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Biocompatibility assessment of glas ionomer cement-test of cytotoxicity

KRATAK SADRZAJ

Ispitivanje cititoksicnosti prvi je korak u ocenjivanu biokompatibil-
nosti  stomatoloskih materijala. Potreba za ujednadavanjem kriterijuma za
ovakva istraZivanja rezultirala je postavljanjem internacionalnih standarda
uoblidenih u ISO metodologiju. Cilj ovih istraZivanja bio je da se ispita citi-
toksicnost Setiri restaurativna materijala (tri glasjonomer cementa, 1 jednog
kompomera) i da se definisu prednosti i mnedostatci aktuelne ISO
metodologije za ispitivanje ovog aspekta biokompatibilnosti stomatoloskih
materijala. IstraZivanje je dizajnirano prema ISO/TC 106/1995 i 1SO 10993-
5/ 1994. Ispitivanjem su obuhvacéeni Fuji LC 11, Vitremer (3M ), Ionosit fil
(DMG- Hamburg), Luxat (DMG- Hamburg). Ispitivanje citotoksi¢nosti
sprovedeno je na standardizovanoj humanoj diploidnoj éelijskoj liniji WI-
38. Rezultati istraZivanja pokazali su izraZen citotoksican efekat svih ispiti-
vanih materijala bez statisticki znaCajne razlike. Ocena biokompatibilnosti
ovih materijala kao i vrednovanje dobijenih rezultata mogu se doneti tek
nakon uspostavljanja korelacije sa rezultatima testova primene. Preporucena
ISO metodologija jednostavna je za izvodenje I reprodukovanje, a
kori$cenje Celijske kulture u istraZivanju je najbezbolnije, najeftinije i pri
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tom oslobodeno moralnih i etickih dilema.
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Testiranje citotoksinosti jedan je od prvih koraka u
ispitivanju biokompatibilnosti materijala. Toksi¢nost stoma-
tolo3kih materijala moZe biti ocenjena pomocu in vitro testo-
va, pomo¢u eksperimenata na Zivotinjama 1 kroz klinicka
ispitivanja. In vitro studije se uglavnom izvode da ocene
citotoksi¢nost ili genotoksi¢nost stomatolodkih materijala. ’

Postoji veliki broj razliitih test metoda, koji ponekad
mogu da daju razlidite rezultate za isti materijal’® Sto je 1 bio
podsticaj da se standardizuju test procedure, a sve u cilju
poboljSanja njihove reproduktivnost. Trenutno za ovu oblast
postoje nacionalni standardi (YUS, ADA, DIN itd.) ali se
teZi da se svi uklope u internacionalne standarde koji pokri-
vaju medicinske (ISO 10993) i stomatoloske (ISO-TR 7405)
instrumente i materijale.*~%*®

Analize potencijalnih bioloskih rizika polaze od
&injenice da su dentalni ispuni u kontaktu sa Zivim tkivom
(pulpa/dentin i gingiva) duzi vremenski period. Zato deliéi
ispuna njihovi ekstrati ili rastvori mogu da budu prugutani ili
na drugi nadin potencijalno negativno uticati na pacijenta.’
Prema nacionalnim ili internacionalnim zakonskim regula-
tivima za ovu vrstu medicinskog rizika preporucuje se neko-
liko vrsta testova, ukljucujuéi i testiranje citotoksi¢nosti.'™"

Bioloski sistemi kori§¢emn in vitro testovima cito-
toksiCnosti mogu biti kulture organa, kulture Celija ili celi-
jske organele. Naj3ire koriS¢eni bioloski sistemi za testiranje
toksi¢nosti dentalnih ispuna in vitro su celije u kulturi.

ORIGINALNI RAD (OR)
Stom Glas S, 2002; 49:75-80

NajceSce se koriste dva tipa ¢elija: 1) kontinuirane ¢eli-
Jske linije koje potiu iz komercijalnih kolekcija i 2) pri-
marne ¢elije koje poticu iz donor tkiva i formiraju se u labo-
ratoriji individualno za svako, ili vi§e srodnih, istraZivanja®,
U standardnim in vifro testovima najée$ce se koriste perme-
nentne celijske linije (npr. L-929 , 3T3 migji fibroblasti,
humani diploidni fibroblasti WI-38, i dr.) ili primarne éelije,
uglavnom gingive, mukoze i pulpnih fibroblasta. 1516

Glas-jonomer cementi u direktnom kontaktu daju malu
do umerenu reakciju pulpe zbog Cega je velina istraZivata
preporucivala, u sludaju dubokih preparacija, aplikaciju
Ca(OH), na mestu najblizem pulpi."” Kako su se modifikaci-
je razvijale, glas-jonomer cemenati su prilagodeni svim
funkcionalnim zahtevima i ispunjavali postavljene kriteri-
jume biokompatibilnosti, odnosno postali su neutralni za
pulpu kao materijali za ispune.'"

Svetlosno plimerizujuéi ili kako ih jos nazivaju smolom
ojatani glasjonomer cementi uveli su nove potencijalno
toksi¢ne elemente u ovu vrstu materijala. Tu su prvenstveno
svi sastojci kompozitnih smola ali 1 agensi za pripremu denti-
na 1 dr. Ovi kvalitativno novi materijali zahtevali su i
klinic¢ko ali 1 eksperimentalno ispitivanje njihove biokompat-
ibilnosti.

Specifican momenat u toksi¢nosti glasjonomer cemena-
ta predstavlja duzina inicajnog vezivanja i Cinjenica da se
kiselost iznad pH 3,0 postigne tek za 10min., $to je jo§ uvek
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u zoni citotoksi¢nih vrednosti. Kiselost ali 1 koncentracija F-
i/ili Al** mogu imati uticaja na pulpno-dentinski kompleks u
fazi nevezanog materijala.”®*” Svetlosno inicirani glas-
jonomer cemenati ostvaruju brzi mehanizam vezivanja pa je
sledstveno tome 1 stepen stvaranja kiselih produkata manji,
pri ¢emu efekat na odontoblaste 1 pulpu nepoznat.”

Cilj rada bio je da se ispita citotoksi¢nost etiri restau-
rativna materijala (tri glasjonomer cementa, i jednog kom-
pomera) i da se definidu prednosti i nedostatci aktuelne 1SO
metodologije za ispitivanje ovog aspekta biokompatibilnosti
stomatoloskih materijala.

Materijal i metod

IstraZivanje je sprovedeno prema savremenim pre-
porukama Internacionalne Organizacije za standarde i to
ISO/TC 106/1995 i ISO 10993-5/ 1994.

U ispitivanje su ukljudeni sledeéi materijali: 1. Fuji LC
II; 2.Vitremer; 3.lonosit fil; 4.Luxat.(Tabela {.)

Tabela 1.Materijali kori§éeni u istraZivanju

Tablc 1. Materials used in research

Materijal Proizvodal Vista

Fup LCII GC Internacional Glas-jonomer (LC)
Vitremer M Glas-jonomer (LC)
Tonosit fil DMG- Hamburg Glas-jonomer (LC)
Luxat DMG- Hamburg Kompomer

Ispitivanje citotoksi¢nosti svetlosno polimerizujuéih
glas-jonomer cemenata sprovedeno je metodom testitanja
ekstrata ispitivanih materijala u hranljivoj podlozi. Test je
dizajniran da prikaZe bioloski odgovor celijske Kkulture na
ekstrate stomatoloskih materijala.

Priprema éelijske kulture

U eksperimentu je kori$¢ena human diploidna ¢elijska
linija WI-38 (Human Diploid Lung WI-38; ATCC Referenca
Strain CCL 75) koja predstavlja normainu diploidnu kulturu
embrionalnih humanih fibroblasta. Celije su gajene u stan-
dardnoj podlozi - Minimum Essential Medium-Eagle
(MEM), sa dodatkom 5% govedeg fetalnog seruma. Kontrola
¢elijske proliferacije radena je na svetlosnom mikroskopu
pod faznim kontrastom. Negativna kontrola sastojala se od
konfluentne jednoslojne ¢elijske kulture sa hranjivom podlo-
gom, bez ikakvih dodataka. Pozitivna kontrola sastojala se od
konfluentne jednoslojne ¢elijske kulture sa hranljivom podlo-
gom u koju je dodat 1000mg/l neomicin sulphate, $to pred-
stavlja 20 puta veéu dozu od dozvoljene (50mg/l) za kulturu
éelija.

Priprema uzoraka
Priprema glas-jonomer materijala za ispitivanje radena
je prema preskripciji proizvodaga. Priprema materijala obav-

ljena je sterilnim instrumentima u laboratorijskim strogo
kontrolisanim, sterilnim uslovima asepti¢ne komore. Ukupna
povrsina pripremljenog uzorka je 60mm?’, a debljina 0,5mm.
Nakon pripreme, uzorak je, isitnjen na manje komadice,
potopljen u plasti¢nu centrifugirnu tubu zapremine 50ml sa
20mi 5%-nog MEM-a. U zatvorenim posudama, na tempera-
turi od 37° £ 1°C vrena je ekstrakcija uzorka 24h, Nakon
predvidenog vremena ckstrakcione posude su centrifugirane
10 minuta na 1000 rpm da bi se istaloZila ¢vrsta materija i
sprecilo mehani€ko o$tecenje Celijskih kultura. Svaki uzorak
pripremljen je tri puta, kao i pozitivna i negativna kontrola,

Svaki test uzorak, kao i pozitivna i negativna kontrola,
ocenjivani su nakon svakog observacionog perioda a karak-
teristiéna mesta fotografisana na fotomikroskopu. Karakter-
istiéni uzorci pripremljeni su 1 analizirani skening elektron-
skom mikroskopijom (SEM).

Evaluacija istraZivanja

Promena pH vrednosti ispitivanih uzorka identifiko-
vana je na osnovu promene boje medijuma i uporedivana sa
referentnom tablicom.

Observacioni periodi u pradenju uticaja ekstrata na celi-
jske kulture bili su 24" 48" 96" 1 7 dana. Ocenjivanje ispol-
jenih promena vrSeno je nakon posmatranja na svetlosnom
inverzionom mikroskopu a kao kriterijum su kori§¢ene kvan-
titativne i kvalitativne promene Celijske kulture. Kvalitativne
promene su podrazumevale promene u generalnoj morfologi-
ji, vakuolizaciju, odlepljivanje, éelijsku lizu 1 promene na
membrani. Kvantitativne promene podrazumevaju procentu-
alno smanjenje celyjske proliferacije 1 ocenjivane su opisno 1
numericki prema sledeéim kriterijjumima:

0 = Nema promena (0%); 1 = Slaba redukcija celija
(do 20%); 2 = Umerena redukcija (do20-50%); 3 = Umereno
jaka redukcija (50-80%); 4 = Jaka redukcija proliferacije
(preko 80%) ; (Stika 1)

Loy

Slika 1 . Referentne fotogratije stepena Celijske proliferacije za svaku opisnu ocenu
Figure 1. Photos of cell proliferation level for every score

Na osnovu dobijenih podataka kvalitativne i kvantita-
tivne analize za svaki uzorak data je opisna ocena. Dobijene
brojane ocene bile su osnov za statisticku analizu citotok-
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si¢nosti 1spitivanih materijala u poredenju sa kontrolnim
testiranjem i uzorcima medusobno.Dobijeni rezultati su
obradeni Mann-Whitney-evim neparametrijskim testom. Za
pojedine pokazatelje odredivana je srednja vrednost i stan-
dardna devijacija.

Rezultati

Ispitivant materijali pokazali su promenu pH u smislu
sniZenja vrednosti neposredno nakon potapanja u hranljivu
podlogu. Svi ispitivani materijali pokazali su znaGajnu
promenu boje kao indikatora promene pH, a posebno Vit-
ramer €ija je limun-Zuta boja govori o izrazito kiseloj reakci-
je. Kod Luxat-a nije doslo do znaajnog pomeranja pa se
promena nije registrovala ni pehametrom niti je bilo promene
boje u znacajnijoj meri.(Tabela 2)

Tabela 2. Vrednosti pH ispitivanih materijala

Table 2. pH values of evaluated materials

Kontrola L F A\ IF Pozitivna
MEM kontrola
Ih  Boja Crvena Crvena Zuta Limun NarandZasto Zuta
Zuta Zuta
pH 7.3 73 6.8 3.8 7.1 7.0
24h Boja Crvena Ljubicasta Crvena Limun  Crvena Zuta
Zuta
pH 7.3 83 7.6 5.7 7.6 7.0

Nakon 24h doflo je do "oporavka" u smislu vracanja
vrednosti pH na prvobitne neutralne vrednosti 1l ¢ak skre-
tanja ka baznim vrednostima. Promenjena boja medijuma
ostala je pribliZzno ista postignutom nivou neposredno nakon
kontakta tj. u zoni kisele reakcije, kod svih uzoraka osim
Luxat-a.

Tabela 3. Prosecna ocena testa citotoksi¢nosti

Table 3. Mean citotoxity test score

24h 48h 96h 7dana
v 37 4.0 4.0 4.0
L 2.7 3.0 3.7 4.0
F 1.0 2.0 3.0 30
IF 30 3.0 37 4.0

U prvih 24 &asa u ispitivanim uzorcima Vitramera Celijs-
ka liza prema postavljenim kriterijuma bila je 70% i ocenjena
je ocenom 4. U istom opservacionom periodu Fuji LC II je
ocenjen ocenom |-blag toksiCan efekat sa redukcijom celija

20-50% i promenama na éelijama u vidu njihovog pojedi-
nacnog zaokrugljivanja u manjem broju. Ionosit fil i Luksat
pokazali su za 24 sata isti, jako izraZen toksi¢ni efekat ocenje
ocenom 3, sa redukcijom celijskog rasta 50-80% i izraZenim
veéim brojem uveéanih, baloniranih ¢elija.(Tabela 3)

Skening elektronskom mikroskopijom ispitana je mor-
fologija karakteristicnih uzoraka i konstatovani su mmogi
deformiteti preZivelih ¢elijkih kultura. (Slike 2 i 3)

o
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Slika 2. Balonirane mrtve fibroblastne éelije-SEM
Figure 2. Non-vital fibroblast cells-SEM

Slika 3. Retke ocuvane fibroblastne éelije normalne morfologije- SEM
Figure 3. Rare fibroblast cells with normal morphology-SEM

Diskusija

Za sve stomatoloSke materiale kao i njihove modi-
fikacije koji se mogu danas naéi na trzi$tu, testovi provere su
neizbezni deo u programu njthovog bioloskog ocenjivanja.
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Danas postoje jednostavne, brze i ne tako skupe metode pro-

vere koje daju vaine informacije kako o generalnoj-

toksi¢nosti, tako i o lokalnoj iritacipi tkiva (Magnusson and
Kligman, 1969, Ames et al. 1973, Purcshase et al, 1976,
Tronstad et al, 1978b, Wannberg et al, 1978, 1979). Medju-
tim, testovi preklini¢ke provere ne mogu zameniti klinicka
ispitivanja, posebno kada se radi o dentalnim materijalima.
Ipak treba naglasiti da jednostavan test in vifro moZe da
redukuje i delimino zameni druge, malo podrobnije, ali i
skuplje 1 komplikovanije testove na Zivotinjama.”"

Pri tome treba imati u vidu da ovi testovi ne daju
biologku ocenu materijala ve¢ samo ocenu citotoksicne
aktivnosti. Ako bi se ovo apstrahovalo, doslo bi se do
pogresnog zakljutka da su neki medikamenti nepodobni za
upotrebu iako se pouzdano zna da je njihova pozitivna uloga
u terapiji "nezamenjiva". Konkretan primer za to su paste na
bazi Ca(OH), ili Zn-oksid-eugenola.*

Celijske kulture, kao bioloski sistemi za testiranje, nasli
su Siroku primenu u savremenim istraZivanjima iz viSe razlo-
ga. U prvom redu veoma je znacajna moguénost dobre repro-
duktibilnosti ispitivanja. Kontinuirane ¢elijske linije, stan-
dardizovane i dostupne svim laboratorijama koje se bave
ovim poslom, omogucavaju da se eksperiment pod istovet-
nim uslovima vie puta ponovi, a dobijeni rezultati se mogu
uporediti sa istrazivanjima drugih istraZivaca i/ili laboratorija
koje su primenile istu metodologiju.=?¢*>

U ovom eksperimentu je korii¢ena human diploidna
éelijska linija WI-38 (Human Diploid Lung WI-38; ATCC
Referenca Strain CCL 75) koja predstavlja normalnu diploid-
nu permanentnu ¢elijsku liniju fibroblasta. Celijska kultura
je bila u 30-0j pasaZi 3to je Cini srednje starom kulturom.
Kultura ovih éelija iako nema neke od specifiénosti puipnih
fibroblasta poseduje sve karakteristike fibroblastne humane
kulture pa je zbog toga i pogodna za pralenje toksi¢nih
efekata®. Na osnovu toga moZe se izvesti korelacija izmedu
dobijenih rezultata i pulpne reakcije in vivo.

Ispitivanje efckata glas-jonomer cemenata na ¢elijsku
kulturu primer su razli€itih i Sesto kontraditornih literaturnih
podataka. Dok su Dahl i Tronstad (1976) i Meryon i saradni-
ci (1983) pokazali da su sveZe umesani konvencionalni glas-
jonomer cementi toksicni, Kawahara i saradnici (1979) isticu
da, sve¥e umeSani materijali inhibiSu celijsku proliferaciju,
ali ne pokazuju citotoksi¢an efekat na Celijske kulture
Takodje, Miler i saradnici konstatuju da testovi na kulturama
¢elija ukazuju na citotoksinost konvencionalnih glas-
jonomer cementata i da stoga treba koristiti podloge na bazi
Ca(OH),, dok Kanaoka i sar. 1991 nisu nasli nepovoljne
odgovore na ¢elijskim kulturama.”

Ovakvi rezultati donekle su u suprotnosti sa rezultatima
dobijenim tokom ovog istraZivanja. Testirani svetlosno
polimerizujuéi glas-jonomer cementi pokazali su citotoksiCan
efekat u svim opservacionim periodima poev od blagog do
veoma izraZenog citotoksiénog efekta do potpune destrukeije
éelijskog materijala. Sa druge strane Leyhausen i sar. i Stea 1
sar.?* potvrduju dobijene rezultate dok Babich i Sisensky
osim citotoksiénog navode i izraZeni genotoksiéni efekat
pojedinih smolom modifikovanih glasjonomer cemenata.”

Smatra se da je povecanje koncentracije H* jona jedan
od najvafnijih rfaktor - koji dovodi do ispoljavanja
citotoksi¢nog efekta. Promena boje medijuma, kao indikator
promene vrednosti pH tokom naSeg istraZivanja pokazalo je
povecanje kiselosti svetlosno polimerizujuéih glas-jonomer
cemenata u prvim trenucima nakon kontakta. Zadrzavanje
promenjene boje verovatno je posledica ireverzibilnih prom-
ena u indikatoru koje sadrzi MEM iako je, kasnije, doslo do
promene apsolutne vrednosti pH' medijuma i pribliZavanje
neutralnim vrednostima. U metodologiji vefine citiranih
radova nisu primenjeni 1SO standardi ve¢ neka od standard-
nih laboratorijskih metoda. Nisu navedeni podatci o tome
dali su istraZivaci korigovali vrenosti H' pre nalivanja celi-
jske kulture ¢ime bi bio ublaZen i toksi¢an efekat ekstrho-
vanih materijala u prvim satima eksperimenta. U ovom
eksperimentu to nije radeno iz razloga prvobitne ideje da se
istraZivanje sprovede prema ISO metodologiji, bez modi-
fikacija, ali se ovako moZda mogu objasniti potencijalne raz-
like u dobijenim rezultatima.

Promena pH sredine sigurno je uticala na stepen celi-
jske proliferacije 1 konfluentnost ¢elijske kulture. Ovo se
narogito odnosi na inicijalne rezultate (u okviru prvih 24h)
mada ne treba zanemariti ni Cinjenicu da eventualni
rastvorljivi podukti materijala mogu imati uticaja na ¢elijsku
kulturu. Tokom ovog istraZivanja nije radena hemijska anal-
iza ekstrata da bi se ustanovile potencijalno citotoksicne
komponente, ve¢ je ispitivan materijal u celini u obliku
pripremljenom prema preskripciji proizvodaca.

Otpustanje jona F- takode moZe biti jedan od dodatnih
faktora koji su uticali na rast ¢elijske kulture. Ovo tim pre §to
je zapremina i kontaktna povrSina ispitivanog materijala rela-
tivno velika u odnosu na zapremnu medijuma, a poznato je
da je otpustanje F- najintenzivnije u prvim satima tj. prvog
dana®. Hemijska analiza ekstrata sigurno bi dala potpuniju
sliku o sastavi ekstrata i verovatno otkrilo jo§ neke potenci-
jalne citotoksi¢ne supstance. Sam efekat na ¢elije sigurno je
da bi mogao daleko bolje biti obja$njen na osnovu biohemi-
jskih istraZivanja i na nivou molekularne biologije ali to nije
bio predmet ovog istraZivanja, s obzirom da se radi o prelim-
inarnim testovima u ispitivanju stomatolo$kih materijala.*

Jednostrano posmatrajuéi mogli bi se konstatovati da
prema rezultatima primarnih testova na ¢elijskoj kulturi ispi-
tivani svetlosno plimerizujuéi glas-jonomer cementi pred-
stavijaju umereno do jako toksiéne materijale. Upravo zbog
toga veoma je vaZna pravilna interpretacija rezuitata i sagle-
davanje svih faktora koji su uticali na dobijanje postignutog
rezultata 1 koji su od znacaja za kona¢nu ocenu. U tom smis-
lu treba imati na umu da li je koli¢ina primenjenog materijala
adekvatna in vivo uslovima, kao i da li koncentracija anal-
iziranog uzorka odgovara klini¢kim vrednostima.®**

Druga injenica koji treba naglasiti je neadekvatan kon-
takt éelijske kulture sa testiranim materijalima. U in vivo
uslovima ne postoji direktan kontakt pulpe 1 restorativnog
materija, izuzimajuéi slucajeve direktnog prekrivanja i
amputacije pulpe, ve¢ je on uvek posredan preko preostalog
sloja dentina. Ovaj sloj predstavlja svojevrsnu zaStitu pulpe
sa svim karakteristikama selektivne polupropustljive mem-
brane. Odredene test metode pokusale su da ublaZe direktno
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dejstvo materijala (ili njihovog ekstrata) na ¢elijsku kulturu
postavljanjem raziiditih polupropustljivih ili propustljivih
membrana kao $to su agar ili acetatni filteri. Ovakav nadin
testiranja jo§ uvek ne omogucava simuliranje in vivo uslova
ali je bolji od direktnog kontakta. Napredak je postignut kada
je u eksperimentalnu proceduru uveden dentinski disk (Tyas,
Hanks, Shmalz, Stenly 1990 1 dr.) dobijen iz govedih ili
humanih ekstrahovanih zuba. Na taj na€in simulirani su
uslovi in vivo sa veéinom zaftitnih funkcija dentina.Ovaj
metod iako predloZen jo§ uvek nije uvriten u vazeée ISO
standarde, pa tako nije primenjen i u uvom istraZivanju."

Drugi problem predstavlja rast celiske kulture. U
tehnikama predloZenim od strane Tyas-a , Meryon-a , i
Hume-a, ¢elije su gajene na dnu suda za kulturu ¢elija. Takav
nacin ne simulira situaciju in vivo gde su ¢elije u bliskom
kontaktu sa dentinom. To moZe voditi do pogresnih rezultata
zbog rastvorljivosti toksikanta 1 difuzije, koja se deSava kada
¢elije nisu u bliskom kontaktu sa dentinom. Ako se ovome
doda i smanjenje Stetnog efekta zbog uticaja puferskog
kapaciteta dentina moZe se o dobijenim ekperimentalnim
rezultatina razgovarati samo kao orjentacionim pokazatelji-
ma. Ipak ovi testovi su i zamiSljeni da daju polaznu informa-
ciju o akutnom toksi¢nom efektu bez pretenzija da daju
kona¢nu ocenu o materijalu.*

Postoje mnogobrojni podaci o biologkom testiranju
stomatoloskih materijala in vifro tehnikama Celijske kulture
kao 1 razli¢itim in vivo metodama. Ove tehnike, kao i rezul-
tati klimickih istraZivanja omogucavaju uporedivanje materi-
jala na osnovu njihove toksinosti” Zbog toga sa aspekta
generalnih toksiénih efekata, posebno kada se radi o materi-
jalima za dentalne ispune, jednostavan i jeftin test in vitro
moZe da zameni druge, obimnije testove na Zivotinjama. Rel-
ativno malo studija je pokuSalo da poredi rezultate nekoliko
razliitih tehnika ispitivanja, §to prestavlja limitirajuci faktor
za postavljanje etalona u ispitivanjima novih materijala ili
kontroli kvaliteta postojecih. Ako su takva poredenja 1 pravi-
jena, Cesto je, ali ne uvek, konstatovana slaba korelacija
izmedu rezulatat razliCitih metodologija ali je registrovana
moguénost uspostavljanja korelacija izmedu razliditih nivo
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