksi agregat (MTA) koji je
pokazao bolje terapijske ishode kod direktnog prekrivanja pulpe u odnosu na
kalcijum hidroksid. Zbog svoje biokompatibilnosti, manje izraZenog
zapaljenskog odgovora, ali i zbog debljeg i strukturno sli¢nijeg dentinskog
mosta u odnosu na tradicionalni kalcijum hidroksid, MTA je postao standard u
ovoj terapijskoj proceduri (Ford&Torabinejad 1996, Menezes i sar. 2004, Faraco
Junior & Holland 2004, Briso i sar. 2006, Min i sar. 2008, Zarrabi i sar. 2010,
Orhan i sar. 2012, Zhang i sar. 2013).

Iz tih razloga je i u ovoj studiji koris¢en MTA kao pozivna kontrola i kao
standard za uporedivanje biokompatibilnosti i biofunkcionalnosti materijala za
direktno prekrivanje pulpe. Ipak, neke njegove osobine kao $to su dugo vreme
vezivanja (3 do 4 sata), gruba, peskasta granulacija cementa i teSka manipulacija
i aplikacija naveli su istraZivate na patentiranje novih kalcijum silikatnih
cemenata sa slicnim biokompatibilnim karakteristikama, ali i unapredenim
svojstvima vezanim za krace vreme vezivanja i lakse rukovanje.

U ovoj studiji su kao sredstvo za direktno prekrivanje eksponirane pulpe
koriS¢eni nanomaterijali na bazi kalcijum silikatnih sistema (Jokanovic¢ i sar.)
koji su dobijeni inovativnim tehnikama sinteze $to im je povecalo bioaktivnost,
drasticno smanjilo vreme vezivanja (10-15 min), a veli¢ina nanocestica i
struktura kristala obezbedila odgovaraju¢u biokompatibilnost koja je potvrdena

u prethodnim in vitro i in vivo istraZivanjima.
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Kao animalni model koris¢eni su zubi glodara (kunic¢a). Oni se cesto
smatraju neprikladnim modelom za ovakvu vrstu eksperimenta zbog njihove
specifi¢nosti koja se ogleda u konstantnom rastu i troSenju zuba, pogotovo
frontalnih (Verstraete i sar. 2005).

Medutim, mnogi se ne slazu s tim i isticu da pulpo-dentinski kompleks
glodara ima znacajan potencijal za ispitivanje mnogih aspekata reaktivne
dentinogeneze (Sloan i Smith 1999.) kao i za pracenje reakcija pulpe na
bioaktivne molekule (Orhan i sar. 2012).

Jean i sar. (1993) nisu uocili razlike u procesima zarastanja posle
direktnog prekrivanja pulpe kalcijum hidroksidom izmedu eksperimenata na
svinjama, glodarima i psima u periodu od tri nedelje do 4 meseca. Dammaschke
(2010.) ¢ak istice da su mnogi istrazivaci zakljucili da su rezultati postupka
na rezultate dobijene u eksperimentima na psima. Primeceno je ¢eS¢e migriranje
materijala za direktno prekrivanje u pulpu pasa, nego kod glodara. Taj rasuti
materijal deluje kao strano telo i izaziva zapaljensku reakciju. Smatra se da
zapaljenska reakcija kod glodara (hrc¢aka, pacova) identi¢na onoj kod ljudi
(Dammaschke, 2010). Cak se biologki odgovori odvijaju brze nego kod ljudi, $to
je posebno istakao Moretton ¢injenicom da je tri godine u Zivotu pacova
ekvivalent 90 godina ljudskog Zivota (Moretton i sar. 2000).

Cesto korisc¢ene Zivotinje za ovu vrstu eksperimenata su majmuni kao
razvijenija vrsta. Medutim, s tim se ne slaZze Brannstrom (1981) jer istice da
postoje razlike u pulpnoj reakciji izmedu ljudi i majmuna, jer je produkcija
reparativnog dentina razli¢ita odn. neuporediva. Byers je ispitujuci inervaciju
dentina na zubima majmuna, ustanovila da je njihov reparatorni dentin slabo
inervisan, razli¢ite tubularne strukture, ¢esto bez odontoblastnih nastavaka
(Byers i sar. 1983). Iako su majmuni evolutivno bliZi i sli¢niji ljudima nego psi i
glodari, po ovim nalazima, reakcija pulpnog tkiva nije slicna (Dammaschke

2010).
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Zbog izrazite reaktivnosti pulpnog tkiva i ubrzanih bioloskih odgovora,
a posebno zbog brige o dobrobiti razvijenijih Zivotinjskih vrsta, eksperiment je
realizovan na laboratorijskim eksperimentalnim Zivotinjama, kuni¢ima.

Biomaterijali postavljeni u kontakt sa zubnim/kostanim tkivima trebali
bi podsticati tkivni odgovor u smislu adhezije, proliferacije i diferencijacije
¢elija. Topografija i hemizam povrSine cementa ima vaznu ulogu u adheziji
odontoblasta na biomaterijal. Poznato je da mikro- i nano-topografija povrsine i
adsorbovani proteini direktno uti¢u na ponasanje i aktivnost celija pre svega u
smislu njihove adhezije i odrZivosti na mestu aplikacije (Gandolfi i sar. 2009).

Nanostrukturne povrsine Kkalcijum silikatnih cemenata pokazuju
povecanu osteoblastnu adheziju, proliferaciju i diferencijaciju, jer je i kost sama
po sebi nanostrukturna, a veli¢ina i geometrija kristala mogu modifikovati
odgovor okolnog tkiva.

Interakcija izmedu materijala za direktno prekrivanje i povredenog
pulpnog tkiva kao i nac¢in na koji se pokrecu i razvijaju procesa izlecenja i
regeneracije, nije jo§ uvek potpuno jasan. Postoje mnoge hipoteze, ali novije
studije glavnu ulogu pripisuju faktorima rasta u angiogenezi, mobilizaciji
progenitornih celija, diferencijaciji i kona¢no mineralizaciji potpomognutoj
biomaterijalima (Laurent i sar. 2012).

Kao posledica eksperimentalne perforacije, ali i inicijalnog efekta
testiranih materijala u svim posmatranim uzorcima zuba se javila blaga do
umerena zapaljenska reakcija. Zapaljenski infiltrat se nalazio u neposrednoj
blizini postavljenog materijala, bez daljeg Sirenja u koronarnu pulpu. Najslabiju
zapaljensku reakciju, negde ¢ak i potpuno odsustvo pokazali su uzorci gde je
kao materijal za direktno prekrivanje postavljen kalcijum silikatni cement (CS)
Sto se slaze sa nalazima i drugih istrazivaca, koji nalaze i do 50% uzoraka bez
znakova zapaljenja u ranoj fazi (Asgary i sar. 2008, Zarrabi i sar. 2010, da Silva i
sar. 2011). Umereno zapaljene je konstatovano kod CS-HA i MTA, sto
potvrduju i sli¢ni eksperimenti gde se zapaljenje javlja kod vise od 62% uzoraka

sa MTA posle dve nedelje, dok intenzitet opada posle osam nedelja.
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Ovaj inicijalno izraZzen zapaljenski odgovor je rezultat koagulacione
nekroze pulpnog tkiva u kontaktu sa MTA (pH je 9-10). Ova mumificirana zona
deluje stimulativno na okolno vitalno pulpno tkivo, koje pokrece lanac procesa
koji ¢e dovesti do izlecenja. Usled bio-degradacije materijala u kontaktu sa
tkivnim fluidima, dolazi do oslobadanja Ca i P jona i stvaranja alkalnog
okruZenja, koje deluje povoljno na adheziju i proliferaciju ¢elija uklju¢enih u
procese izlecenja (Accorinte i sar. 2008a, 2008b, Shayegan i sar. 2009, Zarrabi
2010).

Poznato je da prisustvo bakterija znacajno usporava procese zaceljenja
pulpne rane. Faraco Junior i Holland (2004), kao i Briso (2006) u ekperimentima
na zubima pasa uocavaju prisustvo gram-pozitivnih coca, a Accorinte i sar.
(2008b) u ¢ak 10 % wuzoraka ljudskih zuba detektuje gram-negativne
mikroorganizme. Smatraju da je osnovni problem u neadekvatnom ispunu i
koronarnom curenju (duZ marginalne pukotine) ili u rasejavanju bakterija
krvlju tzv. anahorezom.

U ovoj studiji ni na jednom uzorku nisu uocene bakterije, §to govori o
striktnom pridrZzavanju protokola o aseptiécnom endodontskom zahvatu, zatim
o dobrim zaptivnim karakteristikama testiranih materijala i kona¢no o dobroj
hemijskoj vezi izmedu glas-jonomera, koji je koris¢en za definitivno zatvaranje
pristupnih kaviteta, i gledi zuba. Dobar izbor materijala za zatvaranje kaviteta
sprecava pojavu marginalne pukotine i naknadni prodor bakterija do pulpne
rane.

Odgovor pulpnog tkiva na materijal pocinje prvo sa akutnim
zapaljenjem, koje ne mora biti zastupljeno u svim sluc¢ajevima (Leprince i sar.
2012), a koje podrazumeva vaskularnu reakciju sa infiltracijom neutrofila ¢iji
proteoliticki enzimi o$tecuju lokalno tkivo. Posle ove vise ili manje izraZene
taze, zapaljenje prelazi u hroni¢no gde polimorfonukleare zamenjuju limfociti i
makrofagi. Posle 3-5 dana stvaraju se klonovi limfocita i tkivo je infiltrirano
imunokompetentnim ¢elijama (T limfocitima). Oni aktiviraju makrofage (¢elijski

adaptivni imuni sistem) koji tada proizvode razli¢ite zapaljenske medijatore kao
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Sto su interleukini (IL-1), prostaglandini (PGEz), tumor necrosis faktor a i drugi
(da Silva i sar. 2011).

Formiranje, kvalitet i debljina Kkalcifikovanog mosta, prisustvo
zapaljenskih ¢elija i o¢uvanost pulpnog tkiva su vaZni pokazatelji tkivnog
odgovora u terapiji direktnog prekrivanja (Parirokh & Torabinejad 2010,
Shahravan i sar. 2011). Ti parametri (prema Accorinte i sar. 2008) su uzeti kao
relevantni i koris¢eni su za histolosku ocenu uspesnosti terapije sa testiranim
nanomaterijalima u ovoj studiji.

Formiranje dentinskog mosta na spoju pulpe i materijala za direktno
prekrivanje je tema za diskusiju, jer dentinski most ne mora nuZzno da
predstavlja znak oc¢uvanosti (zdravlja) pulpe. On moze biti protumacen kao
znak izlec¢enja ili kao reakcija na iritaciju. U ovoj studiji je interpretiran kao znak
biokompatibilnosti i bioaktivnosti materijala, sto je stav i drugih istrazivaca
(Asgary i sar. 2008, Zarrabi i sar. 2010).

Pulpo-dentinski kompleks ima regenerativni potencijal koji se ogleda
formiranjem tercijarnog dentina. Tercijarni dentin ¢ine reaktivni i reparatorni
dentin. Reaktivni dentin stvaraju preostali odontoblasti koji su preZziveli
«povredu». Usled intenzivnijih povrede koje dovode do uniStenja odontoblasta,
stem/progenitorne celije se regrutuju (aktiviraju) na mestu povrede,
diferenciraju se u ¢elije slicne odontoblastima i tada stvaraju reparativni dentin
(Sloan & Smith 2007, Yang i sar. 2010, Frozoni i sar. 2012). Reparativni dentin je
¢esto masivno, atubularno tkivo koje Frozoni naziva osteodentin. Ovakva vrsta
¢esto ne samo da nema strukturne karakteristike dentina, ve¢ ni funkcionalna
svojstva primarnog dentina. Celije slicne odontoblastima, po misljenju
Franssona i sar. (2011) ne mogu da pokrenu imunoloske i inflamatorne
odgovore koji se vidaju kod primarnih odontoblasta. To moZe biti razlog za
neuspeh u terapiji direktnog prekrivanja pulpe u klini¢kim studijama.

Kato i sar. (2010) isti¢u da se u toku reparativne dentinogeneze stvaraju
proteini odgovorni za osteogenezu pre svega alkalna fosfataza (ALP), kolagen

tipa I (COL-1) i kostani sijeloprotein (BSP), osteokalcin i osteopontin. ALP je
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neophodan faktor u mineralizaciji dentina, a BSP je nekolageni protein koji se
nalazi u kostima, dentinu i pulpi, a predstavlja rani marker diferencijacije
osteoblasta i ¢elija sli¢cnih odontoblastima. COL-1 ¢ini 90% dentinskog matriksa.
Dentinski matriks nije samo skafold za pokretanje i razvoj mineralizovanog
tkiva, vec je i rezervoar faktora rasta koje lu¢e odontoblasti i pulpni fibroblasti
(Chen i sar. 2009). Ovi faktori rasta hipoteticki daju signal za proliferaciju,
diferencijaciju i okupljanje pulpnih celija na mestu oste¢ene pulpe i iniciraju
regeneraciju tkiva. Specifi¢ni faktori koji deluju na stem ¢elije dentalne pulpe da
odgovori na povredu jo$ nisu identifikovovani (Howard i sar. 2010). Laurent i
sar. (2012) isticu da je uloga i mehanizam delovanja faktora rasta u slu¢ajevima
direktnog prekrivanja pulpe, kad je prirodni odontoblastni sloj unisten, jos uvek
nejasan.

U svim uzorcima ove studije u periodu od 10. do 14. dana je uoceno
formiranje tankog sloja kalcifikovanog tkiva. Ne moZe se govoriti o dentinskom
mostu, jer je zbog izbora animalnog modela eksperiment trajao dve nedelje.
Ovaj interval pracenja odgovara istrazivanjima Tziafas-a i sar. (2002) i Zarrabi-a
i sar. (2010) koji su uo¢ili inicijaciju formiranja tvrdog tkiva i posle 2 nedelje.

Formiranje novog kalcifikovanog tkiva za ovo relativno kratko vreme je
iznenadujuci, ali veoma ohrabruju¢i nalaz. Ve¢i sloj organizovanijeg novog
kalcifikovanog tkivo uocen je u uzorcima sa eksperimentalnim cementima (CS i
CS-HA). Ovakav nalaz je u korelaciji sa blagim i umerenim stepenom zapaljenja
kod uzoraka sa CS i CS-HA i potvrda je njihove biokompatibilnosti. Pulpni
odgovor na MTA je bio intenzivniji i cela koronarna pulpa je bila infiltrirana
¢elijama zapaljenja. Ovakav zapaljenski odgovor je usporio stvaranje
kalcifikovanog tkiva na mestu pulpne rane.

Chen i sar. (2009) su prvi objavili da CS cementi stimuliSu ekspresiju
kostanih markera (COL-1, ALP, BSP) ve¢ posle 7 dana. Lee (2010) i D-Ant6
(2010) smatraju da kalcijum silikatni cementi podrZavaju tkivnu regeneraciju
tako 8to promovisu adheziju, proliferaciju i migraciju mezenhimalnih stem

¢elija i podsticu aktiviranje odontoblastnih markera, pre svega ALP-a. Iste
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pozitivne rezultate dobili su Hakki i sar. (2013) koji su ispitivali efekte razli¢itih
kalcijum silikatnih cemenata na odrZivost i ekspresiju gena vezanih za
mineralizaciju cementnog tkiva.

MTA je u ovoj studiji u ovom ograni¢cenom vremenskom opsegu,
pokazao najmanju sposobnost stimulisanja pulpnog tkiva na stvaranje
kalcifikovane barijere. Uocene su lateralne depozicije kalcifikovanog tkiva ali sa
najmanjom slicnos¢u sa dentinskim tkivom. Nalazi su u suprotnosti sa
istrazivanjima Roberts-a (2008) koji je na zubima glodara uoc¢io kompletan
dentinski most ispod sivog MTA ve¢ posle dve nedelje, dok Zarrabi (2010) posle
dve nedelje uo¢ava samo fibrozno tkivo bez kalcifikacija.

Ipak vecdina istraZivaca istie jasne dokaze o pojavi reparativne
dentinogeneze u pulpi ispod MTA ili pojavu kalcifikovanog tkiva tek posle
mesec dana (Hwang i sar. 2008, Frozoni i sar. 2012). Oni isti¢u da 33% uzoraka
ima kompletan dentinski most (Shahravan i sar. 2011), dok se posle 8 nedelja
dentinski most sa iregularnim tubulima uoc¢ava kod 60- 75% uzoraka (Briso i
sar. 2006, Min i sar. 2008, Zarrabi i sar. 2010). Gomes-Filho (2012) u svojim
istraZivanjima naglasava da MTA konstantno indukuje formiranje strukturno
superiornijeg dentina i u vecoj koli¢ini nego kalcijum hidroksid.

Asgary isti¢e da novi endodontski cementi sa slicnom strukturom kao
MTA, ali sa unapredenim fizi¢ko-hemijskim svojstvima (u koje spadaju i
nanomaterijali ovde testirani), pokazuju bolji pulpni odgovor (slabiju
zapaljensku reakciju) i deblji dentinski most nego MTA. Takode, nalazi da se
sloj ¢elija slicnih  odontoblastima c¢es¢e uocava kod wuzoraka sa
eksperimentalnim CS cementima, nego kod MTA. Objasnjenje za to on nalazi u
¢injenici da u sastav novih cemenata ulaze razli¢ita kalcijumova jedinjenja koja
su bogat izvor Ca i P jona, neophodnih u procesima stvaranja hidroksiapatita
(Asgary i sar. 2008).

Vec¢ je ranije istaknuto da osobine biomaterijala kao $to su topografija,
hemizam ili povrSinska energija igraju vaznu ulogu u adheziji osteoblasta na

biomaterijal. Posebno inicijalna faza interakcije celija/materijal i kvalitet ove
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veze imace uticaja na kapacitete celija da proliferisu i da se diferenciraju.
Celijski odgovor na biomaterijal pocinje sa adsorpcijom proteina, prati ga faza
vezivanja u koju su ukljucene fizi¢ko-hemijske veze izmedu celija i materijala, a
ostvaruje se jonskim vezama (Ko i sar. 2007).

Kalcijum silikatni materijali poseduju dobru biokompatibilnost koja se
ispoljava indukcijom formiranja sloja slicnog apatitu koji moZe da stimuliSe
taloZenje mineralizovanog tkiva na svoju povrsinu i kasnije integraciju sa
okolnim tkivom in vivo (Liu i sar. 2011). Ovi cementi predstavljaju bogat izvor
kalcijumovih i fosfatnih jona, koji su neophodni za sintezu hidroksiapatita, $to
je inace prirodni proizvod cdelija zubne pulpe. Ovim procesima moZze se
objasniti njihova biokompatibilnost (Zarrabi i sar. 2010).

Gandolfi (2009) je dokazala da kalcijum silikatni cementi (MTA i njemu
slicni cementi) pokazuju osteokonduktivnost, odnosno ¢elijsku adheziju i
proliferaciju ¢ek i na sveZe zameSanom cementu. Ovo se deSava verovatno
zbog otpustanja silikatnih jona koji mogu da stimulisu sintezu kolagena tip I i
diferencijaciju celija u ¢elije slicne odontoblastima (Gandolfi i sar. 2010, Liu i sar.
2011). Si-OH grupe na povrsini hidrogela deluju kao centri nukleacije apatitnih
precipitacija (Coleman i sar. 2008).

Da Silva (2011) i Gomes-Filho (2012) smatraju da kalcijum silikatni
cementi otpustaju kalcijumove jone koji uc¢estvuju u aktivaciji kalcijum zavisne
adenozin trifosfataze i dalje reaguju¢i dovode do stvaranja kalcijum
karbonatnih kristala koji su nukleus kalcifikacije. Iz bogate ekstracelularne
mreZe fibronektin se taloZzi na povrsini kristala kalcita i to predstavlja inicijalni
korak u formiranju tvrdog tkiva. Kalcijum je, takode, neophodan za ¢elijsku
migraciju i diferencijaciju. Ovi procesi diferencijacije ¢elija dentalne pulpe su jos
kontrolisani i podrZani razli¢itim faktorima rasta, signalnim molekulima i
transkriptivnim faktorima (Qi i sar. 2013).

Studije o hidroksiapatitu (HA) kao materijalu za direktno prekrivanje
daju potpuno oprecne rezultate i po pitanju zapaljenskog odgovora i po pitanju

formiranja kalcifikovanog mosta. HA poseduje izvrsnu biokompatibilnost, ali
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po misljenju Ando-a (2009) nema dentinogene efekte na pulpu kad se koristi za
direktno prekrivanje. Da su rezultati studija konfuzni slaze se i Danesh i sar.
(2012), koji ukazuju da se rezultati zapaljenja kre¢u od umereno hroni¢nih,
preko ekstenzivnih distroficnih kalcifikacija, pa do potpunog odsustva
zapaljenskog odgovora. Pojedini autori ukazuju na odsustvo dentinskog mosta,
dok drugi nalaze dobro kalcifikovan most posle tri meseca (Jabbarifar i sar.
2007).

Pri tumacenju rezultata mora se voditi racuna i o vrsti tkiva i
eksperimentalnom modelu (Zivotinjskom ili ljudskom) jer je tkivni odgovor
razli¢it, ali i o na¢inu ocenjivanja (skorovanja) histoloskih nalaza i sl.

Za neuspeh HA kao materijala za direktno prekrivanje pulpe, Danesh
istie c¢injenicu izostanka hemijske iritacije tkiva, koja se vida kod MTA
(inicijalna toksi¢nost i iritacija) i koja je neophodna za pokretanje lanca reakcija
za reparaciju tkiva.

Da bi se istakle sve dobre strane HA keramike, a minimizirala njegova
slaba mehanicka svojstva, danas u eri regenerativne endodoncije HA se
kombinuje sa kalcijum silikatnim ili kalcijum fosfatnim cementima, gde kao
skafoldi vode tkivnu regeneraciju i mogu da indukuju formiranje tvrdih tkiva.

U ovoj studiji je koris¢ena formulacija HA/CS u odnosu 40/60 koja je
pokazala dobru biokompatibilnost u prethodnim eksperimentima. I u ovom
eksperimentu dobijen je pozitivan bioloski odgovor odn. depozicija
kalcifikovanog tkiva na lateralnim zidovima zuba obe vilice. Ovo kalcifikovano
tkivo je bilo iregularne strukture. Kod smeSe HA-CS primeceno je i rasipanje
materijala u pulpno tkivo, sto je dovelo do reakcije dzinovskih celija prema
stranom telu. Ovi procesi su svakako usporili stvaranje funkcionalnijeg tkiva za
reparaciju posle direktnog prekrivanja pulpne rane. Ovaj nalaz se delimi¢no
moZe objasniti intenzivnim i ubrzanim fizioloskim metaboli¢ckim procesima koji
se deSavaju u pulpi glodara, a posledica su otvorenog apeksa, pluripotentne

pulpe i konstantnog rasta zuba.
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Svojstvo ovih biokerami¢kim materijala (CS, CS-HA, MTA) je
hidroksiapatitni sloj, koji se formira na njihovoj povrsini odmah posle kontakta
sa bioloskim fluidima bogatim fosfatnim jonima. Ovaj sloj moZze se integrisati
sa dentinom (Liu i sar. 2011). Biokeramic¢ki materijali su poznati po interakciji
sa dentinom gde dovode do intertubularne inkorporacije Ca i Si jona i
intrafibrilarnom taloZenju apatita Sto isti¢e njihova biokompatibilna svojstva
(Han i Okiji 2011).

Rezultati prikazani u ovoj in vivo studiji na animalnom modelu dokazali
su da kalcijum silikatni sistemi i MTA imaju povoljan bioloski odgovor kad se
koriste kao sredstvo za direktno prekrivanje pulpe. Sva tri materijala su
pokazala biokompatibilnost i sposobnost indukovanja kalcifikacije tkiva na
spoju sa pulpnim tkivom u periodu od 14 dana.

Ipak, mora se naglasiti, da su se eksperimentalni nanostrukturni cementi
koris¢eni u ovom istraZzivanju pokazali pogodnijim i efikasnijim u odnosu na
MTA, s obzirom na mnogo krace vreme vezivanja ovih materijala.

Na kraju, treba istac¢i da su ovi nalazi rezultat odgovora zdrave pulpe,
bez inflamacije, a da ponasanje ovih materijala u odnosu na inflamiranu pulpu

tek treba proveriti u daljim istraZivanjima.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata istraZivanja novosintetisanih nanostrukturnih

kalcijum silikatnih sistema - CS i meSavine kalcijum silikatnih sistema i

hidroksiapatita - CS-HA, moZe se zakljuciti:

Nanostrukturni CS nisu doveli do indukcije genotoksi¢nih ostec¢enja
u humanim limfocitima 4 donora u koncentracijama od 0.01-5mg/ml.
Najvisa testirana koncentracija CS (10mg/ml) je indukovala o$tecenja
DNK molekula (do 7% DNK u repu).

Nanostrukturno dizajnirani CS-HA nije doveo do genotoksi¢nih
ostecenja DNK molekula kod 4 donora.

Subkutana implantacija  biokeramickih materijala na bazi CS
izazvala je umerenu zapaljensku reakciju vezivnog tkiva, posle 7
dana.

Subkutana implantacija biokeramickih materijala CS-HA izazvala je
umerenu zapaljensku reakciju vezivnog tkiva, posle 7 dana.

U opservacionom periodu od 15 dana, doslo je do opadanja
intenziteta zapaljenske reakcije za CS, $to je pratilo i razvijanje veoma
tanke fibrozne kapsule.

U opservacionom periodu od 15 dana, za materijal CS-HA doslo je
do znacajnijeg opadanja intenziteta zapaljenske reakcije i formiranja
tanke kapsule.

U opservacionom periodu od 30 dana, opada intenzitet zapaljenja za
materijal CS, a uoc¢ava se bolje formirana fibrozna kapsula.

U opservacionom periodu od 30 dana, uofava se minimalna
zapaljenska reakcija za materijal CS-HA i dobro razvijena fibrozna

kapsula.
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Posle 60 dana, tkivo oko CS je bez zapaljenske reakcije, bez
vaskularne kongestije i sa o¢uvanim integritetom vezivnog tkiva.
Formirana je umereno razvijena kapsula.

Subkutana implantacija materijala na bazi CS-HA, od pocetka do
kraja eksperimentalnog perioda je imala blaZu zapaljensku reakciju.
Debljina fibrozne kapsule oko CS-HA je bila znacajno deblja u
odnosu na vrednosti kontrolnog materijala, sto ukazuje na veoma
dobru tolerantnost tkiva na ovaj materijal.

Biofunkcionalnost CS in wvivo, je potvrdena novoformiranim
kalcifikovanim tkivom, pravilnije strukture (osteodentin) na mestu
kontakta sa materijalom za direktno prekrivanje pulpe.
Biofunkcionalnost CS-HA materijala za direktno prekrivanje pulpe
potvrdena je novoformiranim kalcifikovanim tkivom atubularne
grade debljine do 149pm na zubima obe vilice.

Na osnovu ovog istraZivanja moZze se zakljuciti da su novositetisani
biomaterjjali CS i CS-HA biokompatibilni i sa izraZenim

osteokonduktivnim potencijalom.
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Mpunor 1.

U3jaBa 0 ayTopCcTBY

MoTnucaHu-a VANJA OPACIC-GALIC
Opoj nHgekca 186
UsjaBrbyjem

[ia je [OKTOpCKa AncepTaLuja noa HacrnoBoM

«ISPITIVAN]JE BIOKOMPATIBILNOSTI NANOSTRUKTURNIH BIOMATERIJALA
NA BAZI AKTIVNIH KALCIJUM SILIKATNIH SISTEMA I HIDROKSIAPATITA»

® pe3yrnTaT COoNnCTBEeHOr NCTPaXXMUBaYKor paja,

e [a NpearnoXeHa aucepTaumja y LenvHn H1 y aenosuma Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujarbe OWNo Koje AMNNOME Mpema CTYAMjCKUM nporpamuma apyrux
BMCOKOLLIKOFICKMX YCTaHOBa,

e [a Cy pes3ynratv KOPeKTHO HaBeLeHn 1

e [a HMCaM KpLuvo/na ayTopcka npaBa W KOPWUCTUO WHTENeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, _22. 4. 2014.
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Mpwunor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LWITaAMMNaHe U eNEeKTPOHCKe
Bep3uje JOKTOPCKOr paaa

Wme 1 npesume aytopa VANJA OPACIC-GALIC

bpoj nHpekca _186

Cryaujcku nporpam

Hacnos paga «ISPITIVANJE BIOKOMPATIBILNOSTI NANOSTRUKTURNIH
BIOMATERIJALA NA BAZI AKTIVNIH KALCIJUM SILIKATNIH SISTEMA |
HIDROKSIAPATITA»

MenTop Prof. dr Slavoliub Zivkovié

MoTtrnncanw/a Vanija Opadic¢ - Gali¢

Wsjaerbyjem fa je wrtamnaHa Bepsunja Mor LOKTOPCKOr pafjia UCTOBETHa ereKTPOHCKO)
Bepauju kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBarbe Ha noprany JiurutanHor
peno3uTopujyma YHuBepsurterta y beorpany.

[ossorbaBam fa ce objaBe MOju NUYHKU nofauu BesaHu 3a pobujarbe akafgemcKor
3Barba LOKTOpa HayKa, Kao LWTO Cy ume 1 npesvme, roguHa u Mecto pofiewa u gaTtym
onbpaHe pana.

OBu nuyHM nogaum Mory ce objaBiT Ha MpeXHUM CTpaHuuama purutanqe
GubnuoTexe, y eNeKTPOHCKOM KaTasnory u y nybnukauujama YuusepaurteTa y beorpagy.

MoTnuc pokropaxga

Y beorpagy, _22. 4. 2014.
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Mpunor 3.

U3jaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHusepautetcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® aa y [urutaniu
penosnTopujym YHusepsuteTa y Beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nop,
HacrnoBoMm:

«ISPITIVANJE BIOKOMPATIBILNOSTI NANOSTRUKTURNIH BIOMATERIJALA NA
BAZI AKTIVNIH KALCIJUM SILIKATNIH SISTEMA | HIDROKSIAPATITA»

Dr Vanje Opaci¢-Gali¢

KOja je Moje ayTopcko Aeno.

[ncepTaLyjy ca CBUAM NPUrio3nma rnpeaaol/ria cam y enekTpoHCKoM popmarty rorogHom
3a TpajHO apXuBMparLe.

Mojy AOKTOpCKY AuUcepTaumjy noxpakseHy y [urvtantu penosuTopujym YHusepsuteTa
y Beorpazy mMory Aa Kopucte CBU Koju MowTyjy oapeabe caapxaHe y ofabpaHom Tuny
rmueHLe KpeaTtueHe sajepHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ofnyduo/na.

1. AyTopcTBO
2. AYyTOpCTBO - HEKOMepLnjanHo

3. AyTopcTBO — HEKOMepLnjanHo — 6e3 npepane

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLIjarHo — AenuTy Nof UCTUM yCroBuMa
5. AytopctBo — 0es npepage
6. AyTOpPCTBO — AENUTU Mo, UCTUM YCroB/Ma

(Monumo ga 3aoKpyxuTe camo jedHy of LWeCT MOoHyReHUX NMUeHUM, KpaTak onuc
FULEHLM aaT je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc pnoxkropaHpa

Y Beorpagy, _22. 4. 2014.
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