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SAZETAK

U ovoj disertaciji je testirana originalna hipoteza po kojoj je trikalcijum silikatni cement,
Biodentin, primenjen za retrogradnu opturaciju kanala korena zuba, efikasniji u zarastanju
humanih periapeksnih lezija (PL) u odnosu na amalgam. Rezultati su potvrdeni u randomizovanoj
klini¢koj studiji na 24 (Biodentin) odnosno 25 (amalgam) korena zuba. Eksperimentalna studija je
imala za cilj objasnjenje mehanizama klinickih rezultata ispitivanjem citotoksicnosti, inflamacije,
imunomodulacije i osteogene diferencijacije mezenhimalnih stromalnih mati¢nih ¢elija (MSC)
uspostavljenih iz PL. lako je pokazano da je kondicionirani medijum (KM) Biodentina
produkciju proinflamacijskih citokina i hemokina (IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-8 i MCP-1) od strane
infiltriSu¢ih celija izolovanih iz PL. Medutim, za razliku od amalgama, necitotoksi¢ne
koncentracije KM Biodentina su pokazivale imunomodulacijski efekat (poveéanje produkcije IL-
10, Th2 citokina i IL-17A) i osteoprotekciju (smanjenje nivoa RANKL i odnosa RANKL/OPG).
Analizom 9 osteblastnih gena (RUNX2, ALP, BGLAP, COL1A1, SP7, BMP2, TGF-41, FGF2 i
WNT2) i Ca depozita pokazano je da KM Biodentina snazno stimuli$e proliferaciju i osteoblastnu
diferencijaciju MSC u osnovnom medijumu i potencira osteoblastogenezu u prisustvu
osteoinduktivnog medijuma. lako je KM amalgama stimulisao ekspresiju pojedinih osteoblastnih
gena, nije indukovao osteoblastnu diferencijaciju MSC. Zakljuceno je da je stimulacijski efekat
Biodentina na regeneraciju koStanih i meko-tkivnih struktura nakon hirurSkog tretmana PL
povezan sa stimulacijom proliferacije i osteoblastne diferencijacije MSC kao i lokalnim anti-
inflamacijskim, imunomodulacijskim i osteoprotektivnim efektima.

Kljuéne re¢i: Biodentin, amalgam, periapeksna lezija, retrogradna opturacija kanala korena,
zarastanje, citotoksi¢nost, citokini, imunomodulacija, mezenhimalne stromalne mati¢ne celije,
osteogena diferencijacija



ABSTRACT

In this dissertation, the original hypothesis was tested according to which tricalcium silicate
cement, Biodentine, applied for retrograde root canal filling, is more efficient in healing of human
periapical lesions (PLs) compared to amalgam. The results were confirmed in a randomized
clinical study on 24 (Biodentine) and 25 (amalgam) tooth roots, respectively. The experimental
study aimed to explain these mechanisms by examining cytotoxicity, inflammation,
immunomodulation, and osteogenic differentiation of mesenchymal stromal stem cells (MSCs)
established from PLs. Although the conditioned medium of Biodentine (B-CM) has been shown
to be more cytotoxic than CM of amalgam (A-CM), non-cytotoxic concentrations of both CMs
inhibited the production of proinflammatory cytokines and chemokines (IL-1p3, TNF-a, IL-6, IL-
8, and MCP-1) by PL cells. However, in contrast to amalgam, non-cytotoxic concentrations of B-
CM showed immunomodulatory effects (increased production of I1L-10, Th2 cytokines and IL-
17A) and osteoprotection (decreased RANKL levels and RANKL/OPG ratio). Analysis of 9
osteblastic genes (RUNX2, ALP, BGLAP, COL1A1, SP7, BMP2, TGF-1, FGF2 and WNT2) and
Ca deposits showed that B-CM strongly stimulated the proliferation and osteoblastic
differentiation of MSCs in the basal medium and potentiated osteogenesis in the osteoinductive
medium. Although A-CM stimulated the expression of some osteoblastic genes, it did not induce
osteoblast differentiation of MSCs. It was concluded that the stimulating effect of Biodentine on
the regeneration of bone and soft tissue after surgical treatment of PLs is associated with the
stimulation of proliferation and osteoblastic differentiation of MSCs as well as its local anti-
inflammatory, immunomodulatory and osteoprotective effects.

Keywords: Biodentine, amalgam, periapical lesion, retrograde root canal filling, healing,
cytotoxicity, cytokines, immunomodulation, mesenchymal stromal stem cells, osteogenic

differentiation
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1. UvOD

1.1. Endodontska hirurgija

Endodontska hirurgija je posebna oblast endodoncije koja se po pravilu primenjuje kada
standardno ortogradno endodonsko lecenje ne dovodi do Zeljenog uspeha. Osim ove kljuéne
indikacije, endodontsko hirursko leCenje se sprovodi I u slucajevima nemoguénosti izvodenja
revizije punjenja kanala korena zuba zbog razli¢itih indikacija, a od kojih su posebno znacéajne
nadogradnje u kanalu ili postoji protetski rad koji bi na taj nacin bio ugrozen. Najznacajniji
postupci u endodontskoj hirurgiju su apikotomija, hemisekcija i amputacija korena, zatvaranje
perforacija izmedu korena i alveole (fausse-route) kao i sanacije fraktura apikalne tre¢ine korena
i eksternih resorpcija (1). Prema definiciji resekcija korena ili apikotomija je secenje apikalnog
dela korena zuba i potpuno odstranjenje patoloskog tkiva iz periapeksnog prostora, u cilju izle¢enja
periapeksnog hroni¢nog zapaljenskog procesa uz istovremeno o¢uvanje funkcionalnosti zuba.
Ovim hirurskim zahvatom se uklanjaju i akcesorni korenski kanali i dodatni apikalni otvori koji
mogu biti uzrok neuspeha endodontske terapije. Apikotomijom se najvise moze odstraniti apikalna
tre¢ina korena a da se ne poremeti stabilnost zuba. U protivhom, moze do¢i do labavljenja i gubitka
zuba (2).

Apikotomijom se moze oCuvati zub i pripadajuce suprastrukture (nadogradnja, krunica, most)
ukoliko su prisutne (1). Ova procedura u najvec¢em broju slucajeva predstavlja potpuno uspesan
terapijski postupak kojim se sanira patoloska promena, sprecava recidiv i vadenje obolelog zuba.
Osnovne indikacije za apikotomiju definisali su Gutmann i Harrison (3): ako postoji opravdana
sumnja u neuspeh endodontskog tretmana; ako endodontsko lecenje nije bilo uspesno a ponovni
tretman nije mogu¢; ako je potrebna biopsija periapeksnog regiona. Apikotomija nalazi siroku
primenu u svakodnevnoj stomatoloskoj praksi. Ona nije ograni¢ena samo na prednje zube ve¢
mozZze biti bezbedno primenjena 1 kod molara. Medutim, brojna klinicka iskustva 1 publikovani
radovi nedvosmisleno ukazuju da je apikotomija u molarnoj regiji tehnicki teze izvodljiva i
pracena je ve¢im brojem komplikacija (4).

Najcesca indikacija za apikotomiju su hroni¢ni zapaljenski procesi na vrhu korena zuba koji nisu
mogli da budu sanirani standardnom endodontskom terapijom, a koje se zajednickim imenom
nazivaju periapeksne ili periapikalne lezije (PL). Vrlo Cesto se srecu u stomatoloskoj praksi i
predstavljaju viSe od jedne trecine svih indikacija za oralno-hirurSke intervencije. Postoji vise
nacina klasifikovanja PL, ali se naj¢esce primenjuje tzv. Wein-ova klinicka klasifikacija i Hirch-
ova histoloska klasifikacija. Sira klasifikacija svih patologkih promena u apikalnom
parodoncijumu je dala Svetska zdravstvena organizacija. U ovom kontekstu Cesto se Koristi i
klasifikacija Americkog udruzenja endodontista (1-4).

1.2. Periapeksne lezije: etiopatogeneza i inflamatorno-imunske karakteristike

PL su patoloske promene oko korena zuba koje najéeS¢e nastaju kao posledica prodora
mikroorganizama iz kanala korena zuba. Medu mikroorganizmima dominiraju anaerobne bakterije



ali se mogu naci i fakultativni anaerobi i virusi (5). Prema istrazivanjima Abou-Rass i Bogen-a,
1998, najéesc¢i uzrocnici su: Actinomyces (31.8%), Propionibacterium (22.7%), Streptococcus
(18.2%), Staphlyococcus species (13.6%), Porphyromonas gingivalis (4.6%), Peptostreptococcus
micros (4.6%) u 4.6% Gram negativnih enterobakterija (6). Kolonizacija kanala korena zuba
nastaje zbog nekroze pulpe uzrokovane karijesom, zapaljenskim promenama, zbog traumatskog
ostecenja ili jatrogenih postupaka. Uzroci nastanka PL mogu biti i1 termicki i hemijski iritansi
izazvani endodontskim procedurama, ukljucujuci i efekte mikropartikula gutta-perke ili kristala
holesterola (7).

Bakterije koje naseljavaju endodontski prostor u nekroti¢noj pulpi i njihovi produkti dolaze u
kontakt sa apeksnim parodoncijumom preko apikalnih ili lateralnih kanala, ukljucujuéi i
ramifikacije pulpe u predelu korena zuba, ¢ime zapoc€inje zapaljenski proces. Pocetni zapaljenski
odgovor ukljucuje vazodilataciju 1 povecanu permeabilnost krvnih sudova §to je praceno
eksudacijom te¢nosti i migracijom c¢elija iz krvi u periapeksno tkivo (7, 8). Ovi slozeni
patofizioloski mehanizmi se odvijaju u dvosmernoj komunikaciji izmedu bakterijskih produkata
(toksina, enzima) i imunskih komponenti domacina. Od solubilnih komponenti vazni su
neuropeptidi, vazoaktivni amini, derivati arahidonske kiseline, produki razgradnje komponenti
komplementa, lizozomalni enzimi, fibrinoliticki peptidi i drugi medijatori. Kada su u pitanju
¢elijske imunske komponente, u inicijalnoj fazi najznacajniju ulogu imaju rezidentni makrofagi,
mastociti i stromalne ¢elije periodontalnog ligamenta kao i infiltriSué¢i polimorfonuklearni
leukociti i monociti (9). Kasniju fazu, koja postepeno prelazi u hroni¢nu zbog nemoguénosti
imunskog sistema da ukloni infekciju, karakteriSe predominantna uloga limfocita 1
mononuklearnih fagocita (makrofaga), nastalih transformacijom monocita nakon njihove
transmigracije iz krvi u tkivo. Medutim, dinamika zbivanja u PL je koordinisana stalnim
sadejstvom svih ¢elija 1 solubilnih medijatora u okviru slozenih molekulskih i ¢elijskih
komunikacija (7-9).

Kljuénu ulogu u razvoju PL ima imunski sistem domacina. Iako su bakterije razvile brojne
mehanizme izbegavanja imunskog odgovora domacina, plasticnost imunskog odgovora i razvoj
brojnih regulacijskih mehanizama omogucavaju da se u dugom vremenskom periodu zapaljenski
procesi u periapeksnom regionu drZe pod kontrolom. Cena toga je 1 osteodestrukcija alveolarne
kosti kao finalni mehanizam ogranicenja hroni¢ne inflamacije (9, 10).

Neki od mehanizama kojima bakterije izbegavaju imunski odgovor domacina je nemoguénost
ispoljavanja adhezivnih molekula, kao §to je na primer E-selektin, na endotelnim ¢elijama koji su
uklju¢eni u mobilizaciju inflamacijskih ¢elija iz krvi u tkivo, kao §to to ¢ini Porphyromonas
gingvalis produkcijom lipopolisaharida (LPS). Pojedine Gram-negativne bakterije imaju
sposobnost maskiranja antigenskih struktura na svojoj povrSini. Actinomyces israelii formira
velike kolonije koje ne mogu biti lako fagocitovane od strane neutrofilnih granulocita (11).

Hroni¢ne PL pokazuju patohistolosku sliku granuloma ili ciste. Granulomi su sastavljeni iz
mononuklearnog infiltrata rasporedenog difuzno ili u obliku manjih ili ve¢ih agregata u
stromalnom tkivu razorenog, edematoznog i uvecanog periodontalnog ligamenta u periapeksnoj
regiji. U granulomu dominiraju limfociti, plazmociti i mononuklearni fagociti uz manje prisustvo
neutrofilnih granulocita. Broj neutrofila se povecava u toku egzacerbacije inflamacije u PL, §to je
¢esto praceno pojavom klinickih simptoma u vidu bola 1 otoka.



Osim ovih ¢elija, vaznu komponentu ¢ine i dendritske ¢Celije, koje su klju¢ne antigen prezentujuce
¢elije kao 1 mastociti. Dendritske ¢elije imaju sposobnost hvatanja antigena mikroorganizama u
PL, preradu proteinskih molekula do peptida i povezivanje peptida sa molekulima glavnog
kompleksa tkivne podudarnosti (MHC). Ovi procesi uzrokuju sazrevanje i migraciju dendritskih
¢elija do lokalnih regionalnih limfoidnih tkiva gde se odvija aktivacija antigen-specificnih T
limfocita (12). Da li dendritske ¢elije imaju i ulogu u aktivaciji efektorskih T limfocita lokalno u
PL nije dovoljno istrazeno (7-10).

Patofiziologiji PL znacajno doprinose i stromalne komponente kao Sto su proliferisana ostrvca
Malasezovih epitelnih ¢elija, endotelne Celije, fibroblasti, mezenhimske mati¢ne stromalne celije
(MSC) i komponente ekstracelularnog matriksa. MSC su izolovane iz PL i po svojim fenotipskim
karakteristikama poseduju sli¢nosti sa MSC periodontalnog ligamenta kao i1 sposobnost
diferencijacije u adipocite, hondroblaste i osteoblaste (12, 13). Ispoljavaju imunosupresivna i anti-
inflamacijska svojstva. Medutim, pod izvesnim okolnostima PL-MSC mogu da stimuliSu
produkciju pro-inflamacijskih citokina, §to ukazuje na njihovu dvostruku ulogu u
imunopatogenezi PL (12, 14).

Intenzivnijom proliferacijom Malasezovih ostrvaca nastaje cista koju ove epitelne Ccelije
ograniCavaju. Ciste su po pravilu veée od granuloma ali je i u tkivu oko ciste prisutan sli¢an
inflamatorni supstrat kao kod granuloma. U proliferisalom epitelu posebnu populaciju antigen-
prezentujucih celija ¢ine Langerhansove c¢elije (7-9). Kada su ciste vece lako ih je radiografskim
pregledom razlikovati od granuloma na osnovu vece radiotransparentnosti. Medutim, to Cesto
predstavlja problem kada je njihova veli¢ina mala. Malasezove epitelne cCelije su, prema
istrazivanjima Seltzer i sar. 1969, prisutne u 26% ispitivanih PL (15). Proliferacija epitela se
desava pod uticajem razli¢itih lokalno produkovanih citokina i faktora rasta, a sam proces je poznat
pod imenom inflamacijska hiperplazija (16, 17). Uloga Malasezovih epitelnih ¢elija je najbolje
opisana u sklopu regeneracije cementa korena zuba. Pokazano je da su ove histoloske strukture
pretezno lokalizovane u predelu periodontalnog ligamenta u nivou resorptivnih lakuna i da
ispoljavaju kosStani morfogenetski protein-2 (engl. bone morphogenetic protein, BMP-2), a da su
u toku rane faze regeneracije cementa pozitivne na osteopontin i ameloblastin. Pretpostavlja se da
su Malasezove epitelne ¢elije upravo ukljuene u proces regeneracije cementa korena zuba u
predelu PL (16-18). Skorasnja istrazivanja se bave izolacijom i kultivacijom Malasezovih ¢elija
¢ime se obogacuju znanja o njihovoj patofiziolo§koj ulozi (19).

U razvoju, progresiji i ogranic¢enju PL ucestvuju sve cCelijske komponente 1 nihovi solubilni
produkti. U inicijalnoj fazi su najbitnije ¢elije urodene imunosti dok u hroni¢noj fazi dominira
interakcija efektorskih mehanizama specificnog imuniteta sa svim ostalim celijskim
komponentama (9, 20).

Od ¢elija urodene imunosti poseban znacaj imaju neutrofilni granulociti koji su prva linija odbrane
u svakoj inflamaciji, pa i u apikalnom periodontitisu (7-9, 20-23). Neutrofili migriraju iz krvi u
tkivo u toku nekoliko minuta pod uticajem hemoatraktanata od kojih je najznacajniji interleukin
(IL)-8 odnosno CXCLS8, kako se oznacava prema hemokinskoj nomenklaturi (24). IL-8 produkuju
¢elije oralnog epitela, fibroblasti vezivnog tkiva i druge imunske Celije (25, 26). Neutrofili su pre
svega zaduzeni za fagocitozu patogenih mikroorganizama 1 njihovu sledstvenu
intracitoplazmatsku digestiju pod uticajem brojnih enzima smeStenih u intracitoplazmatskim



granulama (22-24). Takode produkuju brojne pro-inflamacijske citokine. Medutim, neutrofilni
granulociti mogu oslobadati i komplekse sastavljene od hromatina i enzima (pre svega
mijeloperoksidaze) u obliku mreze koja se naziva NET (engl. neutrophil extracellular traps), a ceo
ovaj proces je poznat pod nazivom NET-oza. Ovi mehanizmi funkcije granulocita, kojima se
mikroorganizmima ograni¢ava mobilnost zbog zarobljavanja u NET-ovima i indirektnog
mikrobicidnog efekta enzima (27), verovatno imaju veoma vaznu ulogu u patogenezi PL.
Medutim, ovi procesi, koji su opisani kod parodontopatije nisu dovoljno izuceni u PL (28). Jedna
publikacija pokazuje da aktivirane endotelne ¢elije u PL, delovanjem IL-8, indukuju NET-ozu,
koja sa druge strane, mehanizmima povratne sprege stimuliSe apoptozu endotelnih ¢elija (29). U
toku hroni¢ne inflamacije poput PL, neutrofilni granulociti pospeSuju migraciju Th17+ ¢elija koje
imaju pro-inflamacijska svojstva. U ovim procesima klju¢nu ulogu imaju CCL2 i CCL20 hemokini
koje produkuju neutrofili (30, 31). Ovi hemokini se vezu za CCR2 odnosno CCR6 hemokinske
receptore, koji su karakteristi¢no ispoljeni na Th17+ ¢elijama (32).

Ubrzo nakon prelaska u tkivo monociti se diferenciraju u makrofage ili inflamacijski tip
dendritskih ¢elija. Makrofagi fagocituju apoptotske neutrofile ¢ime se sprecava oslobadanje
proteoliti¢kih enzima iz granula neutrofila u ekstracelularni prostor. Medutim, kada je akumulacija
neutrofila produzena u uslovima hroni¢ne inflamacije, fagocitni kapacitet makrofaga nije u stanju
da uspesno ukloni mrtve neutrofile tako da brojni proteoliticki enzimi granulocita dodatno ostecuju
tkivo 1 dalje stimuliSu inflamaciju (33).

Opisane su dve populacije makrofaga koje imaju medusobno antagonisticko delovanje. M1 tip
makrofaga ima izrazitu fagocitnu funkciju, a produkcijom brojnih proinflamacijskih medijatora,
razli¢itih faktora rasta i hemokina znacajno doprinosi kako zapoc¢injanju tako i propagaciji
zapaljenskog procesa u PL. Tome doprinosi i njihova sposobnost stimulacije migracije limfocita i
aktiviranje efektorskih funkcija limfocita. Suprotno, M2 tip makrofaga inhibira inflamaciju i
pospesSuje zarastanje pa je bitan kod reparativnih procesa i proliferacije fibroznog tkiva u PL.
Monociti se diferentuju u proinflamacijske M1 makrofage pod uticajem interferona-y (IFN-y),
lipopolisaharida (LPS) ili granulocitno-makrofagnog faktora stimulacije kolonija (GM-CSF). Za
razliku od ovih biomolekula, IL-4, IL-13, IL-10 i makrofagni (M)-CSF stimulisu M2
diferencijaciju (34, 35). Skorasnja istraZzivanja pokazuju da je broj M1 makrofaga veci u cistama
kod PL sude¢i prema ekspresiji CD68 i produkciji faktora nekroze tumora (TNF)-a. Sa druge
strane, u granulomima predominiraju CD163" makrofagi, M2 fenotipskih karakteristika, koji
mogu imati ulogu u ograni¢enju inflamacije i podsticanju fibroznih procesa u PL (36).

Mastociti ¢ine relativno malu populaciju imunskih ¢elija u PL (37, 38). Mogu se identifikovati
imunohistohemijskim metodama na osnovu ekspresije na c-kit na membrani i enzima triptaze koja
je specifi¢no lokalizovana u njihovim granulama. Mastociti su brojniji u cistama u odnosu na
granulome (39) i naj¢esce su lokalizovani perivaskularno, izmedu centralnog granulacionog tkiva
1 periferne fibrozne kapsule. Dosadasnja istrazivanja ukazuju da mastociti imaju vaznu ulogu u
razvoju inflamacije u toku akutnog apikalnog periodontitisa ali i tranziciji akutne inflamacije u
hroni¢nu PL kao i odrzavanja inflamacije u PL. Ukratko, multiple funkcije ovih ¢elija se mogu
svesti na nekoliko najvaznijih: povecanje vaskularne propustljivosti, stimulacija angiogeneze,
resorpcija kostanih struktura, degradacija ekstracelularnog matriksa i regulacija inflamacije (37,
40).



Klju¢na uloga ¢elija urodene imunosti u PL se prvenstveno odnosi na produkciju proinflamacijskih
citokina i drugih biomolekula koji ovi citokini, osim §to pospesuju zapaljenske procese razli¢itim
mehanizmima, direktno ili indirektno dovode do destrukcije alveolarne kosti. Najznacajniji i
najviSe izueni proinflamacijski citokini su IL-1, IL-6, IL-8 i TNF-a. U PL ove citokine
predominantno produkuju M1 makrofagi 1 neutrofili. Medutim, njih sekretuju i druge ¢elije kao
§to su fibroblasti, endotelne i epitelne celije, pojedine subpopulacije T limfocita i
prirodnoubilackih (NK) ¢elija. Proinflamacijski citokini stimuliSu migraciju leukocita u PL,
aktiviraju granulocite, makrofage, mastocite, limfocite i druge komponente urodene i steene
imunosti (5, 7). Medutim, svaki od njih ispoljava i pojedine specifiéne efekte. Za sve
proinflamacijske citokine je pokazano da deluju osteoliti¢ki aktiviranjem funkcije osteoklasta ili
podstic¢uéi njihovu diferencijaciju. Delovanje moze biti direktno ili indirektno preko drugih
medijatora (41, 42).

IL-1 je prvi otkriveni citokin urodene imunosti, koji ostvaruje brojne funkcije deluju¢i na
komponente urodene i steCene imunosti. Porodica IL-1 molekula obuhvata IL-o, IL-B, IL-1
receptor antagonist, I1L-18, 1L-33, IL-F5 - IL-F10 (43-45). IL-a i IL-B poseduju sli¢ne bioloske
aktivnosti 1 deluju na isti receptor. Njihova ekspresija je znacajno povecana u PL i prema brojnim
istrazivanjima lokalne koncentracije ovih citokina koreliraju sa stepenom inflamacije i tkivnog
oStecenja (20, 46-48). Delovanje IL-1 inhibira antagonist receptora za IL-1 (IL-1R antagnost) (49).

Porodicu IL-6 ¢ine: IL-6, IL-11, leukemijski inhibitorni faktor, onkostatin M, cilijarni neurotrofni
faktor, kardiotrofin-1 i -2, kardiotrofinu sli¢an citokin, neuropoetin i IL-27 (50). Produkcije I1L-6 i
IL-11 su povecane u PL §to korelira sa stepenom inflamacije i stepenom osteoliti¢kih procesa (20,
51-54). IL-27 takode pripada i familiji IL-12. Njegova produkcija i uloga u PL je malo istraZivana
(55, 56). Rezultati Coli¢a i sar. (55) pokazuju da IL-27 moZe imati pro- i anti-inflamacijska
svojstva u kulturama ¢elija izolovanih iz PL. U fazi uspostavljanja ili egzacerbacije PL, IL-27
stimuliSe produkciju IFN-y, a inhibira produkciju IL-17 i na taj nacin stimuliS§e Thl imunski
odgovor. Suprotno, IL-27 smanjuje Thl i Th2 imunski odgovor i stimuliSe produkciju
imunoregulacijskih citokina kod klinicki asimptomatskih PL.

IL-8 je jedan od najsnaznijih hemotaktickih citokina koji indukuje migraciju neutrofila na mesto
zapaljenja. IL-8 produkuju brojne ¢elije ukljucujuéi monocite, limfocite, epitelne Celije, endotelne
¢elije 1 fibroblaste pod uticajem IL-1, TNF-a i LPS-a (24, 57). IL-8 je detektovan kako u tkivu PL
(57, 58) tako i u kulturi ¢éelija izolovanih iz PL i njegovi nivoi su povezani sa stepenom infiltracije
neutrofilnih granulocita (25). Od ostalih hemokina treba spomenuti CCL2, odnosno monocitni
hemoatraktantni protein-1 (MCP-1) i makrofagni inflamatorni protein-1o (MIP1a), ¢ija ekspresija
je detektovana u PL (33, 59). Oba hemokina privla¢e neutrofile i monocite na mesto zapaljenja.
MCP-1 produkuju endotelne Celije, epitelne Celije i fibroblaste pod uticajem LPS-a i drugih
inflamacijskih medijatora (9, 33, 34).

TNF-a je jedan od najbolje izucenih pro-inflamacijskih citokina ¢ija se funkcija u urodenom
imunskom sistemu znacajno preklapa sa delovanjem IL-1. Medutim, sistemski efekti im se
znacajno razlikuju (60). TNF-a je ukljucen u rani stadijum zapaljenske kaskade. U inicijalnoj fazi
apikalnog periodontitisa TNF-a se oslobada iz mastocita pod uticajem bakterija i njihovih
produkata. U kasnijem toku bolesti, ovaj citokin produkuje brojne ¢éelije: monocite, makrofage,
neutrofilne granulocite, fibroblaste, epitelne i endotelne ¢elije, kao i osteoblaste. Slicno IL-1,



lokalne koncentracije TNF-a su znacajno povecane, posebno kod simptomatskih PL (20, 47, 51,
61-64).

Posle uspostavljanja nespecificnog imunskog odgovora u PL dolazi do aktivacije specifi¢nog
¢elijskog i humoralnog imuniteta posredovanog T, odnosno B ¢elijama. Oba tipa imuniteta
(nespecificni i specifi¢ni) saraduju medusobno u eradikaciji patogena u PL. Medutim, stalna
antigenska stimulacija iz kanala korena zuba dovodi do kontinuirane aktivacije imunskog
odgovora §to je praceno stalnim nakupljanjem inflamacijskih ¢éelija u periapeksno tkivo, daljom
produkcijom pro-inflamacijskih citokina i medijatora. Ovi biomolekuli u sadejstvu sa
osteolitickim medijatorima i enzimima iz porodice matriksnih metaloproteinaza dovode do
destrukcije vezivnog tkiva i ¢vrstih dentalnih i koStanih struktura (20, 65).

Obe komponente specificnog imunskog odgovora imaju podjednak znacaj u patogenezi PL s tim
Sto su T limfociti viSe izuCavani. T ¢elije u zavisnosti od fenotipa pomazu komponentama urodene
imunosti u eliminaciji mikroogranizama (pomo¢nicki ,,helper” limfociti koji ispoljavaju CD4
fenotip; Th limfociti, sinonim Th ¢elije), ili direktno ubijaju Celije zarazene mikroorganizmima
(citotoksi¢ni limfociti, CDS8 fenotipa) (66). Postoji vise podvrsta efektorskih T limfocita i one su
brojnije kod Th limfocita. Th limfociti su bitni i za aktivaciju B limfocita na proteinske antigene
koji, nakon diferencijacije u plazma ¢elije, produkuju specificna antitela (67).

Citokini Th limfocita zauzimaju centralno mesto u kompleksnoj citokinskoj mrezi kod PL ali i
drugih hroni¢nih periodontalnih inflamacija kao §to je parodontopatija. Populacija efektorskih Th
limfocita je veoma heterogena i obuhvata najmanje 4 dobro definisana podtipa koji su oznaceni
kao Thl, Th2, Th17 i T regulatorni podtip. Njihova diferencijacija od naivnih CD4* T limfocita
zavisi od prirode antigenskog stimulusa i okruZzenja u kome se ovi procesi odigravaju (68).

Dinamika polarizacije Th limfocita je najverovatnije kontinuirani proces, obzirom da se u PL
lezijama istovremeno detektuje vise razli¢itih Th citokina. Pretpostavlja se da u inicijalnoj fazi
dolazi do aktivacije Thl odgovora pracenog produkcijom IFN-gama u cilju pomo¢i M1 tipu
makrofaga. Ovaj citokin je najpotentniji aktivator M1 makrofaga, koje su efektorske celije
celularnog imuniteta. IL-12 je kljuéni citokin koji usmerava imunski odgovor prema Thl (69).
Njega produkuju aktivisane antigen-prezentujuce ¢elije (dendritske celijepr, Langerhansove cCelije,
makrofagi). Th1l odgovor protice po tipu reakcije kasne preosetljivosti, koja se najcescée srece u
ranoj fazi razvoja PL (9, 20, 35). Zbog toga veéi broj autora smatra da je stimulacija Th1 odgovora
od bitnog znacdaja za propagaciju zapaljenskog procesa u periapeksnoj mikrosredini obzirom da
pojedine studije pokazuju da visoki nivoi IFN-y u PL Kkoreliraju sa stepenom osteodestrukcije.
Medutim, ima i suprotnih nalaza koji ukazuju na to da uspesan Th1 odgovor kontrolise i ograni¢ava
zapaljenske procese u PL (35, 70, 71).

U odsustvu IL-12, imunski odgovor biva usmeren u pravcu Th2, u kome CD4" T limfociti
produkuju IL-4, IL-5 i IL-13 (68, 69). Ovi citokini stimuliSu humoralni imunski odgovor koji je
inace fizioloski znacajan u eliminaciji helminata. Postoji stalan balans izmedu ova dva tipa
specificnog imunskog odgovora, obzirom da Th1 inhibira Th2 i obrnuto (68, 69). Brojni rezultati
eksperimentalnih i klini¢kih studija su pokazali da su u toku razvoja PL prisutna oba tipa imunskog
odgovora, ali da u kasnijoj fazi oboljenja predominira Th2 koji je povezan sa ograni¢enjem
zapaljenskih procesa u PL. Za sada nema ¢vrstog odgovora $ta odreduje prirodu Th1/Th2 odgovora



u PL ali se svakako moze povezati sa prirodom antigenske stimulacije, duzinom trajanja hroni¢ne
inflamacije i kompleksnoscu citokinske mreze (20, 71-73).

Neki od faktora koji uticu na polarizaciju Th odgovora u PL, a koji su povezani sa genetskim
faktorima su opisani kod parodontopatije. Naime pokazano je da su pojedini sojevi miSeva
podlozni infekciji sa P. gingivalis, dok su drugi rezistentni. Rezistentni sojevi razvijaju snazan Th1
odgovor i visok nivo 1gG2a antitela. Sa druge strane, osetljivi sojevi razvijaju slab Thl odgovor
koji je pracen visokim nivoom IgG1 antitela (74-77). Dobro je poznato da pojedine komponente
bakterija razli¢ito stimuliSu Th odgovor. Kao primer navodi se LPS iz E. coli koji vezivanjem za
Toll sliéni receptor 4 (TLR-4) na antigen-prezentuju¢im celijama stmulise produkciju IL-12 i Thl
odgovor. Suprotno tome, LPS iz P. gingivalis, vezivanjem za TLR-2, indukuje Th2 odgovor (74,
78). 1L-33, siroko eksprimiran citokin, je takode prisutan i u PL.

IL-33 je inicijalno pokazan kao snazan stimulator Th2 imunskog odgovora (alergijske bolesti).
Medutim, dalja istrazivanja su pokazala da ovaj citokin, koji se inace oslobada i iz ostecenih celija
(alarmin), ima mnogobrojne i raznovrsne funkcije u brojnim hroni¢nim zapaljenskim bolestima,
delujuéi ne samo na Th2 ve¢ i na Thl i T regulatorni imunski odgovor (79).

Th17 je tre¢a subpopulacija Th ¢elija koja ima znacajnu ulogu u patogenezi PL. Th17 celije
produkuju vise razli¢itih citokina od kojih su najvise izuceni IL-17A i IL-22. Na diferencijaciju
ovih ¢elija uticu IL-1, IL-6 i TGF-beta, a na klonsku ekspanziju i aktivaciju efektorskih Th17 éelija
klju¢nu ulogu ima IL-23 (80). IL-23, zajedno sa IL-27 i IL-35, pripada IL-12 familiji citokina koji
imaju prevashodni znacaj u polarizaciji Th odgovora i regulaciji imunskih funkcija (81). Th17
imunski odgovor je znacajan za patogenezu brojnih autoimunskih bolesti, a visoki nivoi IL-17 su
nadeni i u tkivu zahva¢enog parodontopatijom, u PL lezijama, ukljuc¢ujuci i dokazanu produkciju
u ¢elijskim kulturama iz PL (20, 82, 83). Smatra se da IL-17A, posredstvom stimulacije produkcije
IL-6, IL-8 i PGE2 i aktivacije osteoklasta direktno uti¢e na progresiju oboljenja. U prilog ovoj
pretpostavci su i rezultati koji pokazuju da P. gingivalis stimuli$e transkripciju gena za IL-17 kod
ljudi (84). Nasi radovi pokazuju da su nivoi IL-17 najveéi u simptomatskim PL u fazi egzacerbacije
inflamacije. U ovim interakcijama je vazna interakcija izmedu IL-8 i Th17 Celija (85).

Indirektno delovanje proinflamacijskih citokina na procese osteolize kod hroni¢ne parodontopatije
i apikalnog periodontitisa je povezano sa ekspresijom liganda za receptor koji aktivira nuklearni
faktor kapa B (RANKL). RANKL je jedinstven citokin koji direktno kontrolise funkciju
osteoklasta, klju¢nih osteoliti¢kih ¢elija, delujuci na svoj receptor (RANK). Pripada superfamiliji
TNF liganada. NajceSc¢e je ispoljen na infiltriSu¢im limfocitima ali 1 na fibroblastima 1 drugim
stromalnim celijama, a takode se moze naci i u solubilnoj formi (86). Aktivacija osteoklasta
posredstvom RANKL — RANK interakcije je veoma strogo kontrolisana. U tome klju¢nu ulogu
ima molekul koji se naziva osteoprotegerin (OPG). Ovaj citokin veZze RANKL i na taj nacin
onemogucava njegovo vezivanje za RANK (87).

Vise radova je pokazalo uklju¢enost RANKL — RANK i OPG sitema u razvoju PL (88-91). Nasi
skoraS$nji radovi pokazuju da je nivo RANKL veéi u supernatantima kultura PL celija iz
simptomatskih lezija u kojima dominiraju T ¢elije u odnosu na B ¢elije 1 plazma celije. U ovim
lezijama je naden i veé¢i odnos RANKL/OPG u odnosu na asimptomatske lezije. Produkcija
RANKL u kulturama PL ¢elija je bila stimulisana dodatkom IFN-y, IL-17 i ve¢im koncentracijama



IL-33 (92). Pokazano je da IFN-y stimuliSe diferencijaciju osteoklasta posredstvom direktnog
delovanja na prekursore osteoklasta, ali i posredstvom produkcije RANKL i TNF-a (93) §to je u
skladu sa nasim nalazima. Medutim, objavljeni su i suprotni nalazi da IFN-y inhibira stvaranje
osteoklasta deluju¢i na RANKL-RANK signalni put (94). Suprotno naSim nalazima o
stimulatornom delovanju citokina na produkciju RANKL, pokazali smo da IL-10 i nize
koncentracije 1L-33 stimuliSu produkciju OPG, $to je od znacaja za inhibiciju osteodestruktivnih
procesa u PL (92).

Jedina populacija Th limfocita koja ima dominantne imunosupresivne funkcije je populacija
Foxp3"CD4"CD25" T regulatornih éelija (engl. Tregs). Njihovo prisustvo je dokazano u PL (95) i
ove Celije su klju¢ne u supresiji imunskog odgovora, inflamacije i osteolize. Tregs ostvaruju ove
efekte putem produkcije transformisuceg faktora rasta- (TGF-f), IL-10 i IL-35 (96-98). IL-10 i
TGF-B inhibiraju produkciju RANKL i povecavaju produkciju OPG (99), ¢ime indirektno
doprinose zaustavljanju osteolitickih procesa u PL.

U ovim mehanizmima znacajnu ulogu imaju i Th2 citokini. Pokazano je da IL-4 direktnim
delovanjem sprecava diferencijaciju prekursora osteoklasta posredstvom STAT-6 signalnog puta
(engl. signal transducer and activator of transcription). Osim toga, IL-4 inhibira ekspresiju RANK
a povecava ekspresiju OPG (100). Da li i koliko osteodestruktivnim procesima doprinose i drugi
podtipovi Th ¢elija, kao $to su Th9 i Th22, koji su prisutni u PL i za koje se pretpostavlja da
ucestvuju u stabilizaciji zapaljenskih procesa u PL (101) se malo zna. Supresiji imunoloske
reaktivnosti u PL doprinose i tzv. iscrpljene T ¢elije koje ispoljavaju koinhibicijske receptore kao
Sto su PD-1 (engl. programmed cell death protein-1) i LAG-3 (engl. lymphocyte-activation gene
3). Skorasnji rad (102) pokazuje povecanu akumulaciju T ¢elija u PL koje ispoljavaju ova dva
inhibicijska molekula, pri ¢emu je njihova brojnost ve¢a u granulomima u odnosu na ciste.

1.3. Dijagnoza periapeksnih lezija

Dijagnoza PL se postavlja na osnovu anamneze i klinickog pregleda (inspekcija, palpacija,
perkusija, ispitivanja vitaliteta, ispitivanje pokretljivosti zuba) i rendgenskog snimanja (103).
Osnovni dijagnosticki parametri koji ukazuju na prisustvo PL mogu se sumirati na sledece:
obavezno prisustvo karijesa i nekroze pulpe, odsustvo akutnih simptoma, ponekad palpatorna
osetljivost u predelu vrha korena zuba, osetljivost na vertikalnu perkusiju i periapeksno
radiografsko rasvetljenje.

Standardni intraoralni rendgenski snimak uz ortopan je i dalje zlatni standard uprkos dostupnosti
savremenijih kompjuterizovanih tomografskih snimaka. Radiografski snimak je nezamenjiv i
nuzan ne samo u dijagnostici ve¢ 1 u pracenju efekta leCenja. Ipak, ve¢ina patoloSkih promena u
pulpi, kao i PL u ranom stadijumu, nisu vidljive na snimku. Promene postaju vidljive tek kada se
zapaljenski proces prosiri 1 dode do resorbcije alveolne kosti 1 tvrdih zubnih tkiva. U svakom
sluc¢aju uvek se mora analizirati veza izmedu pulpe i periapeksnog tkiva, jer je vidljivo rasvetljenje
u periapeksu obi¢no udruzeno sa nekrozom pulpe. Takode treba ista¢i da rasvetljenje u
periapeksnom podrucju zuba s vitalnom pulpom najverovatnije nije endodontskog porekla, a ¢esto
moze biti i normalna struktura. Osim prosvetljenja na rendgenskom snimku moze se videti i
zasencenje (kondenzirajudi ostitis ili nepatoloska sklerozacija kosti) (104, 105).



Dvodimezionalni standardni rendgenski snimak je ¢esto nepouzdan (lazno pozitivan ili lazno
negativan), jer on zapravo prikazuje trodimenzionalnu strukturu pri ¢emu postoji mogucnost
superponiranja anatomskih struktura sa periapeksnim podru¢jem pojedinih zuba (npr. foramen
mentale, foramen nasoplatinum). Da bi se nepouzdanost smanjila bitno je voditi racuna 0 vremenu
ekspozicije snimanja, uglu snimanja, kvalitetu filma i drugim parametrima (104). Zato se zbog
navedenih nedostataka, u savremenoj rendgenskoj dijagnostici uvode nove metode kao $to su
,,Cone Beam” kompjuterska tomografija, (CBCT) koja ima daleko veéi stepen dijagnosti¢ke
tacnosti i preciznosti u prikazu anatomskih i patoloskih karakteristika zuba i okolnih struktura.
Treba naglasiti da se primenom ove tehnike znaCajno smanjuje doza zracenja, u odnosu na
standardne radiografske metode (106, 107).

1.4. Terapija periapeksnih lezija

Terapija PL se moze podeliti na nehirursku i hirur§ku. Nehirur$ka terapija podrazumeva uklanjanje
promenjene pulpe, mehanicko-medikamentozne i hemijske obrade i Sirenja kanala korena, a zatim
njegovu potpunu opturaciju odgovarajuéim materijalima. Cidéenje, irenje i punjenje kanala se po
pravilu zavrSava u podru¢ju unutrasnjeg otvora kanala korena kako bi se izbeglo bilo kakvo
dodatno traumatsko oStec¢enje periapeksnog tkiva, a time i omogucilo njegovo fizioloSko
zarastanje. Da bi se endodontski tretman uspe$no sproveo potrebno je, osim obezbedenja
aseptickog radnog polja, da postoji dovoljno sacuvanog zdravog zuba i potpornog aparata zuba,
mogucnost adekvantne instrumentacije endodontskog prostora i njegovog potpunog popunjavanja.
(108).

Materijal za punjenje kanala korena treba da poseduje svojstva potpune hermeti¢ke opturacije
apeksnog otvora i kanala korena sa koronarne strane kao i akcesorne i lateralne kanale u cilju
sprecavanja reinfekcije endodontskog prostora. Za opturaciju tradicionalno se koristi gutta-perka
i razliciti cementi. Takode je bitno da funkcija zuba bude sacuvana i da je endodontsko leCenje
estetski korektno. Medutim, uspeh endodontskog lecenja se procenjuje na 68-93% (108-110). Kao
Sto je vec istaknuto, neuspeh konvencionalnog lecenja moze biti i uzrok nastanka PL koja ranije
nije postojala. U tom cilju neophodna je endodontska reintervencija koja se sastoji iz ponovnog
¢iS¢enja 1 dezinfekcije kanala od krune do korena 1 njegova ponovna opturacija. OpSte je
prihva¢eno misljenje je da lecenje pulpnih i periapeksnih procesa prvenstveno treba da bude
nehirursko, a da se hirurS§ke metode koriste samo u slu¢ajevima neuspeha konvencionalne metode
ili kao dodatak konvencionalnoj terapiji kod potrebe za korektivnim ili reparativnim
intervencijama. Naj¢e$¢i hirurSki zahvati su: incizija, apikotomija, kiretaza, amputacija korena i
hemisekcija (108-111).

Kao $to je u uvodu naglaseno, apikotomijom se vr$i odstranjenje apikalne tre¢ine korena zuba
zajedno sa patoloSkim procesom. Standardni postupak apikotomije ukljucuje sledece korake:
podizanje mukoperiostalnog reznja, trepanaciju kosti u projekciji vrha korena zuba, uklanjanje PL
pomocu kirete, odstranjenje vrha korena, retropreparaciju korena do dubine od 3 mm, aplikaciju
sveze pripremljenog materijala za retrogradnu opturaciju kanala vrha korena, vracanje
mukoperiostalnog reznja u prvobitno stanje i suturu reznja (112, 113). Apikotomija nije
indikovana kada su ugrozene anatomske strukture kao $to je blizina maksilarnog sinusa, blizina
nerava, nemogucénost adekvatnog pristupa PL i nepovoljan odnos klini¢ke krune i korena. Takode,



postoje i sistemske kontraindikacije a vezane su za pojedine ozbiljne bolesti pacijenta. Kada se
kod takvih pacijenata ova hirurska procedura mora sprovesti postoje jasni protokoli zbrinjavanja
kako bi se izbegle komplikacije (112-115).

Nakon odstranjenja PL, najznacaniji postupak u endodontskoj hirurgiji predstavlja retrogradno
punjenje kanala korena zuba u cilju njegove potpune opturacije. Na taj nacin se sprec¢ava dalji
prodor mikroorganizama, ¢ime se omogucava zarastanje PL i regeneracija koStanog tkiva.
Indikacije za retrogradno punjenje kanala korena se mogu svrstati u slede¢ih 5 grupa (116):

1. Apikotomija zuba u kojem je odumrla pulpa u razvojnoj fazi, a foramen apicis dentis je
siroko otvoren tako da se kanal korena ne moze adekvatno ortogradno ispuniti.

2. Apikotomija zuba u ¢ijem je kanalu slomljena igla, koja se prilikom endodontskog lecenja,
a ni hirurSkim pristupom, ne moze odstraniti, te sprecava ortogradno punjenje kanala
korena.

3. Apikotomija zuba u ¢ijem je kanalu cementiran protetski rad na kocicu, a kanal nije u
potpunosti ispunjen.

4. Apikotomija zuba u kojem je doslo do opstrukcije kanala korena zbog odlaganja dentina u
kanalu (dentikli, pulpoliti, obliteracije i drugi uzro¢nici).

5. Neuspesna apikotomija nakon punjenja kanala korena fosfatnim cementom i gutta-perkom.

Moze se jos§ navesti da je retrogradno punjenje uvek indikovano i kada se posumnja na varijante
apikalnih ramifikacija, prisustvo acesornih kanala na razli¢itim nivoima od vrha zuba, kao i
prisustvo bezmetalnih protetskih radova kod kojih postoji realno velika moguc¢nost da dode do
preloma prilikom trepanacija pulpe rotiraju¢im instrumentima (114, 115).

1.5. Materijali za retrogradno punjenje kanala korena

Nacela koja bi trebali da zadovolje materijali za punjenje kanala korena postavio je Grossman jos
pre 50 godina (117). Po njemu najvaznija svojstva materijala koji se koriste za ove nhamene su:
sposobnost adherencije za povrSinu zuba; u potpunosti zatvaranje kanala apikalno i lateralno;
trodimenzionalna stabilnost; biokompatibilnost; sposobnost stimulacije regeneracije parodontnog
tkiva; korozivna stabilnost; da ne boji zube; nepropustljivost za rendgenske zrake i lako rukovanje.

Materijali treba da imaju stalan volumen pri ¢emu se $irenje pri stvrdnjavanju smatra pozeljnom,
a kontrakcija nepozeljnom pojavom. Materijal treba da bude nerastvorljiv u tkivnim te¢nostima da
ne bi iritirao periapeksno tkivo. Na taj na¢in se sprecava pojava inflamacije u periapeksnom tkivu,
a time i nepovoljno dejstvo na njegovu regeneraciju. Takode je pozeljno i da poseduje baktericidno
delovanje. Do sada najéesce koris¢eni materijali za ovu namenu su amalgam, glasjonomer cementi,
cink oksid eugenol cementi ojacani polimetil-metakrilatom ili superetoksi benzoicnom kiselinom
I bioregenerativni cementi (118, 119).
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1.5.1. Amalgam

Amalgam je najduze koriS¢eni material za retrogradno punjenje kanala korena zuba. Uprkos
brojnim nedostacima, medu kojima se posebno naglasava njegova citotoksi¢nost, amalgam se i
danas Siroko koristi posebno u ekonomski nerazvijenim zemljama. Postoje vise prednosti za
koris¢enje amalgama u ove svrhe. Najpre on je lako dostupan, jednostavan je za rukovanje,
poseduje sposobnost samozaptivanja, nije rastvorljiv i poseduje izuzetnu radiokontrastnost.

Amalgam koji se koristi za retrogradno punjenje je legura bez cinka i osim zive sadrzi srebro (40—
70%), kalaj (12—-30%) i bakar (12—24%). Medutim, amalgam poseduje i brojne nedostatke. Osim
citotoksi¢nosti koja je uzrokovana korozivnom nestabilno$¢u i oslobadanjem jona zive i drugih
metalnih jona u bioloske te¢nosti, osetljivost na vlagu, teskoce pri stvrdnjavanju, i obojenost mekih
i tvrdih tkiva su znacajni problemi. Osim toga, postoji moguc¢nost da tokom manipulacije dode do
oslobadanja mikropartikula u operativnu ranu koje je tesko ukloniti. Ono $to je sa funkcionalnog
aspekta bitno je da amalgam nema sposobnosti dobre trodimenzionalne opturacije vrha korena
zuba. Takode marginalna adaptacija amalgama je relativno losa zbog ¢ega ne moze da se spreci
mikrocurenje, a time i prodor mikroorganizama u periradikularno tkivo (119-121).

1.5.2. Glasjonomerni cementi

Glasjonomerni cementi, kao sto je na primer Ketac Silver, su nasli primenu kod retrogradne
opturacije kanala korena zbog svoje hemijske sposobnosti vezivanja za dentin. Dodatne osobine,
koje ¢ine ove materijale pogodnim ne samo za ovu ve¢ i druge primene u stomatologiji su:
zadovoljavaju¢a biokompatibilnost uprkos niskoj toksi¢nosti i neiritantnost tkiva. Medutim,
ukoliko se ovi cementi nadu u vlaznoj sredini ili u kontaktu sa krvlju tokom inicijalne faze
vezivanja, dolazi do slabljenja adhezije za dentin. Nedostatak im je i nedovoljna radiokontrastnost.
U svrhu poboljsanja tog svojstva danas se glasjonomernim cementima dodaje srebro. Ovako
ojacani glasjonomerni cementi pokazuju veoma dobra svojstva kod retrogradne opturacije kanala
korena (122).

1.5.3. Cink oksid eugenol cementi

Najznacajniji predstavnici ove grupe materijala za retrogradno punjenje kanala korena su cink
oksid eugenol cementi ojacani polimetil-metakrilatom ili aluminijum oksidom sa dodatkom
benzoi¢ne kiseline.

Cink oksid eugenol cement ojac¢an polimetil-metakrilatom je poznat pod imenom IRM (engl.
Intermediate Restorative Material). Polimetil-metakrilat je smola koja smanjuje rastvorljivost i
poveéava Cvrstocu materijala. IRM cementu je dodat hidroksiapatit Kkoji povecava
biokompatibilnost materijala i poboljsava njegovu mo¢ opturacije kanala. Medutim, nedostatak je
Sto hidroksiapatit ¢ini materijal podloznijim dezintegraciji, sto omoguc¢ava mikrocurenje i prodor
mikroorganizama i iritanasa kroz porozne strukture materijala u periapeksno tkivo. Takode,
nedostatak IRM je sto u vlaznoj sredini nema sposobnost vezivanja izmedu slojeva materijala zbog
Cega se u kavitet unosi u jednom komadu (123).
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Super etoksi benzoi¢na Kiselina (Super EBA) svojim komponentama doprinosi boljim svojstvima
cink oksid eugenol cementima. Ortobenzoi¢na kiselina doprinosi smanjenju udela eugenola u
cementu ¢ine¢i ga time manje agresivnim prema tkivu. Ovaj cement ima neutralni pH, slabu
rastvorljivost i slabu radiokontrastnost.

Prednosti Super EBA u odnosu na IRM su u tome sto Super EBA ima sposobnost vezivanja u
vlaznoj sredini pa se samim tim moze nanositi slojevito. Glavni nedostaci su brzo stvrdnjavanje i
slaba ili skoro nikakva adhezije na dentin. Zbog toga se adhezija za dentin pospesuje
kondicioniranjem dentina poliakrilnom kiselinom (124).

1.5.4. Mineral-trioksid agregat

Mineral-trioksid agregat (MTA) pripada grupi bioaktivnih materijala koji se koriste za razlicite
vrste pulpnih i endodontskih procedura. Ovi materijali su sastavljeni od trikalcijum silikata i
dikalcijum silikata i izvorno su konstituenti Portland cementa koji se iroko koristi u industriji
(125, 126). Od ove grupe materijala su proizvedene brojne modifikacije pa se zato nazivaju i
bioaktivni cementi MTA tipa (127). Sva tri disilikatna materijala, iskljucujuéi one na bazi smole
imaju sledece zajednicke karakteristike: za reakciju vezivanja neophodna je voda i zato se nazivaju
I hidrauli¢ni cementi, imaju bazni pH (>7), oslobadaju jone kalcijuma i postepeno otvrdnjavaju
(za oko 4 nedelje). U komponente ovih silikatnih cementa se dodaju radiokontrastna sredstva. Zato
se ovi tipovi cementa koriste i kao zlatni standard kod mnogih endodontskih procedura (127, 128).

Prah MTA ¢ine hidrofilne Cestice trikalcijum silikata, trikalcijum-aluminata, trikalcijum oksida i
silikat oksida. Te¢ni deo cini redestilovana voda. Komercijalno dostupni MTA materijali su
ProRoot MTA, MTA Angelus, MTA Plus, MTA Fillapex, CPM Sealer i mnogi drugi, a proizvodi
ih preko 25 svetskih kompanija (127). Tokom stvrdnjavanja iz MTA se otpusta kalcijum hidroksid,
¢ime se povecava baznost pH. MTA je hidrofilni materijal veoma dobre radiokontrastnosti.
Njegova sposobnost vezivanja za dentin je slicna glasjonomernim cementima ali za to nije
potrebna bilo kakva priprema povrsine dentina (129). MTA je biokompatibilan i bioaktivni
material, §to je potvrdeno u brojnim in vitro i in vivo studijama. Sposobnost stimulacije
regeneracije kostanog i fibroznog tkiva, stimulacija stvaranja cementa i diferencijacija osteoblasta
upravo se pripisuje dejstvu hidroksilnih jona (130). Zbog dobre sposobnosti adhezije i opturacije
MTA je nasao veliku primenu u endodonciji i endodontskoj hirurgiji kod retrogradnog punjenja
kanala, ali se koristi uspesno i kao restaurativni materijal. Nedostatak mu je dugo vreme primarnog
stvrdnjavanja (od ¢ak nekoliko sati) $to otezava njegovu primenu u toku endodontsko-hirurskog
tretmana (127, 131). Osim toga, sa ovim materijalom se teze manipuliSe zbog cega se koriste
posebno konstruisani mikro-nosac¢i za MTA. Visak materijala se uklanja mikro-parodontoloskim
kiretama (127).

1.5.5. Inovativna biokeramika

Veliki broj materijala koji pripada porodici MTA materijala na bazi tri/dikalcijum silikata, se
koristi u savremenom endodontskom lecenju korena zuba. Ovi materijali sadrze cirkonijum
dioksid, kalcijum silikat, kalcijum fosfat, kalcijum hidroksid i ostale komponente. Materijali su
hidrofilni i imaju sposobnost stvaranja hidroksiapatita ¢ime se stvara hemijska veza izmedu
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dentinskih zidova i materijala za punjenje (132, 133). Neki od savremenijih biokeramickih
materijala koji pripadaju tzv. inovativnoj biokeramici su nasli primenu i kod retrogradnog punjenja
kanala. BioAggregate prah sadrzi trikalcijum silikat, dikalcijum silikat, tantalium pentoxide,
monobazni kalcijum fosfat i amorfni silikon oksid. Te¢ni deo je voda (133). Sli¢nih svojstava je i
BP-RPM inovativna biokeramika (engl. iRoot BP Plus Root Repair Material) koja sadrzi kalcijum
silikat, cirkonijum oksid, tantal oksid/pentoksid i monobazni kalcijum fosfat. U odnosu na
BioAggregate koji ima dugo vreme stvrdnjavanja (oko 20 ¢asova), vreme stvrdnjavanja BP-RPM
je znatno krace i iznosi oko 2 sata (134).

ERRM inovativna biokeramika (engl. EndoSequence Root Repair Material) je u obliku paste i
sadrzi kalcijum silikat, cirkonijum oksid, tantal oksid, monobazni kalcijum fosfat sa dodatkom jos
pojedinih komponenti koji pomazu u procesima punjenja kanala. Vreme stvrdnjavanja ovog
materijala je oko 4 sata (135).

Kao i kod MTA, i kod ovih biokeramickih materijala stvrdnjavanje zapocinje procesom hidratacije
Cestica kalcijum silikata, pri ¢emu nastaje kalcijum silikatni gel i kalcijum hidroksid. Kalcijum
hidroksid dalje reaguje sa fosfatnim jonima pri ¢emu se stvara hidroksiapatit i voda. VVoda dalje
reaguje sa Cesticama kalcijum silikata, ¢ime se proces kontinuirano nastavlja sve do potpunog
stvrdnjavanja (127).

1.6. Biodentin

1.6.1. Osnovna fizi€ke-hemijska svojstva Biodentina

Bidentin je noviji trikalcijum silikatni cement iz grupe MTA tipa materijala koji se pod ovim
imenom pojavio na trzistu 2009. godine od proizvodaca Septodont, Saint Maur des Fosses,
Francuska. Sastoji se od kapsule sa prahom i ampule sa tecnom komponentom. Glavnu
komponentu praha ¢ini trikalcijum silikat uz dodatak dikalcijum silikata, kalcijum karbonata i
cirkonijum dioksida. Silikati ¢ine 80.70%, a kalcijum karbonat 14.25% mase praha. Trikalcijum
silikat predstavlja glavnu komponentu praha i odgovoran je za osnovna fizi¢ko-hemijska svojstva
materijala i za reakciju vezivanja. Kalcijum karbonat ima ulogu punilaca koji je odgovoran za
mehanicke karakteristike. Cirkonijum dioksid (5%) se dodaje radi rendgenokontrastnosti odnosno
bolje vizualizacije materijala kod rendgenskog snimanja. On je bolji u odnosu na bizmut oksid koji
se koristi kod drugih cementa u ove svrhe zbog bolje biokompatibilnosti i vece otpornosti na
koroziju. Medutim, njegova radiotransparentnost je manja. Te¢nost predstavlja rastvor kalcijum
hlorida (14.7%) u destilovanoj vodi koji sluzi za ubrzavanje reakcije stvrdnjavanja i polimera
(Premium 150) u koncentraciji od 3% koji smanjuje sadrzaj vode u cementu (136-138).

Kao i kod svih cemenata, i kod Biodentina tokom mesanja tecne i ¢vrste komponente dolazi do
reakcije hidratacije i formiranja silikatne gelozne faze i kalcijum hidroksida, ¢ime je omoguéena
dalja jonska razmena i stvrdnjavanje. Silikatni gel je neka vrsta matriksa cementa, a kristali
kalcijum karbonata popunjavaju prostore izmedu Cestica, poboljSavaju¢i mehanicke karakteristike
materijala (139, 140). Neizreagovane trikalcijum silikatne cestice bivaju okruzene slojem
silikatnog gela koji je relativno nepropustljiv za vodu, ¢ime se usporavaju dalje reakcije. Formirani
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silikatni gel stalno podstice hidrataciju trikalcijum silikata a time i ponovnog stvaranja novog
silikatnog gela i kalcijum hidroksida. Na taj nafin se postepeno popunjava prostor izmedu
trikalcijum silikatnih zrna (140-142).

U poredenju sa drugim cementima na bazi kalcijuma, Biodentin ima dve prednosti: brze vreme
vezivanja koje iznosi od 6-12 minuta i bolje mehanicke karakteristike. Tokom pocetne faze
vezivanja Biodentina, dolazi do pojave poroznosti koja se postepeno popunjava tokom narednih
dana novim kristalnim strukturama. Ovu reakciju ubrzava te¢ni kalcijum hlorid koji je poznat kao
veoma efikasan akcelerator hidratacije. U kasnijoj fazi ¢vrsta faza se pojacava i kona¢no dostize
maksimum stvrdnjavanja nakon dve nedelje (139, 142). U toku procesa oc¢vrs¢avanja dolazi do
formiranja kristala koji se mogu naci u prezasi¢enom rastvoru. Kod potpunog stvrdnjavanja se
zaustavlja pokretljivost slobodnih jona u porama ispunjenim elektrolitom. Jedna od metoda kojim
se procenjuje o¢vrséivanja cemenata je impedantna spektroskopija. Ova metoda se bazira na
merenju elektri¢nog otpora koji se povecava sa smanjenjem pokretljivosti jona odnosno smanjenja
poroznosti materijala (136, 140, 141).

Elasti¢ni modulus Biodentina iznosi 22.0 Gpa, i veoma je slican dentinu koji iznosi 18.5 Gpa (136,
137). Jacina kompresija je oko 220 MPa §to je takode sli¢no jacini kompresije kod dentina (290
MPa) (136, 137). Sli¢na je | mikro¢vrsto¢a Biodentina i dentina koja iznosi 60 HVN. Savojna
¢vrstoca je oko 34 mPa. Testovi rezistencije na kiselinu i eroziju u kiseloj sredini pokazuju manju
povrsinsku dezintegraciju Biodentina u odnosu na druge cemente (136-140, 143).

U kontaktu sa dentinom i drugim zubnim strukturama, dolazi do formiranja kristalne mreze izmedu
Biodentina i tvrde zubne supstance. Zbog ovih specifi¢nih svojstava, koja se povezuju sa lakim
otpustanjem Kalcijumovih i hidroksilnih jona i sledstvenim stimulacijskim efektima na stvaranje
dentina i osteoblasta, Biodentin je nasao Siroku primenu u stomatologiji: kod ispuna, kao dentinski
zamenik, za direktno i indirektno prekrivanje pulpe, za prekrivanje perforacija na bilo kom nivou
komore pulpe, biopulpotomije, internih i eksternih resorpcija, u apeksnoj hirurgiji kod
retrogradnog punjenja kanala korena i terapije nezavrSenog rasta korena (apeksifikacija). Moze se
uopsteno re¢i da se Biodentin koristi kao zamenik za dentin zbog stimulacije formiranja tercijernih
dentinskih struktura, kao materijal koji odrzava vitalitet zubne pulpe i kao osteoregenerativni
materijal (144-146).

Za uspeh materijala koji se koriste za prekrivanje perforacija i pulpe ili retrogradnog punjenja od
klju¢nog znacaja je njihova sposobnost hermeti¢kog zatvaranja. U tom smislu poroznost materijala
je najbitnija karakteristika kako bi se specilo mikrocurenje, a time i moguénost prolaza bakterija
kroz mikropukotine. Poroznost se lakse postize u kontinuiranoj vlaznoj mikrosredini pa zato
Biodentin ima dodatnu prednost kod retrogradnog punjenja u odnosu na druge primene kada je
bitno da materijal ostane suv (145, 147).

Dobru opturaciju Biodentina, posebno na marginama, omogucuju Kristali hidroksiapatita koji se
stvaraju pri kontaktu Biodentina i tvrdog zubnog tkiva. Precipitati hidroksiapatita prodiru u
dentinske kanalice ¢ime se stvara hemijska veza izmedu dentina i cementa. Deponovanju
hidroksiapatita u kontaktu Biodentina i dentina pomazu i fosfatni joni iz pljuvacke, $to zajedno sa
sposobnos¢u materijala da se dodatno $iri, doprinosi adhezivnim svojstvima Biodentina (148).
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Prodor hidroksiapatitnih kristala u dentinske tubule je ve¢i u odnosu na druge cemente ¢ime se
ostvaruje veci stepen zastite tvrdog zubnog tkiva od demineralizacije.

Za materijale koji se koriste za gore navedene namene je takode vazna njihova stabilnost u vlaznoj
mikrosredini, kao §to su krv ili bioloske te¢nosti, odnosno njihova otpornost na dezintegraciju.
Nijedan od do sada koris¢enih materijala nije apsolutno stabilan, ali se u odnosu na druge cemente
stabilnost Biodentina procenjuje kao zadovoljavajuca, najverovatnije zbog efekta polimera koji
ima surfaktantna svojstva.

Biodentin poseduje i antimikrobna svojstva zbog visokog, baznog pH (oko 12) koji poti¢e od
kalcijum hidroksida. Osim toga, bazna sredina deluje i kao dezinficijens na okolna meka tkiva i
kostane strukture (149).

1.6.2. Biokompatibilnost i bioaktivnost Biodentina

Kada je u pitanju primena Biodentina kod retrogradne opturacije kanala korena zuba za sada su
objavljeni povoljni rezultati u smislu odsustva inflamacije i stimulacije reparacije mekog i
kostanog tkiva kroz prikaz nekoliko slu¢ajeva (150-152). Rezultati ozbiljnijih klinickih studija do
sada nisu objavljeni. Prvi povoljni klini¢ki rezultati se temelje na studijama o efikasnosti
Biodentina kod drugih indikacija, prvenstveno zasnovanih na stimulaciji formiranja dentina i
rezultata in vitro studija kojim je pokazano da je Biodentin biokompatibilni materijal sa
potencijalom stimulacije osteoblasta i odontoblasta (153-156).

Biokompatibilnost nekog materijala se definise kao odsustvo izazivanja nezeljenih reakcija
materijala u kontaktu sa organizmom, pri ¢emu materijal treba da u potpunosti ostvari Zeljenu
funkciju. Drugim re¢ima, biokompatibilnost je sposobnost materijala da pri kontaktu sa tkivom ne
uzrokuje njegovo ostecenje, toksi¢nu reakciju, iritaciju, zapaljensku i alergijsku reakciju ili
mutagenost i kancerogenost (157). ISO standardi propisuju set in vitro i in vivo testova za procenu
biokompatibilnosti kao §to su testovi citotoksi¢nosti, genotoksi¢nosti i hemokompatibilnosti,
odnosno testovi akutne i hroni¢ne toksi¢nosti, iritacije, senzibilizacije i lokalnih efekata nakon
implantacije (158, 159). Do sada su u literaturi uglavnom publikovane studije citotoksi¢nosti
Biodentina i reakcije nakon implantacije ovog biomaterijala (160, 161).

Kada je u pitanju citotoksi¢nost, standard (ISO 10993-5) propisuje testiranje materijala u
direktnom kontaktu ili ispitivanje efekata eluata materijala nakon kondicioniranja materijala u
bioloskim medijumima. lako ovaj standard propisuje detaljne postupke testiranja, mnogi
istrazivaci se njih ne pridrzavaju tako da je heterogenost dobijenih rezultata tesko objediniti u cilju
izvodenja adekvatnih zakljucaka. Kljuéne razlike se odnose na metodoloski pristup (direktan ili
indirektan), vrstu testa, vrstu ¢elija ili ¢elijskih linija koris¢enih u testu ili vremensko trajanje testa.
Kada je u pitanju priprema eluata, odnosno kondicioniranog medijuma, vrlo je vazan odnos
povrsine ili mase materijala i zapremine medijuma (162).

Da je Biodentin ne-citotoksi¢ni materijal potvrduju eksperimenti na misjom odontogenom
¢elijskom linijom (MDPC-23) gde je pokazano da ovaj materijal u direktnom kontaktu ne menja
vijabilnost c¢elija, niti indukuje nekrozu i apoptozu (163). Sli¢ni rezultati su dobijeni i sa
ekstraktom Biodentina na fibroblastima uspostavljenih iz humane pulpe (164), na L929 misjim
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fibroblastima (165), MDPC-23 i Od-21 3D sferoidima (166), odnosno mati¢nim stromalnim
¢elijama dobijenih iz neizniklih zuba (167), uprkos razlikama u pripremi ekstrakta Biodentina.
Kada su MG63 osteoblastne celije direktno kultivisane na pelet pripremljen od sveze
polimerizovanog Biodentina, nadena je blaga citotoksi¢nost (23%) nakon produzene inkubacije
¢elija ali koja je u granicama prihvatljivosti (168).

Medutim, u odnosu na prethodne rezultate nekoliko studija je pokazalo da Biodentin poseduje
citotoksic¢na svojstva. Ovaj efekat je detektovan ili nakon produzene inkubacije ¢elija sa ekstrakom
Biodentina u toku 7 dana (169) ili primenom visokih koncentracija ovog materijala (20 mg/mL) u
test sistemu sa mati¢nim ¢elijama iz humanog periodontalnog ligamenta (170). Citotoksi¢nost je
pokazana i kada su mati¢ne Celije iz humane dentalne pulpe kultivisane direktno na diskovima
Biodentina (171). Sli¢ni rezultati su dobijeni kako u direkthom tako i u indirektnom testu
Biodentina i mati¢nih ¢elija iz humanog periodontalnog ligamenta (172). Da Biodentin moze
izazvati i1 zapaljensku reakciju u periodoncijumu ukazuju eksperimenti vezani za implantaciju
ovog materijala kod pacova (173). Sve ovo namece potrebu o dodatnoj proveri citotoksi¢nosti
Biodentina koristeci Kriterijume definisane vaze¢im I1SO 10993-5:2009 standardom (162).

Dosadasnja ispitivanja bioloske aktivnosti Biodentina su uglavnom bazirana na eksperimentalnim
modelima koji su dizajnirani za procenu njegove efikasnosti u indikacijama za koje je Biodentin
inicijalno proizveden, a to je reparacija pulpe. Na osnovu tih svojstava on je svrstan u grupu
bioaktivnih endodontskih cemenata. Ova odrednica je utemeljena na nekoliko vaznih in vitro i in
vivo studija u kojima su poredeni Biodentin i MTA. Celijske kulture su bile primarne éelije
izolovane iz humane pulpe. Oba cementa su pokazala povoljne efekte na stimulaciju ¢éelijske
proliferacije, diferencijacije, migracije i mineralizacije ali bez bitnije razlike u bioloskim
potencijalima ovih cementa (174-177). Drugi set eksperimenata takode nije pokazao razliku
izmedu Biodentina i MTA u pogledu formiranja reparativnog dentina, odrzanju vitaliteta pulpe,
anti-bakterijskim svojstvima, nerastvorljivosti pracene u duzem vremenskom periodu ili
spre¢avanju mikrocurenja u predelu korone zuba (141, 148, 155, 178). Medutim, Biodentin se
pokazao efikasnijim kada je u pitanju vezivanje za dentin. Takode, Biodentin manje prebojava
pulpu u odnosu na MTA, zbog prisustva cirkonijum oksida umesto bizmut oksida. Bioaktivnost
Biodentina je pokazana i u histoloskim in vivo studijama, a medu najznacajnije efekte svakako
treba istaci sposobnost formiranja mostova mineralizacije na granici materijala i pulpe (136, 141-
144). Kada je u pitanju procena efikasnosti Biodentina kao osteoblastnog stimulacijskog
materijala, mogu se navesti studije na osteoblastnim celijskim linijama ili mati¢nim stromalnim
¢elijama izolovanih iz periodontalnog ligamenta. U ovim ispitivanjima bioloski osteoblastni
potencijal Biodentina je procenjiva preko procesa diferencijacije, poveéane ekspresije gena
karakteristi¢nih za osteoblastnu aktivaciju ili diferencijaciju kao i formiranja hidroksiapatitnih
kristalnih ostrvaca u ¢elijskim kulturama (171, 172, 176, 179).

1.7. Interakcija dentalnih mati¢nih stomalnih mezenhimskih ¢elija i
biomaterijala

Opisano je nekoliko populacija dentalnih MSC: MSC zubne pulpe (engl. Dental Pulp Stem Cells,
DPSC) (180), MSC iz ekstrahovanih mle¢nih zuba (engl. Stem Cells from Human Exfoliated
Deciduous Teeth, SHED) (181), periodontalnog ligamenta (engl. Periodontal Ligament Stem
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Cells, PDLSC) (182), zubnog folikula (engl. Dental Folicle Stem Cells, DFSC) (183) i apikalne
papile zuba (engl. Stem Cells from Apical Papilla, SCAP) (184). Svi ove populacije MSC
ispunjavaju minimalne fenotipske i funkcionalne kriterijume koji su definisali Dominici i sar. 2006
(185) kao sto su CD90, CD105, CD73 uz odsustvo drugih markera hematopetskih ¢elija kao sto
su CD45, monocita CD14 i markera T (CD3) i B limfocita (CD19). Osim ovih markera, dentalne
MSC u razli¢itom procentu, a pre svega u zavisnosti od svog porekla, ispoljavaju CD44, CD146,
CD106, CD24, Stro-1, Nestin, Oct-4, CD44 i druge markere (185-187). Funkcionalni kriterijumi
ukljucuju sposobnost formiranja kolonija koje lice na fibroblaste (engl. Fibroblasts Colony
Forming Units, F-CFU) i potencijal diferencijacije bar u tri razvojne linije; adipocite, hondroblaste
I osteoblaste. Ve¢i broj populacija dentalnih MSC ima sposobnost diferencijacije u miofibroblaste
kao i ¢elije nervnog sistema. Za diferencijaciju MSC u gore navedene ¢elijske linije neophodni su
odgovarajuci indukcioni faktori koji se dodaju u medijume za kulturu a koji imaju sposobnost
indukcije specifi¢nih gena (188, 189). Ovi geni se nazivaju master transkripcioni regulatori. Za
adipogenezu kljucni transkripcioni faktor je PPARy (engl. peroxisome proliferator-activated
receptor y), za hondrogenezu je Sox9 (engl. SRY-box transcription factor 9), osteogenezu indukuje
Runx2 (engl. runt-related transcription factor 2), a za mioblastnu diferencijaciju je klju¢an MyoD
(engl. myoblast determination protein 1). Kada se jednom aktiviraju, ovi signalni putevi jedan
drugog inhibiraju, tako da se diferencijacija odvija u jednom smeru. Tipi¢an primer je recipro¢na
aktivacija Sox9 i Runx2 gena (190, 191).

Osteogena diferencijacija MSC je od posebnog znacaja za regeneraciju kostanog tkiva, ukljucujuéi
i oSte¢ene kosStane strukure izazvane patoloskim procesima, kao $to su PL. Sposobnost osteogene
diferencijacije se procenjuje na osnovu vise kriterijuma od koji se najéece navode ekspresija
alkalne fosfataze i formiranja mineralizovanih kalcijumovih struktura koje se histohemijski boje
pomocu Alizarin crvenog. Osim toga, u kulturama se dokazuje ekspresija gena ili proteina koje
ovi geni kodiraju kao sto su: kolagen tipa I, kostani sijaloprotein, koStani morfogeni protein
(BMP), osteokalcin, osteriks, osteonektin i mnogi drugi geni, pre svega ekstracelularnog matriksa
ili signalni molekuli i njihovi transkripcioni faktori koji nisu strogo specifi¢ni samo za osteoblaste
(190). Diferencijacija MSC u osteoblaste zapocinje aktivacijom nekoliko signalnih puteva ¢iji su
receptori ispoljeni na membrani. Opisano je bar 5 razli¢itih signalnih puteva: Wnt/f-katenin; TGF-
SIBMP; MAPK (engl. mitogen-aktivated protein kinase); Notch i ,,Hedgehog”. Signali koji se
sprovode posredstvom ovih puteva dovode do ekspresije i kontrole Runx2, klju¢nog osteoblastnog
transkripcionog faktora, nakon ¢ega se ativiraju nishodni geni bitni za transformaciju osteoblasta
u funkcionalno terminalne celije (osteocite) (190, 191). Takode je poznato da razliciti faktori
(temperatura, mehanicki stres, visokofrekventne vibracije), faktori rasta poput EGF-2 (engl.
epidermal growth factor-2), IGF-1 (engl. insulin growth factor-1), parathormon (PTH) i vitamin
D3 uti¢u na proces osteogeneze (192).

Proces osteoblastne diferencijacije se grubo moze podeliti u tri stadijuma. Prvi stadijum karakterise
¢elijska proliferacija i ekspresija fibronektina, kolagena, TGF-B receptora 1 i osteopontina. U
drugom stadijumu dolazi do zaustavljanja proliferacije, pocinje diferencijacija i maturacija
ekstracelularnog matriksa pomocu, alkalne fosfataze i kolagena. Tre¢i stadijum je stadijum
mineralizacije matriksa u kome klju¢nu ulogu ima osteokalcin (190, 191).

Mnogi stomatoloski materijali, posebno bioregenerativni, stimuliSu osteoblastogenezu razlicitim i
¢esto nedovoljno poznatim mehanizmima. Medu njima poseban znacaj imaju fosfati, kalcijumovi,
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magnezijumovi i silicijumovi joni ili joni drugih metala (na primer stroncijum ili zlato) Kkoji
interferiraju sa komponentama ekstracelularnog matriksa ili su direktno ukljuceni u aktivaciju
signalnih puteva osteoblastogeneze. Interesantno je da aktivanost Ca-Mg (engl. Transient Receptor
Potential Cation Channel Subfamily M Member 7, TRPM7) jonskog kanala bitno uti¢e na proces
osteo/odontogene diferencijacije DPSC (193). U ovim procesima vazan je ne samo hemijski sastav
materijala, njegova mikro i makro struktura, ve¢ i poroznost, sto je bitno kada se biomaterijali
koriste kao trodimenzionalne matrice za osteoregeneraciju. Neki biomaterijali poput biokeramike
na bazi kalcijum bifosfata pospesuju procese adhezije, proliferacije i osteogene diferencijacije
MSC posredstvom sekrecije pro-inflamacijskih medijatora (IL-1, IL-6, MCP-1) ili faktora rasta
(engl. vascular endothelial growth factor, VEGF; engl. platelet-derived growth factor, PDGF; engl.
epidermal growth factor, EGF) koji uticu na ekspresiju gena za osteogene markere: alkalna
fosfataza (ALP), kolagen tip I, osteriks, kostani sijaloprotein i osteopontin) (170, 171, 194). Zbog
svega navedenog, postoji opravdana potreba da se detaljnije izuce procesi genske regulacije kojima
bioregenerativni stomatoloski materijali ostvararuju svoja kompleksna bioloska dejstva.

1.8. Naucni problem

Nas§ istrazivacki fokus je Biodentin, trikalcijum silikatni cement sa mnogo dobrih klinickih
performansi koje su dokazane u poslednjih 11 godina, od kako je uveden u stomatolosku praksu.
Medutim, uprkos relativno dobrom upoznavanju njegovih specifi¢nih svojstava kroz istrazivanja i
klinicki rad i dalje postoje brojne nepoznanice vezane za bioloska svojstva Biodentina koja ga ¢ine
pogodnim za klini¢ku praksu, a svaka od njih moze biti uboli¢ena u odgovarajuce istrazivacko
pitanje.

Prvi problem koji nas je zainteresovao je kakva je klinicka efikasnost Biodentina u endodontskoj
hirurgiji. U nedavno objavljenim revijskim radovima (123, 144), jasno se isti¢e da je za uspeh
endodontske hirurgije od klju¢nog znacaja izbor materijala za retrogradnu opturaciju kanala
korena zuba. U ovom kontekstu prednost se daje materijalima koji imaju bioregenerativni
potencijal, od kojih su MTA i njegovi derivati najvise istrazivani i 0 cemu je napisano nekoliko
revijskih radova i meta analiza (114, 115, 119, 129, 144, 195, 196). U njima se sumiraju analize
vise klini¢kih studija ali se ne daju jasni zakljucci koji je materijal najefikasniji. Kada je u pitanju
Biodentin, za sada je objavljeno nekoliko prikaza slucajeva u kojima se uglavnom isti¢e njegov
povoljan efekat na zarastanje PL posle apikotomije i retrogradnog punjenja korena kanala (150-
152). Caron i sar. (151) navode i neke nedostatke, kao $to su poteskoce sa rukovanjem, uprkos
deklaraciji proizvodaca, kao i nedovoljnu radiotransparentnost. Zato je opravdano da se kroz
klinicku randomizovanu studiju efekat Biodentina proveri i na taj nacin steknu pozitivna iskustva
ali i upoznaju njegova nezeljena svojstva. Randomizacija podrazumeva koris¢enje i grupe
ispitanike kod kojih ¢e se primeniti kontrolni materijal. Mozda je zbog toga najlogi¢nije koristiti
materijal sli¢nih svojstava kao sto je na primer MTA, Sto je inace najcese bio slucaj u studijama u
kojima je poredena efikasnost Biodentina zbog drugih indikacija. Medutim, ako bi se i pokazale
razlike izmedu ovih materijala slicnog sastava i slicnih fizicko-hemijskih karakteristika
pretpostavka je da bi one bile male i da se ne bi bile jasno vidljive u ovako koncipiranoj klini¢koj
studiji na relativno malom broju ispitanika. Zbog toga smo se mi u razradi koncepta ovog projekta
opredelili da kontrolnu grupu cine ispitanici kod kojih bi se za retrogradno punjenje kanala korena
koristio amalgam. Amalgam je tradicionalno najstariji materijal za ove namene (119). Uprkos,
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brojnim nedostacima kao $to su citotoksi¢nost i nepotpuna efikasnost u opturaciji kanala, on je i
danas siroko koris¢en materijal, posebno u nerazvijenim zemljama, zbog niske cene, relativno
lakog rukovanja i dobrog Kklini¢kog iskustva (120, 121). Sa druge strane, zbog male koli¢ine
materijala koji se koristi kod retrogradne opturacije kanala korena toksi¢nost amalgama se svodi
na minimum. Za amalgam nije pokazana sposobnost stimulacije osteoblata, pa se moze
pretpostaviti da bi se u kontrolisanim uslovima bioregenerativni potencijal Biodentina bolje uocio
nego kada bi kontrola bio MTA. Za procenu potpune klini¢ke efikasnosti materijala u pogledu
zarastanja PL obi¢no je neophodno godinu dana, pa i duze (114, 119). Medutim, znacajne
promene, pa i kompletno zarastanje, mogu se zapaziti i nakon 6 meseci (197). Obzirom na
pretpostavljenu razliku u efikasnosti Biodentina u odnosu na amalgam, mi smo se opredelili da
efekte pratimo posle 6 meseci verujuci da bi u ovom vremenskom periodu razlike u radiografskim
karakteristikama kostane regeneracije kao i klinickim pokazateljima bile vidljivije. Svakako, bilo
bi vredno da se studija nastavi i do godinu dana, a rezultati kasnijih ispitivanja bi mogli biti
objavljeni kao posebna, objedinjena publikacija.

Drugo naucno pitanje koje trazi odgovor je da li je Biodentin zaista biokompatibilni materijal. Sve
dosadasnje revijske studije u kojima se sumiraju rezultati bioloskih efekata Biodentina u in vitro i
u in vivo eksperimentima isticu biokompatibilnost Biodentina kao njegovo osnovno svojstvo (142,
164, 165). Medutim, kada se detaljno analiziraju objavljeni podaci moze se uociti da je
biokompatibilnost, pre svega odsustvo citotoksi¢nosti, pokazana u eksperimentalnim uslovima
koji nisu u skladu sa vaze¢im ISO standardima za procenu citotoksi¢nosti dentalnih materijala
(163-168). Sa druge strane, opisani su i suprotni rezultati da pod izvesnim uslovima Biodentin
pokazuje citotoksi¢na svojstva sto je ranije u uvodnom delu detaljno analizirano (169-173). 1SO
standardi propisuju direktno testiranje citotoksi¢nosti u kontaktu materijala i ciljnih celija, ili
ispitivanje indirektnog efekta ekstrakta materijala na ciljne ¢elije (162). U direktnom kontaktu nije
lako proveravati mnoge celijske funkcije. Zato smo se mi opredelili da citotoksi¢nost Biodentina
ispitamo indirektno. Ovakav pristup je opravdan jer se iz materijala u dugom vremenskom periodu
mogu oslobadati joni sa bioloskom aktivnos$cu, ali se zbog izvesne nestabilnosti u kontaktu sa
vodenim rastvorima ili biloskim te¢nostima oslobadaju i mikropartikule Biodentina kako je
pokazano u nekoliko studija (198, 199). Stepen degradabilnosti se smanjuje kada dode do
potpunog otvrdnjavanja materijala, pa je opravdano da se citotoksi¢nost eluata Biodentina ispita
odmah nakon pripreme za klini¢ki rad jer se na taj nacin proverava neposredan citotoksi¢ni efekat
materijala kao i efekat ekstrakta stvrdnutog Biodentina radi sagledavanja hroni¢nih efekata.

Oslobodene cestice 1 solubilni produkti mogu dospeti u periapeksni proctor, a njihov uticaj na
okolno tkivo nije moguce predvideti na osnovu dosadasnjih istrazivanja. Scenario moze biti
dvojak. Ako procesom fagocitoze cestice budu internalizovane od strane makrofaga postoji
moguénost aktivacije zapaljenskih procesa. Obrnuto, postoji moguénost supresije inflamacije i
preusmeravanja makrofaga u M2 podtip (36). Posto o interakciji Biodentina sa periapeksnim
¢elijama nema podataka u literaturi namece se potreba da se ovi procesi prouce u adekvatnom in
vitro sistemu, prvenstveno kroz analizu balansa izmedu pro-inflamacijskih, anti-inflamacijskih,
osteolitickih i osteoprotektivnih citokina. Ovako dizajnirani eksperimenti imaju dodatno
opravdanje koje se zasniva na histoloskoj analizi PL tokom zarastanja. Naime pokazano je da ¢ak
I kada se klinickim i radiografskim pregledima konstatuje kompletno zarastanje kod mnogih
slu¢ajeva postoji zapaljenska reakcija (200).
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Za Biodentin je pokazano da podsti¢e diferencijaciju dentalnih MSC u osteoblaste (171, 172, 179).
Jedan rad govori i o sli¢nim efektima Biodentina na MSC iz zdravog periodontalnog ligamenta
(176), ali mehanizmi kojima se to postize nisu dovoljno prouceni. U Institutu za medicinska
istrazivanja VMA je u poslednjih nekoliko godina uradena serija eksperimenata na MSC
izolovanih iz humanih PL (12-14). lako ove c¢celije ispoljavaju fenotipske i funkcionalne
karakteristike MSC periodontalnog ligamenta, postoje i neke razlike koje ukazuju da ove éelije
mogi imati i proinflamacijska svojstva koje imaju tzv. MSC tip | (12). Obzirom da Biodentin dolazi
u kontak sa periapeksnim tkivom u kome nisu u potpunosti suprimirani zapaljenski procesi nakon
ekstrakcije PL, namece se potreba da model kokultivacije eluata (kondicioniranog medijuma)
zdravog periodontalnog ligamenta. Ovome treba dodati i pretpostavku da i sam Biodentin moze
da pokrene razvoj PL, ukljucujuéi i indikacije kada se ovaj trikalcijum silikatni cement koristi u
endodontskom tretmanu. Ovakav pristup do sada nije publikovan pa zato predstavlja originalni
model za testiranje hipoteze da Biodentina ima potencijal stimulacije proliferaciju MSC izolovanih
iz inflamiranog perapeksnog tkiva kao i da indukuje njihovu sposobnost za osteoblastogenezu. U
ovom kontekstu sposobnost Biodentina da stimulise diferencijaciju u MSC u osteoblaste treba
procenjivati na osnovu ekspresije velikog broja gena uklju¢enih u Klju¢ne signalne puteve
diferencijacije osteoblasta, ¢ime bi se dobili i odgovori delovanja Biodentina na molekularnom
nivou.

Zbog svega navedenog, ovako koncipiran projekat ima dva osnovna cilja. Primarni cilj je klini¢ka
i radiografska procena efikasnosti Biodentina, primenjenog za retrogradno punjenje kanala korena
zuba, u zarastanju humanih PL na osnovu randomizovane klinicke studije u kojoj bi kontrolnu
grupu c¢inili ispitanici kod kojih je kao kontrolni materijal koris¢en amalgam. Drugi cilj je
ispitivanje mehanizama kojima Biodentin pospesuje regeneraciju periapeksnog tkiva kroz
eksperimentalnu studiju in vitro slede¢i koncept Kklini¢ke studije: na osnovu testova
biokompatibilnosti na standardnim L929 ¢elijama; analize produkcije citokina u kulturi celija
izolovanih iz periapeksnih lezija; poredenjem efikasnosti Biodentina i amalgama da indukuju
diferencijaciju osteoblasta u kulturi MSC izolovanih iz PL na osnovu multiple genske ekspresije.
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2. HIPOTEZE I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Na osnovu definisanog nau¢nog problema postavljene su slede¢e HIPOTEZE:

1)

2)

3)

Biodentin, primenjen za retrogradno punjenja kanala korena zuba, dovodi do uspe$nijeg
zarastanja PL u odnosu na amalgam, procenjivano na osnovu klini¢kih i radioloskih
pokazatelja.

Uspesnije zarastanje periapeksnog tkiva pod uticajem Biodentina u odnosu na amalgam je
posledica njegove bolje biokompatibilnosti, manje stimulacije produkcije pro-
inflamacijskih i osteolitickih citokina a vece produkcije anti-inflamacijskih i
osteoprotektivnih citokina u kulturi ¢elija izolovanih iz PL.

Za razliku od amalgama, Biodentin pospesuje zarastanje PL stimulacijom proliferacije i
diferencijacije MSC iz PL u osteoblaste aktivacijom brojnih gena specifi¢nih za
osteoblastogenezu.

U skladu sa opstim ciljevima postavljeni su sledeéi specifi¢ni CILJEVI ISTRAZIVANJA za
proveru postavljenih hipoteza:

1)

2)

3)

4)
5)

6)

Uporediti efikasnost ekstrakta Biodentina i amalgama na zarastanje PL nakon retrogradne
opturacije kanala korena zuba kroz randomizovanu klini¢ku studiju, pra¢enjem klini¢kih i
radiografskih pokazatelja 6 meseci nakon hirurske intervencije.

Ispitati i uporediti citotoksi¢nost ekstrakta Biodentina i amalgama na osnovu preporuka
ISO-10993-5 na standardnom modelu L929 ¢elija, inflamacijskim ¢elijama izolovanih iz
humanih PL i humanih PL-MSC.

Ispitati i uporediti efekat ekstrakta Biodentina i amalgama na produkciju pro-inflamacijskih
citokina/hemokina (IL-1pB, IL-6, TNF-a; IL-8; MCP-1), citokina povezanih sa Thl
imunskim odgovorom (IFN-y i IL-12), Th2 odgovorom (IL-4, IL-5, IL-33), Th17 imunskim
odgovorom (IL-17A i 1L-23), imunoregulatornog (IL-10) citokina, osteodestruktivnog
(RANKL) i osteoprotektivnog (OPG) citokina, od strane PL ¢elija u kulturi.

Izolovati, propagirati i okarakterisati PL-MSC na osnovu njihove klonogenosti, fenotipskih
svojstava i sposobnosti diferencijacije u osteoblaste, adipocite i hondroblaste.

Ispitati i uporediti efekat ekstrakta Biodentina i amalgama na proliferativna svojstva PL-
MSC.

Ispitati i uporediti efekat ekstrakta Biodentina i amalgama na potencijal diferencijacije PL-
MSC u osteoblaste na osnovu ekspresije seta osteoblastnih gena (RUNX2, SP7, WNT2,
BMP-2, BGLAP, COL1A1, ALP, FGF-2 i TGF-p) i sposobnosti formiranja kalcijumskih
mineralnih jezgara u kulturi.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Vrstastudije

Predlozeni projekat je bio komibinacija klinicke randomizovane prospektivne studije i
eksperimentalne studije na materijalu humanog porekla.

3.2. Klini¢ka studija

3.2.1. Ispitanici

U ovu studiju su bili ukljuceni pacijenti sa prisustvom jasno ograni¢enih procesa na vrhu
jednokorenih zuba vec¢ih dimenzija, okarakterisanin na osnovu klinickih i radiografskih
kriterijuma kao PL, a koje nisu mogle biti reSene klasiénom endodontskom terapijom i kod kojih
je bila indikovana apikotomija i sledstvena retrogradna opturacija kanala korena. Klinicko
ispitivanje je obavljeno u Odeljenju za oralnu hirurgiju, Klinike za stomatologiju,
Vojnomedicinske akademije (VMA) u Beogradu na osnovu odobrenja Etickog komiteta VMA
(Int. br /2019 od 27. 06. 2019. god.) i potpisanog informisanog pristanka pacijenata. Ispitanici su
bili oba pola, starosti od 35 do 85 godina. Detaljni demografski podaci i karakteristike PL su
prikazani u poglavlju Rezultati.

Dijagnoza periapeksnih lezija je postavljana na osnovu standardnih klini¢kih i radiografskih
parametara koji su prikazani u uvodnom delu ovog rada. Klini¢ki parametri su procenjivani na
osnovu anamneze i objektivnih nalaza. Radiografija je bila standardna ciljana intraoralna
radiografija (Carestream CS 2200 Roentgen apparatus; Carestream Dental, Atlanta, GA, SAD) i
ortopantomografija (Carestream CS 8100 3D).

Veli¢ina PL je odredivana analizom standardnih retroalveolarnih snimaka i ortopantomograma
merenjem najveceg meziodistalnog i kraniokaudalnog dijametra, nakon cega je izracunata srednja
vrednost. Takode je notiran polozaj i odnos PL prema okolnim strukturama. Na osnovu dobijenih
vrednosti PL su podeljene na velike (srednji dijametar jednak i ve¢i od 5 mm) i male (srednji
dijametar manji od 5 mm).

Ispitanici su pre apikotomije razvrstani metodom slu¢ajnog izbora u eksperimentalnu i kontrolnu
grupu. Eksperimentalnu grupu su ¢inili ispitanici kod kojih je za retrogradno punjenje kanala
korena koris¢en Biodentin. Kontrolnu grupu su ¢inili ispitanici kod kojih je za opturaciju
primenjen amalgam, standardni materijal za retrogradno punjenje kanala korena. Randomizacija u
eksperimentalnu i kontrolnu grupu je vrsena pomocu tablice sluc¢ajnih brojeva koja je napravljena
u kompjuterskom programu Microsoft Excel. U ovom istrazivanju i pacijentima i istrazivac¢ima je
bila poznata vrsta primenjenog materijala.
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Kriterijumi za iskljucenje ispitanika iz studije su bili slede¢i: PL na dvokorenim zubima i
molarima; moguc¢nost konvencionalne endodontske terapije kod pacijenata; nemoguénost pristupa
i losa vidljivost lezija; nepovoljan odnos klini¢ke krune i korena zuba; teSko zdravstveno stanje
pacijenta; akutne infektivne bolesti; ekstremno uplaseni i uznemireni pacijenti; akutna oboljenja
desni; teske forme parodontopatije; velika resorpcija vilicne kosti; izuzetno losa oralna higijena;
prisustvo obimnih mekih i tvrdih naslaga. Dodatni kriterijumi za iskljucenje kada su PL kori$¢ene
za in vitro eksperimente su bili pacijenti koji su u poslednjih mesec dana primali anti-
inflamacijske, imunomodulacijske i antibiotske lekove.

3.2.2. Apikotomija i retrogradno punjenje kanala korena

Apikotomija je radena u lokalnoj infiltracionoj anesteziji uz pomo¢ hirurske lupe. Sazeti postupci
kod operativnog postupka su bili slede¢i. Najpre je izvrSena aplikacija lokalnog anestetika
(Ubistesin™), koji sadrzi Artikain-hidrohlorid 4% i adrenalin-hidrohlorid (1:100 000). Sledilo je
podizanje mukoperiostnog reznja po metodi Novak-Peter. Radilo se o dvostrukom ugaonom,
trapezastom reznju kod koga su vertikalne incizije napravljene pod uglom od 45° u odnosu na
horizontalnu ravan lateralno od donjeg kraja incizije. Prednosti ovog reznja su dobra vidljivost,
adekvatna ishrana reznja, primenjiv je kod plitkog forniksa, dobro se reponira i pouzdan je za
zarastanje. Nakon trepanacije kosti u projekciji vrha korena zuba vrseno je uklanjanje PL pomoc¢u
kirete. Sledilo je odstranjenje vrha korena zuba i retropreparacija apeksa korena zuba do dubine 3
mm pomoc¢u mikrokolenjaka. Radi sprecavanja propustljivosti kanala za mikroorganizme i njihove
toksine osim dubine retropreparacije takode je bitan i ugao zakoSenja vrha korena koji je u
direktnoj vezi sa dubinom retropreparacije kao i oblik retropreparacije.

Nakon adekvatne retropreparacije vrsena je aplikacija sveze pripremljenog materijala (Biodentin
ili amalgam), a zatim ispiranje rane fizioloskim rastvorom (kod primene amalgama),
uspostavljanje hemostaze i vracanje mukoperiostnog reznja u prvobitno stanje. Sutura reznja je
vrena pojedina¢nim Savovima (polipropilen, monofilament hirurski konac 4/0). Nakon zavrsene
intervencije pacijenti su dobili instrukcije o ponasanju u postoperativnom periodu, preporuke za
oralnu higijenu i ordinirana je antibiotska terapija u trajanju od 7-10 dana.

U postoperativnom periodu narednog dana je vrSena ponovna inspekcija operativne regije kao i
toaleta rane fizioloskim rastvorom, evidentirani su simptomi tipa otoka, bola i hematoma. Uradena
je prva kontrolna standardna intraoralna radiografija. Nakon 7-10 dana vrSeno je uklanjanje
hirur§kog konca kada su ponovo notirane postoperativni simptomi i klinicki znaci. Imajuéi u vidu
publikovane podatke da ishod endodontskog hirurSskog leCenja presudno zavisi od iskustva
klini¢ara (201), apikotomiju je vrsio mentor (MD) uz asistenciju doktoranta (ME).

3.2.3. Retrogradno punjenje kanala korena

Retrogradno punjenje kanala korena je vrSeno amalgamom ili Biodentinom. Amalgam
(EKSTRACAP® non gama 2), proizvodaca Galenika, Beograd, je pripreman prema uputstvu
proizvodaca meSanjem legure (masa 0.360 g) sa zivom (masa 0.400 g) u amalgamatoru. Jedan
gram legure EKSTRACAP sadrzi srebro (500 mg), kalaj (299 mg) i bakar (201 mg).
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Biodentin (Biodentine, SEPTODONT, Saint-Maur-des-fossés Cedex, Francuska) je takode
pripreman prema uputstvu proizvodaca mesSanjem prah materijala iz kapsule sa te¢noscu u
amalgamatoru u trajanju od 30 sekundi, brzinom oko 4000 obrtaja u minuti. Posle o¢vrséivanja u
trajanju od 10-12 minuta materijal je vaden iz kalupa i odmah koris¢en za punjenje.

3.2.4. Pracenje parametara zarastanja PL

Zarastanje PL je procenjivano sest meseci posle apikotomije i retrogradnog punjenja kanala korena
na osnovu radiografskih i klini¢kih pokazatelja.

Radiografski pokazatelji zarastanja su klasifikovani na osnovu kriterijuma Rud-a i sar. (200).

Indeks 1. Kompletno zarastanje koga karakterise: potpuno formiranje lamine dure oko vrha korena
zuba, normalan ili lako pros$iren prostor periodontalni prostor ali ne vise nego dvostruko u odnosu
na nezahvaceni deo korena zuba, potpuna regeneracija kosti, iako njena gustina i strukturisanost
ne moraju biti isti kao kod nezahvacenog dela kosti.

Indeks 2. Nekompletno zarastanje koga odlikuje: smanjena rendgenska transparencija sa znacima
kosStanog zarastanja na periferiji zone razredenja nepravilnog oblika, ili demarkirana kompletnom
kostanom linijom, veza izmedu zone razredenja i periodontalnog prostora je angularna.

Indeks 3. Neizvesno zarastanje: smanjena zona rendgenske transparencije ¢ija je Sirina dvostruko
veéa U odnosu na periodontalni prostor, ogranicena je ¢vrstom laminom, ima cirkularnu ili
semicirkularnu periferiju. Moze biti lokalizovana simetri¢no oko vrha korena u obliku produzetka
periodontalnog prostora.

Indeks 4. Nezadovoljavajuée zarastanje: nema promena u stepenu rendgenske transparentnosti ili
je transparentnost ¢ak povecana u odnosu na radiografije napravljene neposredno posle
apikotomije.

Radiografske analize su radili nezavisno mentor i doktorant. U sluc¢aju neslaganja rezultata
prednost je data rezultatima mentora. Nije bila konsultacija i treCeg evaluatora (specijalista
dentalne radiologije).

Klinic¢ki pokazatelji uspeha apikotomije su procenjivani na osnovu kriterijuma Mikkonen-a i sar.
(202).

Indeks 1. Potpuni uspeh: odsustvo bola, otoka ili fistula.

Indeks 2. Neizvesan uspeh: radiografski pokazatelji destrukcije kostiju i prisutvo/odsustvo
klini¢kih simptoma.

Indeks 3. Neuspeh: radiografski pokazatelji destrukcije kostiju, resorpcija korena i prisustvo
klini¢kih simptoma.
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Procena zarastanja PL i uspeha endodonskog hirur§kog lecenja na osnovu objedinjenih klinickih i
radiografskih kriterijuma je vrseno na osnovu Kklasifikacije von Arx-a i Kurt-a (203).

Indeks 1. Potpuni uspeh: regeneracija kostiju veéa ili jednaka 90%, odsustvo bola, otoka ili fistula.
Indeks 2. Poboljsanje: regeneracija kostiju izmedu 50% i 90%, odsustvo bola, otoka ili fistula.

Indeks 3. Neuspeh: regeneracija kostiju manja od 50%, prisustvo klini¢kih simptoma.

3.3. Eksperimentalna studija

3.3.1. Priprema ekstrakta (kondicioniranog medijuma) amalgama i Biodentina

Od sveze napravljenog amalgama odnosno Biodentina iz svake kapsule napravljeni su diskovi
pribliznog dijametra oko 10 mm, u sterilnim uslovima. Od ovih uzoraka je pripreman ekstrakt
(kondicionirani medijum-KM) prema uputstvu 1SO-10993-12 (204) na taj nacin $to Su uzorci
materijala kultivisani u sterilnom bazalnom medijumu za kulturu MSC ili sa RPMI medijumom
(za ostale celije) u epruvetama u inkubatoru na 37 °C. KM je pripreman od sveze napravljenih
materijala (neposredno nakon polimerizacije ili posle 24 ¢asa drzanja u termostatu na 37 °C) kao i
od materijala posle 14 dana od pripreme, kada je na osnovu literaturnih podataka proces
otvrdnjavanja Biodentina potpun. Do otvrdnjavanja, uzorci materijala su drzani na sobnoj
temperaturi pod sterilnim uslovima. Odnos mase materijala u odnosu na zapreminu medijuma je
iznosio je 0.2 g/mL prema direktivi ISO-10993-12 (204). Kondicioniranje je trajalo 24 sata ili 3
dana. Nakon kondicioniranja medijumi su sakupljeni. U KM Biodentina (B-KM) doslo je do
oslobadanja mikrocestica i povecanje pH vrednosti u opsegu 11.5-12, za razliku od KM amalgama
gde pH nije bio promenjen (pH 7.4). Takode, ni makroskopskim ni mikroskopski ispitivanjem KM
nisu pokazane cestice amalgama. Baznost B-KM je podesena do pH 7.4 pomoc¢u HCI pre
koriS¢enja U bioloskim esejima. Do upotrebe drzan je kao sterilna suspenzija (Biodentin), odnosno
sterilan rastvor (amalgam) u frizideru na +4 °C.

3.3.2. L929 ¢Celije

1929 éelije su koris¢ene za citotoksi¢ni test prema preporuci 1SO-10993-5 (162). Celije su

ey

(IM1) VMA, a dobijeni su iz ADCC, Rockville, MA, SAD.

3.3.3. lzolacija éelija iz periapeksnih lezija

Celije su izolovane iz PL nakon apikotomije ili ekstrakcije zuba. Posle ekstrakcije PL su odmah
odmah prenete u bocice sa medijumom za kuturu (RPMI medijum sa dodatkom 10% fetalnog
teleceg seruma-FCS i koktela antibiotika i antimikotika). Medijum i serum su komercijalno
nabavljeni od PA Laboratories, Be¢, Austrija, a antibiotici (penicilin, streptomicin i gentamicin) i
antimikotik (amfotericin B) su dobijeni od Sigma-Aldrich, Minhen, Nemacka. Materijal je potom
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odmah transportovan u laboratoriju IMI. Izolacija ¢elija iz lezija je vrSena pomoc¢u koktela enzima
kolagenaze i DNA-aze. Ukratko, tkivo PL je stavljeno u Petrijevu Solju, iseckano skalpelom na
komade veli¢ine 2-3 cm?, a zatim je dodato 5 mL RPMI 1640 medijuma sa 0.05 % kolagenazom
tipa IV (Sigma) i 0.02 % DNA-zom (Sigma). Tkivo je zatim inkubirano u termostatu na 37°C u
toku 20 minuta. Oslobodene ¢elije iz tkiva su sakupljene, a iz razmeksalog tkiva su dodatno
izolovane ¢elije laganim pritiskom umetka plasticnog Sprica preko mrezice od nerdajuceg celika.
Sve sakupljene ¢elije su profiltrirane, a zatim isprane u RPMI 1640 medijumu centrifugiranjem
(400 g, 7 minuta). Eritrociti su uklonjeni pomo¢u komercijalnog rastvora za lizu eritrocita. Posle
ponovnog dvostrukog centrifugiranja, odredena je vijabilnost ¢elija pomocu 1% rastvora Tripan
plavog i ona je po pravilu bila veca od 92 %. Od svakog pojedinacnog uzorka ukupnih
inflamacijskih ¢elija (PL ¢elije) napravljeni su citospin preparati, pomocu citocentrifuge (Shandon
tip 4). Citospin preparati su bojeni sa May-Griinwald-Giemsa-om i analizirani pomocu svetlosne
mikroskopije. Celije su koris¢ene za: proudavanje citotoksi¢nosti KM amalgama i Biodentina i
ispitivanje produkcije citokina u kulturi pod uticajem ovih KM.

3.3.4. Uspostavljanje kultura mezenhimskih stromalnih mati¢nih éelija iz periapeksnih
lezija

Kultura MSC je uspostavljena dugotrajnom kultivacijom celija iz PL u prisustvu selektivnog
komercijalnog medijuma za MSC. Izolacija ¢elija se odvijala u nekoliko koraka. U prvoj fazi tkivo
PL je drzano 2 sata na sobnoj temperaturi u aMEM medijumu (Sigma) sa dodatkom antibiotika
(1% penicilina, gentamicina i streptomicina) i amfotericina B. Tkivo PL je zatim preneto u Petri
Solju, iseckano skalpelom na manje komadi¢e a zatim tretirano tokom 30 minuta rastvorom
kolagenaze tip I (1 mg/mL; Sigma) i DNAze (25 mg/mL; Sigma) u medijumu (eMEM; Sigma) u
inkubatoru sa vlaznom atmosferom na temperaturi od 37 °C i pri koncentraciji CO. od 5%.
Dobijena suspenzija celija je isprana u aMEM centrifugiranjem, nakon cega je 8000 celija
zasadeno po 1 cm? u plastiéne ploce za éelijske culture sa 6 bazena mesta (9.5 cm? u 2 mL)
bazalnog oMEM medijuma sa dodatkom 10% FCS, gore navedenih antibiotika i 0.1uM L-
askorbat-2-fosfata. Posle 3 dana inkubacije u tremostatu na 37 °C i 5% CO> neadherentne celije su
uklonjene pri promeni medijuma za Kkultivaciju, a nastavljena je kultivacija adherentnih ¢elija
fibroblastnog izgleda. Nakon dostizanja konfluentnosti od 70% povrsine bazena za koje je najéesce
potrebno 7-10 dana, ¢elije su odlepljivane od povrsine ploce pomocu 0.25% rastvora tripsina
(Sigma) i 0.02% NaEDTA u fosfatnom puferu (PBS). Prekid tripsinizacije je vrsen dodatkom 1%
rastvora FCS u PBS-u. Posle ispiranja centrifugiranjem, adherentne celije ¢elije su dalje
propagirane u bocicama za kulturu u istom medijumu po istom modelu. Posle 4 pasaze ¢elije su
koriS¢ene za fenotipsku i funkcionalnu analizu i ispitivanje klonogenog potencijala. Ukupno su
uspostavljene 3 linije od 3 razli¢ite asimptomatske PL.

3.3.5. Sposobnost formiranja kolonija MSC - CFU-F test

MSC su kultivisane u malom broju: 25, 50, 100 i 250 éelija po bazenu plode sa Sest mesta (9.5 cm?
u 2 mL medijuma. Celije su kultivisane tokom 14 dana pri ¢emu je dva puta nedeljno medijum
zamenjivan svezim medijumom. Nakon ovog perioda, kulture su isprane PBS-om, osuSene na
vazduhu, a zatim obojene May-Grunwald-Giemsa metodom. Preko adherentnih ¢elija stavljano je
predmetno stakalce koje je fiksirano Kanada balzamom. Ovako obojene kulture posmatrane su na
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svetlosnom mikroskopu. CFU-F, definisane kao grupe od najmanje 50 ¢elija, su izbrojane a
procenat celija koji ima sposobnost formiranja kolonija izracunat je kao (broj kolonija / broj
zasadenih ¢elija) x 100.

3.3.6. Fenotipska analiza MSC

Nakon 4 pasaze MSC su prvo isprane u PBS-u sa dodatkom 2% FCS i 0.1% Na-azida a nakon
toga inkubirane u PBS/FCS/Na-azidu sa dodatkom primarnog antitela konjugovanih fluorescein-
izotiocijanatom (FITC), fikoeritrinom (PE), PerCP ili APC u razblazenju koje je savetovano od
strane proizvodaca tokom 45 minuta na temperaturi od 4 °C. Kori$¢ena su slede¢a monoklonska
anitela nabavljena komercijalno od kompanije Serotec, Oxford, V. Britanija: anti-CD146- PE, anti-
CD90-FITC, anti-CD105-PE, anti-CD166-FITC, anti-CD39- PerCP i -PE kao i anti-CD56-FITC.
Anti-CD73-FITC antitelo je dobijeno od kompanije R&D Systems, Mineapolis, SAD a anti-
STRO-1-FITC i anti-SSEA4-PE od Millipore/Chemicon, Billerica, MA, SAD. Anti-CD45- PerCP,
anti-CD34-APC, anti-CD14-FITC, anti-CD3-PE i anti-CD19-FITC su kupljeni od kompanije
Biolegend, San Diego, CA, SAD. Posle inkubacije sa antitelima ¢elije su isprane u PBS/Na-azidu
i analizirane na proto¢nom citofluorimetru (CellFlow CUBE6, PARTEC, Nemacka). Rezultati su
prikazani kao % pozitivnih ¢elija i kao srednji intenzitet fluorescence nakon analize bar 5000 ¢elija
po uzorku. Snimljeni softverski podaci sa rezultatima su obradeni pomoc¢u FCS Express 6 RUO
Edition (6.00.0053) programskog softvera.

3.3.7. Diferencijacija MSC iz periapeksnih lezija

Diferencijacija MSC u osteoblaste je indukovana kultivacijom ¢elija u medijumu za osteoblastnu
diferencijaciju (Lonza, Basel, Svajcarska) u toku 21 dana u plo¢ama sa 6 bazena. Celije su najpe
kultivisane dva dana u bazalnom «MEM medijumu do dostizanja konfluentnosti od oko 70%.
Nakon toga medijum je zamenjen komercijanim medijumom za osteoblastnu diferencijaciju
(Lonza), a kultivacija je trajala narednih 21 dan. Medijum je zamenjivan svaka 4 dana svezim
medijumom. Posle inkubacionog perioda kulture su isprane i obojene sa Alizarin crvenim u cilju
identifikacije mineralizovanih jezgara. Diferencijacija MSC u adipocite je vrSena kultivacijom
MSC u adipogenom medijumu (Lonza) po istom modelu kao i za osteogenu diferencijaciju s tim
Sto je kultivacija trajala 14 dana. Identifikacija adipocita je vrSena bojenjem sa Oil crvenim. Za
hondrogenu diferencijaciju celije su iscentrifugirane u polipropilenskim epruvetama, supernatant
je odliven, a na pelet je dodat komercijalni hondrogeni medijum, takode kupljen od kompanije
Lonza. Celije su kultivisane 4 nedelje uz promenu medijuma dva puta nedeljno. Posle perioda
diferencijacije celijski pelet je ukalupljen u medijum za smrzavanje (embedding medium,
BioOptica, Milano, Italija) i zamrznut u te¢nom azotu. Za potrebe analize na svetlosnom
mikroskopu, uzorci debljine od 7 um su iseceni na kriotomu (Leica Cryocut 1850) i obojeni
rastvorom Alcian plavog koji boji glikozaminoglikane, sastojak ekstracelijskog matriksa koji
produkuju hondroblasti. Sve boje su dobijene ljubaznosc¢u kolega sa Instituta za patologiju VMA.
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3.3.8. Testovi citotoksi¢nosti

Citotoksi¢nost je procenjivana prema uputstvima vazeceg standarda 1SO-10993-5: 2009 (205),
osnovnog testa biokompatibilnosti za medicinska sredstva u postupku njihove registracije.
Varijable koje su merene su procena vijabilnosti i metabolicka aktivnost ¢elija (L929 Celija, ¢elija
ekstrahovanih iz PL i PL-MSC). Vijabilnost je procenjivana na osnovu analize procenta
nekroti¢nih Celija u kulturi koje su detektovane pomocu 1% rastvora Tripan plavog. Metaboli¢ka
aktivnost je odredivana pomocu MTT (3-(4,5-dimethythiazol2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) testa, koji meri aktivnost enzima sukcinat dehidrogeneze u mitohondrijama vijabilnih
¢elija. U ovom kolorimetrijskom testu intenzitet bojene reakcije direktno proporcionalan broju
vijabilnih ¢elija a o¢itava se na ELISA ¢itacu. Bojena reakcija potice od formazana koji se formira
dejstvom sukcinat dehidrogenaze iz mitohondrija na MTT supstrat.

Postupak je detaljno propisan gore navedenim ISO standardom. Ukratko, PL ¢elije, su kultivisane
u plo¢ama od 96 bazena u (1x10%bazenu), u kompletnom svezem RPMI mediumu, ili u medijumu
sa razli¢itim razblaZzenjima KM Biodentina, KM amalgama ili KM kontrolnog polistirenskog
materijala. L929 ¢elije i MSC Celije su postavljene na identi¢an nacin u plo¢e ali u manjem broju
(1-2x10%*bazenu, u zavisnosti od duzine inkubacije) i kultivisane u odgovaraju¢im medijumima
(RPMI 1640 medijum sa dodatkom 10% FCS za L929 ¢elije odnosno bazalnom aMEM medijumu
sa dodatkom 10% FCS za MSC), preko no¢i radi primarne adherence ¢elija Narednog dana,
medijumi su zamenjeni odgovaraju¢im svezim kontrolnim medijumima ili medijumima sa
razli¢itim razblazenjima KM materijala. Kulture sa PL ¢elijama su kultivisane 24 ¢asa, a kulture
sa L929 celijama i MSC su zavisno od eksperimenta kultivisane 24 ¢asa, 3 dana ili 7 dana. Po
zavrSetku inkubacije, ploc¢e sa kulturama su iscentrifugirane, nakon ¢ega je medijum pazljivo
pokupljen pipetiranjem. U bazene ploca je zatim dodato po 100 ul rastvora MTT (Sigma), finalna
koncentracija (100 pg/ml). Bazeni sa MTT bez ¢elija su sluzili kao slepa proba (,,blank” kontrola).
Plo¢e su zatim inkubirane 4 c¢asa u inkubatoru na 37°C. Stvoreni formazan tokom ovog
inkubacionog perioda je rastvoren pomoc¢u 0.1N HCI / 10% SDS (sodium dodecy! sulphate,
Sigma) (100ul/bazenu) preko noci. Nakon toga, opti¢ka gustina (OD) razvijene boje je odredena
na ELISA citacu (Behring Il) na talasnoj duzini 570/650 nm. Rezultati su izrazavani kao relativna
metaboli¢ka aktivnost u odnosu na metabolicku aktivnost kontrolnih kultura koja je uzeta kao
100% vrednost.

3.3.9. Test apoptoze i nekroze

Apoptoza PL ¢elija je odredivana pomoc¢u Annexin-V FITC/propidijum jodida (P1) kompleta (BD
Bioscience, San Jose, CA, SAD) i protoc¢ne citometrije a prema uputstvu proizvodac¢a. U ovom
testu PL celije su kultivisane 24 ¢asa po istom modelu kao i kod MTT eseja. Nakon toga su
pokupljene snaznijim pipetiranjem uz kontrolu pod invertnim mikroskopom radi provere da li su
pokupljene sve adherentne celije. Posto su sakupljene, ¢elije su isprane u Ca-vezujuc¢em puferu i
obojene sa Annexin-V FITC/PI. Ovaj esej se bazira na primeni dvokomponentnog sistema Kkoji
ima dva odvojena signala fluorescence. Annexin-V FITC se veze za membranu apoptotskih ¢elija
koje ispoljavaju fosfatidil serin na spoljasnjoj membrani ¢elije. Pl boji jedra kada je celijska
membrana permeabilna (primarna nekroza ili sekundarna nekroza kod odmaklog stadijuma
apoptoze). Ovi parametri celijske smrti su analizirani na citofluorimetru CellFlow CUBES,
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(PARTEC), a dobijeni digitalni podaci su obradeni pomo¢u FCS Express 6 RUO Edition
(6.00.0053) programskog softvera. Annexin-V-FITC" ¢elije su primarno apoptotske ¢elije (rana
faza apoptoze), PI* cells su primarno nekroti¢ne ¢elije dok su dvostruko pozitivne (Annexin-V-
FITC" PI") ¢elije u kasnom stadijumu apoptoze kod kojih je nastala sekundarna nekroza.

3.3.10. Metode za detekciju citokina

Za detekciju citokina u supernatantima kultura ¢elija izolovanih iz periapeksnih lezija (IL-23,
RANKL i1 OPG) koris¢eni su komercijalni ELISA kompleti (nabavljeni od kompanije Abcam,
Cambridge, V. Britanija) u kojima su za polistirenske ploce vezana odgovarajuca anti-citokinska
antitela. Postupak analize je bio prilagoden prema uputstvu proizvodaca, pri cemu su koncentracije
citokina izraCunate na osnovu standardnih krivih koje su konstruisane na osnovu poznatih
opadajuc¢ih koncentracija citokina. Za detekciju najveceg broja ispitivanih citokina (IL-1p, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17A, IFN-Y, MCP-1 and TNF-a) je koris¢ena metoda sa
imunokuglicama i proto¢na citometrija pomo¢u kompleta (Flow Cytomix Microbeads Assay
kupljen od kompanije Biolegend). Princip metode se sastoji u inkubaciji mikrokuglica razli¢itih
veli¢ina oblozenih anti-citokinskim antitelima i razli¢itim flurohromima, sa supernatantima PL
¢elijskih kultura, ¢ime je omogucena simultana detekcije gore navedenih citokina iz vrlo malog
volumena (50 ul) uzorka. Svi postupci detekcije su sprovedeni prema uputstvu proizvodaca a
analiza je uradena na proto¢nom citofluorometru (CUBE6, PARTEC). Koncentracija citokina je
odredena na osnovu softverskog programa uz pomo¢ poznatih koncentracija citokina u standardu.

3.3.11. Modulacijski efekat Biodentina i amalgama na osteoblastnu diferencijaciju MSC

Efekat Biodentina i amalgama na osteoblastnu diferencijaciju MSC je procenjivan indirektno
testiranjem KM ovih materijala. Koris¢ene su 30% i 10% KM, sakupljenih kondicioniranjem
materijala 24 ¢asa od polimerizacije u toku 72 ¢asa. Ove koncentracije KM nisu bile citotoksi¢ne
a u proliferativnom eseju B-KM su pokazivale stimulaciju rasta MSC u bazalnom medijumu.
Negativnu kontrolu su ¢inile PL-MSC kulture bez KM. Kao pozitivna kontrola koris¢ene su
kulture MSC u kompletnom osteogenom diferencijacionom medijumu.

U drugom eksperimentu gore navedene koncentracije KM su dodavane u bazalni medijum (eMEM
+10%FCS) obogacenim sa 30% komercijalnog osteogenog medijuma a koji je oznacen kao
suboptimalni osteogeni medijum (SOM). Efekat KM materijala na osteogenu diferencijaciju PL-
MSC u ovom eksperimentu je procenjivan u odnosu na osteogenu diferencijaciju celija
kultivisanih u SOM bez KM. Proces osteogene indukcije je trajao 21 dan. PL-MSC, konfluentnosti
oko 70%, su kultivisane u plasticnim plo¢ama sa 6 bazena a medijum je zamenjivan svezim
medijumom sa ili bez dodataka KM dva puta nedeljno. Prilikom zamene medijuma celije su
isprane pazljivo od zaostalih mikrocestica Biodentina. Radi odrzavanja identi¢nih
eksperimentalnih uslova isti postupak ispiranja je sprovoden i u kulturama sa amalgamom odnosno
kod kontrolnih kultura. Na kraju kultivacionog perioda PL-MSC su obojene Alizarin crvenim, radi
analize mineralizacije kako je ranije opisano. Kulture su fotografisane pod invertnim
mikroskopom (Olympus) za koga je povezana adekvatna kamera.
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Stepenovanje mineralizacije je vrSeno semikvantitativno na uvecanju 10x a na osnovu sledecih
kriterijuma:

Indeks 0: nema vidljive pozitivnosti;

Indeks 1: Blaga prebojenost pojedinih ¢elija i prisustvo 1 do 2 manja mineralizovana jezgra
obojenih ruzicasto-crveno bar na jednom od 10 analiziranih vidnih polja;

Indeks 2: Blaga prebojenost pojedinih ¢elija i prisustvo do 5 manjih i srednje velikih
mineralizovana jezgara obojenih ruzi¢asto-crveno bar na dva od 10 analiziranih vidnih polja;

Indeks 3: Prisustvo do 10 mineralizovana jezgara razli¢itih veli¢ina obojenih ruzi¢asto-crveno bar
na 5 od 10 analiziranih vidnih polja;

Indeks 4: Prisustvo mineralizovana jezgara svih veli¢ina, nekih i slivenih obojenih ruzi¢asto-
crveno na svih 10 analiziranih vidnih polja.

3.3.12. Odredivanje genske ekspresije pomocu lan¢anog umnoZavanja DNK u realnom
vremenu (Real-time PCR)

U cilju odredivanja ekspresije gena uklju¢enih u osteoblastnu diferencijaciju i proliferaciju MSC
koriS¢ena je metoda Real-time PCR. Genska ekspresija je odredivana u setu paralelnih kultura
MSC kako je gore opisano. Celije su sakupljene posle 7 dana (rana faza osteoblastogeneze) i 16.
dana (kasna faza osteoblastogeneze). 1z ¢elijskog peleta, koji je sakupljen centrifugiranjem MSC,
izolovana je ukupna RNK pomoc¢u RNAeasy Mini Kit (Qiagen). Komplementarna DNK je
sintetisana pomoc¢u komercijalnog kompleta za reverznu transkripcionu reakciju prema uputstvu
proizvodaca (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; Thermo Fisher Scientific). gPCR
od cDNA je dobijen pomo¢u SYBR™ Green PCR Master Mix (2x, Thermo Fisher Scientific),
para prajmera specifi¢nih za svaki od ispitivanih gena a koji su sintetisani od strane Microsynth,
Balagach, Svakcarska i prikazani u donjoj tabeli). Ceo postupak je obavljen na 7500 real-time PCR
sistemu (Applied Biosystems, Waltham, MA, SAD). qPCR reakcija je zapoceta pocetnom
denaturacijom u trajanju od 10 min na 95°C, pracena ciklusom koji se sastojao od koraka
denaturacije DNK lanaca 15 s na 95°C i koraka vezivanja prajmera i elongacije lanaca od 1 min
na 60°C. Ciklus je ponovjlen 40 puta. Nivo ekspresije ispitivanog gena standardizovan je u odnosu
na ekspresiju gena za B-aktin (kontrolni gen) detektovanog u istom uzorku i iskazan kao 2-dCt,
gde je dCt razlika izmedu Ct vrednosti gena od interesa i gena za B-aktin. Relativna ekspresija
gena od interesa je kasnije normalizovana kao relativno povecanje ili smanjenje (engl. fold change)
u odnosu na ekspresiju datog gena u odgovarajucoj kontroli (indeks 1). Na primer ako je ekspresija
nekog gena pod odgovaraju¢im eksperimentalnim uslovima iznosila 2.5 to znaci da je njegova
ekspresija 2.5 puta vec¢a u odnosu na normalizovanu vrednost u kontroli koja je uvek oznacena
indeksom 1.
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Tabela 1. Lista seta prajmera i njihove sekvence kori$¢enih u testovima genske ekspresije

Sekvenca seta prajmera 5-3:

WNT2 TTCCAGAGCTAACTCGTGCC
ACTGGGCTTGAAGGGTGATG

COL1AL TCGGAGGAGAGTCAGGAAGG
AACAGAACAGTCTCTCCCGC

BMP-2 GGGGTGGGGGAAAGGTAATG
TCGGGTTATCCAGGTTTTGCT

RUNX2 GCGGTGCAAACTTTCTCCAG
TCACTGTGCTGAAGAGGCTG

Sp7 TGCTTGAGGAGGAAGTTCAC
AGGTCACTGCCCACAGAGTA

BGLAP GACTGTGACGAGTTGGCTGA
CACATCCATAGGGCTGGGAG

TGF-pI GGACACCAACTATTGCTTCAGCTCC
AGGCTCCAAATGTAGGGGCAGGGCC

FGE 2 GGGTGCCAGATTAGCGGAC
GTTCACGGATGGGTGTCTCC

ALP GGGCATTGTGACTACCACTC
AGTCAGGTTGTTCCGATTCA

3.3.13. Testovi proliferacije

Test proliferacije L929 ¢elija i MSC pod uticajem razlic¢itih koncentracija KM pripremljenih od
svezeg i otvrdnutog amalgama i Biodentina je primarno raden pomoc¢u MTT testa kako je opisano
kod citotoksi¢nosti. Dodatni test je bio baziran na ugradnji *H-timidina. U ovom eseju L929 i MSC
su kultivisane u polistirenskim plocama od 96 bazena u triplikatima u prisustvu razlicitih
razblazenja KM u toku 3 dana. Stepen proliferacije je procenjivan na osnovu metaboli¢ke
aktivnosti kultura (kod MTT) ili koli¢ine ugradenog 3H-timidina (Amersham, V. Britanija,
1uCi/ml culture) u poredenju sa kontrolom (proliferacija ¢elija u kontrolnom medijumu). Ugradnja
radioaktivnog timidina, koji je dodavan u kulture u poslednjih 8 ¢asova kultivacije je merena
standardnim postupkom pomocu scintilacionog 3 brojaca (RAGBETA, Turku, Finska). Rezultati
Su izrazavani kao broj raspada u minuti (engl. count per min-cpm).
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3.4. Statisticka obrada podataka

Od metoda deskriptivne statistike su primenjene standardne mere centralne tendencije i
varijabiliteta, a procena normalnosti distribucije je vrsena pomo¢u Kolmogorov Smirnov i Shapiro
Wilk testom.). U slu¢aju normalne raspodele koris¢en je Studentov T test (Student’s t-Test) i
jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Bonferonijevom korekcijom za analizu razlika
izmedu grupa. Kada je raspodela odstupala od normalne, koris¢en je Kraskal-Volisov test
(Kruskal-Wallis Test), a za medugrupnu analizu Man Vitnijev U test (Mann Whitney U Test).
Korelacija izmedu merenih parametara odredivana je pomoc¢u Spirmanovog koeficijenta korelacije
(Spearman’s rank correlation coefficient). Hi-kvadrat test (y 2 , Chi-square Test) je koris¢en za
poredenje razlika izmedu Kategorijskih wvarijabli. Svi podaci su obradeni u statistiCkim
programima: SPSS v 21 i GraphPad Prism v 5. Grani¢na vrednost statisticke znacajnosti je
definisana na nivou p < 0.05.
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4. REZULTATI

4.1. Klinicka studija

4.1.1. Demografski podaci

Klinic¢ka studija za procenu efikasnosti Biodentina u endodontskoj hirurgiji indikovanoj u cilju
lecenja PL je dizajnirana po modelu prospektivne randomizovane klinicke studije koja je detaljno
opisana u poglavlju Materijal i metode. Pacijenti sa PL tretiranih retrogradnom opturacijom kanala
korena Biodentinom su ¢inili eksperimentalnu grupu, dok su pacijenti tretirani na isti nacin
amalgamom ¢inili kontrolnu grupu. Na osnovu odredene veli¢ine uzorka matematickim putem u
studiju je inicijalno ukljuc¢eno 60 PL (po 30 u obe grupe), ali je dodatnom korekcijom kriterijuma
za ukljucenje hirurski obradeno 29 PL sa Biodentinom i 28 uzoraka sa amalgamom. Zbog rane
pojave komplikacija, pra¢ene znacima infekcije, jedan pacijent sa jednom PL iz eksperimentalne
grupe je iskljucen iz studije neposredno nakon operativhog zahvata, dok je jedan pacijent sa
jednom PL iz ove grupe iskljucen posle tri meseca zbog uzduzne frakture korena zuba i zbog ¢ega
je zub ekstrahovan. Iz studije je takode iskljucen jedan pacijent, sa jednom PL, zbog ranih
infektivnih komplikacija. Dva pacijenta sa ukupno 3 PL tretirane Biodentinom i dva pacijenta sa
ukupno dve PL tretirane amalgamom nisu dosli na zakazani kontrolni pregled posle 6 meseci kada
je trebalo da se izvrsi procena efikasnosti lecenja.

U tabeli 2 su prikazani podaci o ispitanicima i broju PL kao i demografske karakteristike ispitanika
koji su usli u finalnu klini¢ku evaluaciju. Ukupan broj ispitanika je bio 35, od kojih je njih 16 bilo
u eksperimentalnoj grupi a 19 u kontrolnoj grupi. Ukupan broj PL je bio 24 u eksperimentalnoj
grupi a 25 u kontrolnoj grupi. Od ukupnog broja ispitanika njih 17 (48.6%) je bilo muskog pola a
18 (51.4%) zenskog pola. Raspodela ispitanika prema polu u zavisnosti od osnovnih grupa je bila
slede¢a. U grupi sa Biodentinom je bilo 7 (43.7%) ispitanika muskog pola a 9 (56.3%) ispitanica
zenskog pola. U grupi sa amalgamom je bilo 10 (52.6%) ispitanika muskog pola i 9 (47.4%)
ispitanica zenskog pola. Kada se analizira broj PL u obe grupe, razvrstanih prema polu ispitanika,
raspodela je bila sledeca. U grupi sa Biodentinom je bilo 9 (37.5%) PL kod ispitanika muskog pola
a 15 (62.5%) PL kod ispitanica Zenskog pola. U grupi sa amalgamom je bilo 14 (56.0%) PL kod
ispitanika muskog pola i 11 (44.0%) PL kod ispitanica zenskog pola. Statistickom obradom
podataka nije nadena razlika izmedu polova u njihovoj zastupljenosti po grupama, niti je nadena
razlika u zastupljenosti PL u odnosu na tretman, koja je bila statisticki znacajna.

Starost ispitanika je bila u rasponu od 35 do 68 godina, samo jedan pacijent je imao 85 godina.
Srednja vrednost zivotne dobi muskaraca + standardna devijacija (SD) je bila 49.2 + 13.5, od toga
u grupi sa Biodentinom je iznosila 48.4 + 16.5 a u grupi sa amalgamom je iznosila 50.1 £ 9.8.
Prosecna zivotna dob Zena je bila 46.2 + 6.8, od toga u grupi sa Biodentinom je iznosila 47.4 + 8.7
a u grupi sa amalgamom 45.0 £ 5.0. Takode nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu
eksperimentalne i kontrolne grupe u pogledu zivotne dobi u odnosu na sve ispitanike, niti razlike
po zivotnoj dobi analizirane prema polnoj zastupljenosti ispitanika (Tabela 2).
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Tabela 2. Demografske karakteristike ispitanika podvrgnutih apikotomiji i retrogradnom punjenju
korena kanala

Parametri Biodentin Amalgam Ukupno
Pol N°(%) |N° PL[N°(%) [N° PL|N°(%) |[N° PL
(%) (%) (%)
M 7(43.7) | 9(37.5) |10 (52.6) | 14 (56.0) | 17 (48.6) | 23 (49.9)
7 9(56.3) |15 (62.5) | 9 (47.4) |11 (44.0) | 18 (51.4) | 26 (50.1)
Ukupno | 16 (100) | 24 (100) | 19 (100) | 25 (100) | 35 (100) | 49 (100)
Zivotna dob Sred.vred + SD Sred.vred + SD Sred.vred + SD
M 48.4 +16.5 50.1+9.38 49.2 +13.5
Z 474 8.7 450+5.0 46.2+6.8

M - muskarci; Z - Zzene ; PL - periapeksne lezije

4.1.2. Karakteristike periapeksnih lezija le€enih hirurS§kim putem uz primenu materijala
za retrogradnu opturaciju kanala korena

U tabeli 3 su prikazane karakteristike PL, razvrstane u odnosu na nekoliko najvaznijih parametara.
U odnosu na veli¢inu PL su podeljene na vece (srednji pre¢nik jednak i ve¢i od 5 mm) i manje PL
(srednji pre¢nik manji od 5 mm). Predominirale su vece lezije, tako da je od ukupno 49, njih 34
(69.4%) pripadalo ovoj grupi dok je u grupu manjih lezija svrstano 13 (30.6%) PL. Lezije su skoro
podjednako bile rasporedene po veli¢ini u odnosu na grupe ispitanika. U grupi sa Biodentinom
bilo 18 (75%) vecih a 6 (25%) manjih a u grupi sa amalgamom bilo je 16 (64.0%) vecih i 7 (36.0%)
manjih PL. Izmedu grupa nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u pogledu veli¢ine lezija.

Kada je u pitanju tip korena zuba, predominirali su jednokoreni zubi. Samo kod ukupno 7 od 49
PL, patoloski procesi su bili na dvokorenim gornjim premolarima. Lezije su takode bile uniformno
rasporedene izmedu grupa u odnosu na tip korena (Tabela 3).

Najveci broj PL je bio pra¢en simptomatologijom, najcesé¢e bolom u predelu zuba zahvacenim
patoloskim procesom uz najcesce jasne radiografske karakteristike lezija. Takvih je ukupno bilo
38 PL. Preostalih 11 PL su bile bez simptoma i po pravilu su otkrivene slu¢ajno nakon rendgenskog
snimanja zuba zbog drugih indikacija. Raspodela PL prema prisutnim simptomima pre hirurskog
lecenja po grupama je takode bila priblizno ista, tako da nije postojala statisticki znacajna razlika.
U grupi sa Biodentinom 20 (83.3%) PL je bilo pra¢eno simptomatlogijom a u grupi sa amalgamom
je bilo 18 (72.0%) takvih lezija (Tabela 3).

Vecina PL (85.7%) je ranije lecena konvencionalnom endodontskom terapijom sa ili bez

reintervencije. Raspodela ranije tretiranih ili ne tretiranih PL po grupama je takode bila sli¢na tako
da i na osnovu ovog parametra nije nadena statisticki znacajna razlika (Tabela 3).
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Na osnovu ovih parametara moze se zakljuciti da je raspodela PL prema najznacajnijim klini¢kim
parametrima i demografskim karakteristikama bila uniformna izmedu eksperimentalne i kontrolne
grupe nasih ispitanika, ¢ime su se stekli adekvatni uslovi za procenu efikasnosti sprovedene
terapije.

Tabela 3. Karakteristike periapeksnih lezija tretiranih hirurski uz primenu materijala za
retrogradno punjenje kanala korena zuba

Parametri Biodentin Amalgam Sve PL
Veli¢ina PL N°PL | (%) NOPL  |(%) N°PL | (%)
Veée 18 (75.0) |16 (64.0) |34 (69.4)
Manje |6 (25.0) |7 (36.0) |13 (30.6)
Ukupno |24 (100) |25 (100) |49 (100)
Tip korena 1. koren |21 (87.5) 21 (84.0) 42 (85.7)
2. korena |3 (12.5) |4 (16.0) |7 (14.3)
Ukupno |24 (100) |25 (100) |49 (100)
Prisustvo DA 20 (83.3) |18 (72.0) |38 (77.6)
simptoma NE 4 (16.7) |7 (28.0) |11 (22.4)
Ukupno |24 (100) |25 (100) |49 (100)
Preth.endodont. |DA 19 (79.2) |23 (92.0) |42 (85.7)
tretman NE 5 208) |2 80) |7 (14.3)
Ukupno |24 (100) |25 (100) |49 (100)

4.1.3. Poredenje efikasnosti Biodentina i amalgama u hirurskom le¢enju periapeksnih lezija.

Klju¢ni cilj ovog klini¢kog istrazivanja je bilo testiranje pretpostavke da je Biodentin efikasniji u
zarastanju PL nakon hirurskog lecenja i retrogradne opturacije kanala korena zuba. Kao sto je ve¢
istaknuto, studija je adekvatno sprovedena kako je ranije opisano i posle perioda od 6 meseci
evalirani su radiografski i klini¢ki parametri zarastanja, odnosno uspesnost terapije. Rezultati
ispitivanja su prikazani u Tabeli 4.

Na osnovu radiografskih kriterijuma u grupi sa Biodentinom identifikovano je 18 od ukupno 24
PL koje su oznacene indeksom 1 (kompletno zarastanje) sto je ¢inilo 75% svih PL iz ove grupe.
Sa druge strane procenat PL oznacenih kao kompletno zarastanje je bio manji u kontrolnoj grupi
saamalgamom i iznosio je 44% (11 PL od 25 PL). Nekompletno zarastanje u grupi sa Biodentinom
je nadeno u 20.1% PL (5 od 24 PL) a neizvesno u 4.2% PL (1PL). U grupi sa amalgamom
nekompletno zarastanje je bilo u 52% PL (13 od 25 PL) a neizvesno u 1PL (4.0%). Razlike izmedu
grupa su bile statisticki znac¢ajne na nivou p<0.05. Potpuno identi¢ni rezultati su dobijeni kada su
primenjeni objedinjeni radiografski i klinicki parametri. Medutim, kada je procena terapije vrsena
dominantno u odnosu na klinicke parametre, uspeh u obe grupe je bio bolji. U grupi sa
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Biodentinom potpuni uspeh je zabelezen kod 83.3%, neizvestan uspeh u 12.5% a neuspeh u 4.2%
PL. U grupi sa amalgamom potpuni uspeh je bio kod 64.0%, neizvestan uspeh kod 32.0% a
neuspeh kod 4.0% PL. lako je uspeh u grupi sa Biodentinom bio ve¢i, razlika nije bila statisticki

znacajna.
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Tabela 4. Radiografska i klini¢ka evaluacija ishoda hirurskog lecenja periapeksnih lezija nakon

retrogradnog punjenja kanala korena zuba.

Klini¢ka evaluacija | Indeks Biodentin Amalgam
N (%) N (%)
Radiografski Kompletno zarast. 18* 11
Kriterijumi (indeks 1)
Nekompletno zarast. |5 13
(indeks 2)
Neizvesno zarast. 1 1
(indeks 3)
Klinic¢ki kriterijumi | Potpuni uspeh 20 16
(indeks 1)
Neizvestan uspeh 3 8
(indeks 2)
Neuspeh 1 1
(indeks 3)
Objedinjeni Potpuni uspeh 18* 11
radiograf i klini¢ki | (indeks 1)
Kriterijumi Poboljsanje 5 13
(indeks 2)
Neuspeh 1 1
(indeks 3)

*= p<0.05; znacajnost razlika u uspesnosti leCenja PL izmedu Biodentina i amalgama

Neke od karakteristi¢nih rendgenskih snimaka iz obe grupe su prikazani na slikama 1-4.
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Slika 1. Kolaz radiografskih snimaka pacijenta MD (M), 40 god. Lezija na zubu 15, prosec¢ne
veli¢ine 6.2 mm; Zub prethodno tretiran endodontskim procedurama; Retrogradno punjenje
Biodentinom. Gore-pre hirur§kog tretmana; Dole levo- neposredno posle tretmana; Dole desno- 6
meseci nakon tretmana.

Radiografski nalaz pokazuje kompletno zarastanje sa jasno vidljivom laminom durum (delimi¢no
fragmentisanom) i periodontalnom linijom oko reseciranog vrha korena normalne Sirine.
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Slika 2. Kolaz radiografskih snimaka pacijenta UK (Z), 34 god. Lezija na zubu 34, proseéne
veli¢ine 4.1 mm; Zub prethodno tretiran endodontskim procedurama; Retrogradno punjenje
Biodentinom. Gore-pre hirurskog tretmana; Dole levo- neposredno posle tretmana; Dole desno-6
meseci nakon tretmana.

Radiografski nalaz pokazuje nekompletno zarastanje bez vidljive lamine dure i rasvetljenjem oko
reseciranog vrha korena.
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Slika 3. Kolaz radiografskih snimaka pacijenta MN (M), 42 god. Lezija na zubu 14, prose¢ne
veli¢ine 6,4 mm; Zub nije prethodno tretiran endodontskim procedurama; Retrogradno punjenje
amalgamom. Gore-pre hirur§kog tretmana; Dole levo- neposredno posle tretmana; Dole desno- 6
meseci nakon tretmana.

Radiografski nalaz pokazuje kompletno zarastanje sa vidljivom tankom laminom durom sli¢nih

karakteristika kao i kod susednih zuba i jasno vidljivom periodontalnom linijom oko reseciranog
vrha korena normalne Sirine.
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Slika 4. Kolaz radiografskih snimaka pacijenta UK (Z), 42 god. Lezija na zubu 23, proseéne
veli¢ine 5.5 mm; Zub prethodno tretiran endodontskim procedurama; Retrogradno punjenje
amalgamom. Gore-pre hirur§kog tretmana; Dole levo- neposredno posle tretmana; Dole desno- 6
meseci nakon tretmana.

Radiografski nalaz pokazuje nekompletno zarastanje bez vidljive lamine dure i rasvetljenjem oko
reseciranog vrha korena, asimetri¢nog u odnosu na leziju neposredno nakon hirur§kog tretmana.
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4.1.3. Poredenje efikasnosti Biodentina i amalgama u hirurskom le¢enju periapeksnih lezija
u zavisnosti od veli¢ine lezija

Rezultati ispitivanja efikasnosti Biodentina i amalgama u hirurSkom le¢enju PL u zavisnosti od
velicine lezija su prikazani u Tabeli 5. Na osnovu analize samo radioloskih ili objedinjenih
radiolo8kih i klini¢kih Kriterijuma pokazano je da je kompletno zarastanje/potpuni uspeh u grupi
sa Biodentinom bilo kod 15 ve¢ih PL i 3 manjih PL. Indeksom 2 (nekompletno zarastanje, odnosno
nepotpuni uspeh) je oznac¢eno 3 veéih i 2 manje PL. Indeksom 3 (neizvesno, odnosno neuspesno
leCenje) je okarakterisana samo 1 manja PL.

U grupi sa amalgamom uspesnost lecenja, procenjivanog na osnovu gore navedenih kriterijuma,
indeksom 1 je oznaéeno 4 veéih PL i 7 manjih PL, indeksom 2 je oznac¢eno 12 vec¢ih i 1 manja PL.
Indeksom 3 je takode okarakterisana samo 1 manja PL.

Kada je procena vrsena dominantno na osnovu klini¢kih kriterijuma, u grupi sa Biodentinom je
indeksom 1 (potpuni uspeh) ozna¢eno 15 vec¢ih PL i 5 manjih PL, indeksom 2 (neizvestan uspeh)
su oznacene 2 vece i1 1 manja PL, a indeksom 3 (neuspeh) jedna manja PL. U grupi sa amalgamom
potpuni uspeh je zabelezen kod 8 vecih i 8 manjih PL. Nepotpuni uspeh je bio kod 8 ve¢ih PL i
nijedne manje PL a neuspeh je bio takode kod jedne manje PL.

U grupi sa Biodentinom nije nadena statisticki znacajna razlika u pogledu uspeha leéenja izmedu
vec¢ih i manjih PL, definisanog ni po jednom od sva tri ispitivana modaliteta. Medutim, u grupi sa
amalgamom, nadena je statisticki znacajna razlika u efektu lecenja, procenjivanog na sva tri
nacina, tako Sto je manji uspeh zabelezen kod vecih PL. Takode je nadena statisti¢ki znacajna
razlika izmedu Biodentina i amalgama u pogledu boljeg ishoda terapije ve¢ih PL u grupi sa
Biodentinom, kada su efekti terapije procenjivani na osnovu radiografskih i objedinjenih
radiografskih i klinickih pokazatelja. Veca razlika je nadena kada je procenjivana efikasnost u
grupama oznacenih indeksom 1 (p<0.001) u odnosu na grupe oznacene indeksom 2 (p<0.05).
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Tabela 5. Procena efikasnosti apikotomije pracene retrogradnim punjenjem kanala korena zuba u

zavisnosti od velic¢ine lezije

UspesSnost terapije Biodentin Amalgam
Indeksi Vece PL Manje PL |Veée PL (N)| ManjePL
(N) (N) (N)
Radiololoski | Indeks 1 15 e 3 4 7
kriterijumi -, yers 2 3 2 12* 1
Indeks 3 0 1 0 1
Klini¢ki Indeks 1 15 5 8 8
.. .. . |Indeks 2 2 1 8* 0
kriterijumi
Indeks 3 0 1 0 1
Objedinjeni |Indeks 1 150 3 4 7
... |Indeks 2 3e 2 12* 1
kriterijumi
Indeks 3 0 1 0 1

*= p<0.05; znacajnost razlika izmedu veéih i manjih PL u grupi sa amalgamom. = p<0.05,
znacajnost razlika u zastupljenosti PL sa indeksom 2 izmedu Biodentina i amalgama; ¢« = p<0.001,
znacajnost razlika u zastupljenosti PL sa indeksom 1 izmedu Biodentina i amalgama.

Kada je vrSena dalja evaluacija rezultata u odnosu na grupu zuba, inicijalno prisutne ili odsutne
klinicke simptome odnosno da li je ranije radeno ili nije endodontsko lecenje razlike izmedu
eksperimentalne i kontrolne grupe nisu nadene (rezultati nisu prikazani).

Na osnovu sprovedenog istrazivanja se moze zakljuciti da je Biodentin bio efikasniji u hirurSkom

lecenju PL u odnosu na amalgam. U grupi sa amalgamom losiji terapijski ishod je bio kod vecih
PL.
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4.2. Eksperimentalna studija. Deo |: Biokompatibilnost Biodentina i
amalgama in vitro.

4.2.1. Karakterizacija ekstrakta Biodentina i amalgama

Pre zapocinjanja eksperimentalnog istrazivanja bilo je neophodno pripremiti ekstrakt Biodentina i
kontrolnog amalgama (kondicioniranog medijuma-KM) i okarakterisati njihova svojstva.
Kondicioniranje je pripremljeno prema direktivi ISO 10993-12:2009 koja predlaze da odnos mase
materijala u odnosu na zapreminu medijuma za kondicioniranje treba da bude 0.2g/ml. Ovaj
standard preporucuje da kondicioniranje traje najmanje 24 ¢asa a u zavisnosti od vrste materijala
ekstrakcija moze da traje i duze.

U ovom kontekstu mi smo se opredelili da kondicioniranje vrsimo 24 ¢asa i 3 dana. Imajuéi u vidu
specifi¢nosti materijala i njihove do sada poznate osobine, ukljucujuéi i vreme otvrdnjavanja, a
shodno definisanom nau¢nom problemu mi smo se opredelili da koristimo sveze pripremljene i
otvrdnute materijale. Alternativno, kondicioniranje je radeno i 24 ¢asa nakon polimerizacije radi
komparacije sa studijama gde su drugi autori upravo koristili ovakav pristup.

Posle inkubacionog perioda odredena su osnovna svojstva KM.

U ekstraktima Biodentina bio je jasno uocljiv sivo belicasti talog. Mikroskopskom analizom
uocene sU mikrocestice razlicitih veli¢ina, nepravilnih ili pravilnih ovalnih struktura veli¢ine od
oko 3 do 5 mikrona. Takode merenjem pH vrednosti KM pokazan je njegov izrazito bazni karakter.

Za razliku od Biodentina, u KM amalgama nije bilo vidljivih ni makroskopskih ni mikroskopskih
promena i njihov pH je iznosio 7.3-7.4, kao i pH svezeg kontrolnog RPMI medijuma. U cilju
odredivanja stepena razlaganja Biodentina tokom kondicioniranja, ekstrakti su centrifugirani,
supernatanti su odvojeni i dodatno filtrirani kroz filtere od 0.22 mikrona a masa taloga je merena
i preraCunata U odnosu na ukupnu masu materijala pre kondicioniranja. Rezultati su izrazeni u
procentima i mg/ml a prikazani su u Tabeli 6.
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Tabela 6. Stepen degradacije Biodentina u kondicioniranom RPMI medijumu i pH vrednost
ekstrakta

Vrsta materijala pH Vreme % ekstrahovanog | mg/ml ekstrh.
kondicioniranja mateijala materijala

Svezi Biodentin 12.0 |24 Gasa 9.8% 19.6

Svezi Biodentin 120 |3 dana 11.2% 22.4
Biodentin-24¢ 11.5 24 Casa 7.8% 15.6
Biodentin-24¢ 115 |3 dana 9.0% 18.0

Suvi Biodentin 11.0 |24 ¢asa 2.3% 4.6

Suvi Biodentin 115 |3 dana 2.9% 5.8

Svezi Biodentin: Biodentin postavljen na kondicioniranje 10 min nakon pripreme; Biodentin-24
Casa: Biodentin postavljen na kondicioniranje 24 nakon pripreme; Suvi Biodentin: Biodentin
postavljen na kondicioniranje 14 dana nakon pripreme.

4.2.2. Efekat kondicioniranih  medijuma, pripremljenih  ekstrakcijom  svezZe
polimerizovanog Biodentina i amalgama na metaboli¢ku aktivnost L929 éelija

Na osnovu prethodnih rezultata ispitali smo citokompatibilnost KM Biodentina (B-KM) i
amalgama (A-KM). U prvom skriningu uporedivana je metabolicka aktivnost L929 celija u
prisustvu koncentrovanog (100%) i 6 opadajuc¢ih koncentracija (razblaZzenja) KM do koncentracije
od 3.1%.

Na grafikonu 1 su prikazani uporedni efekti B-KM i A-KM pripremljenih od sveze
polimerizovanih materijala koji su kondicionirani 24 ¢asa a metabolicka aktivnost je procenjivana
posle 24 ¢asa, 3 dana i 7 dana od postavljanja kultura. U tabeli 7 su prikazane statisticki znacajne
razlike izmedu odgovarajucih koncentracija B-KM i A-KM.

Grafikon 1A pokazuje da su koncentracije B-KM od 100%, 75% i 50% inhibirale metabolicku
aktivnost L929 ¢elija na dozno zavisan naé¢in (p< 0.005) u svim vremenskim terminima, pri ¢emu
je koncentrovani B-KM doveo do potpune inhibicije MTT aktivnosti. Koncentracije od 25% i
manje nisu imale statisticki znacajnog efekta posle 24 ¢asa, ali je sa produzenjem inkubacije doslo
do statisticki znacajnog povecanja metabolicke aktivnosti. Najveca stimulacijska aktivnost je
zabelezena U kulturama sa 25% i 12.5% B-KM i to 7. dana kultivacije (p< 0.005) u odnosu na
kontrolu. A-KM je u u tri najveée koncentracije takode inhibirao metabolicku aktivnost L929 ¢elija
u sva tri ispitivana vremenska termina (p< 0.005), s tim sto su koncenracije od 100% i 75% imale
manji efekat u odnosu na iste koncentracije B-KM (p< 0.005) (Tabela 7). Pri koncentraciji od 50%
statistiCki znacajna razlika izmedu dva KM je uo¢ena samo 3 dana (p< 0.005). Medutim, za razliku
od manjih koncentracija B-KM koje su imale stimulacijski efekat, iste koncentracije A-KM nisu
bitnije menjale metabolicku aktivnost L929 c¢elija u odnosu na kontrolne kulture (Grafikon 1B),
pa su samim tim bile vec¢e u odnosu na odgovarajuce koncentracije B-KM (Tabela 7).
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Grafikon 1. Uticaj kondicioniranih medijuma (KM), pripremljenih od sveze polimerizovanog
Biodentina (slika gore) i amalgama (slika dole) (24 ¢asa kondicioniranje), na vijabilnost L929
¢elija. Vrednosti su date kao % metabolicke aktivnosti (srednje vrednosti + SD; n=3) izracunate u
odnosu na kontrolne vrednosti (K) uzete kao 100%.; *=p<0.05; ***=p<0.005 u odnosu na
kontrolu; A=p<0.05; AAA=p<0.005 u odnosu na odgovarajuca poredenja prema duzini kultivacije
¢eljja.
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Tabela 7. Poredenje statisticke znacajnosti razlika izmedu metabolicke aktivnosti L929 ¢elija
kultivisanih 24 casa, 3 ili 7 dana sa razli¢itim koncentracijama kondicioniranih medijuma (KM)
pripremljenih od sveze polimerizovanog Biodentina (B) i amalgama (A), pri kondicioniranju od
24 casa

24h B-KM B-KM B-KM B-KM B-KM B-KM B-KM
3d 100% 75% 50% 25% 12.5% | 6.25% | 3.1%
7d
A-KM | **#24¢
100% ***3d
***7d
A-KM *HE24C
75% ***3d
***7d
A-KM 3d***
50%

A-KM 7a***
25%

A-KM *24¢
125% ***3d
***7d

A-KM
3.1%

Statisti¢ka znacajnost razlika se odnosi na odgovarajuce vrednosti % MTT (vijabilnosti), prikazane
na grafikonu 1. *=p<0.05; ***=p<0.005 u odnosu na odgovarajuce koncentracije A-KM, kako je
oznaceno.
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Drugi eksperiment se odnosio na poredenje efekata KM kondicioniranog 3 dana na metaboli¢ku
aktivnost L929 celija. Rezultati prikazani na grafikonu 2A pokazuju izrazeniji inhibicijski efekat
B-KM u odnosu na kondicioniranje u toku 24 ¢asa, obzirom da su sve tri koncentracije (100%,
75% i 50%) skoro u potpunosti blokirale metaboli¢ku aktivnost L929 ¢elija, nezavisno od perioda
kultivacije. Inhibicijski efekat je zapazen i sa 25% B-KM (p< 0.005). Sve koncentracije B-KM,
manje od 25% su stimulisale metaboli¢ku aktivnost posle 3 dana kultivacije. Medutim, najveca
stimulacija je uo¢ena 7 dana u kulturama sa 6.2% B-KM.

Inhibicijski efekat A-KM, sakupljenog posle 3 dana kondicioniranja je pokazivao drugadiji
obrazac. Naime inhibicijske koncentracije (100%, 75% i 50%), su bile izraZenije 24.¢asa i 3.dana
kultivacije L929 celija u odnosu na iste koncentracije A-KM sakupljenog kondicioniranjem
amalgama u toku 24.casa (Grafikon 2B), ali je efekat bio statisticki zna¢ajno manji u odnosu na
B-KM sve do koncentracije od 25% (Tabela 8). Medutim, posle 7 dana inhibicijski efekat je bio
smanjen i vidljiv samo kod dve najvece koncentracije A-KM. Takode nije zabelezen stimulacijski
efekat ni kod jedne koncentracije A-KM, zbog ¢ega su i razlike bile statisticki znacajne u poredenju
sa B-KM (Tabela 8).
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Grafikon 2. Uticaj kondicioniranin medijuma (KM), pripremljenih od sveze polimerizovanog
Biodentina (slika gore) i amalgama (slika dole) (3 dana kondicioniranje), na vijabilnost L929
¢elija. Vrednosti su date kao % metabolicke aktivnosti (srednje vrednosti + SD; n=3) izracunate u
odnosu na kontrolne vrednosti (K) uzete kao 100%.; **=p<0.01; ***=p<0.005 u odnosu na

kontrolu; A=p<0.05; AA=p<0.01; AAA=p<0.005 u odnosu na odgovarajuca poredenja prema
duzini kultivacije celija.
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Tabela 8. Poredenje statisticke znacajnosti razlika izmedu metabolicke aktivnosti L929 c¢elija
kultivisanih 24 casa, 3 ili 7 dana sa razli¢itim koncentracijama kondicioniranih medijuma (KM)
pripremljenih od sveze polimerizovanog Biodentina (B) i amalgama (A) pri kondicioniranju od 3

dana.

Statisticka znacajnost razlika se odnosi na odgovarajuce vrednosti % MTT (vijabilnosti), prikazane
na grafikonu 2. * *=p<0.01; ***=p<0.005 u odnosu na odgovarajuce koncentracije A-KM, kako

24h
3d
7d

B-KM
100%

B-KM
75%

B-KM
50%

B-KM
25%

B-KM
12.5%

B-KM
6.25%

B-KM
3.1%

A-KM
100%

#5548

A-KM
75%

#5048
***3d
***7d

A-KM
50%

5048
***3d

A-KM
25%

HHHQAE
***3d
***7d

A-KM
12.5%

***3d
***7d

A-KM
6.25%

***3d
***7d

A-KM
3.1%

**3d

je oznaceno.
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4.2.3. Efekat kondicioniranih medijuma, pripremljenih ekstrakcijom otvrdnutog
Biodentina i amalgama na metaboli¢ku aktivnost L929 ¢elija

Na osnhovu rezultata stepena degradacije Biodentina, gde je pokazano da se iz potpuno
polimerizovanog (otvrdnutog) Biodentina oslobada znatno manji broj mikrocestica, moglo se
pretpostaviti da je citotoksi¢ni efekat ovakvo pripremljenog B-KM na L929 ¢elije manji nego
efekat B-KM pripremljenog od sveze polimerizovanog Biodentina. U cilju provere ove
pretpostavke postavljen je eksperiment po istom modelu kao i prethodni. Rezultati su prikazani na
grafikonima 31 4 i tabelama 9 i 10.

Grafikon 3A prikazuje efekat B-KM pripremljenog posle 24. ¢asovnog kondicioniranja od
otvrdnutog Biodentina na metabolicku aktivnost L929 ¢elija u zavisnosti od vremena kultivacije
¢elija. Uocava se da najvece koncentracije B-KM (100% i 75%) ispoljavaju inhibitorni efekat, koji
je znacajno manji nego efekat istih koncentracija B-KM pripremljenog na isti na¢in od sveze
polimerizovanog Biodentina (Grafikon 1). Inhibicija se smanjivala sa produzetkom vremena
kultivacije ¢elija. Stimulacijski efekti manjih koncentracija B-KM su zapazeni nakon 3 dana
(12,5%; p< 0.005), odnosno nakon 7 dana kultivacije (25%; p< 0.005) i (6.25%; p< 0.01).

A-KM (pripremljen na identi¢an nacin kao i B-KM) je u najve¢im koncentracijama (100% i 75%)
inhibirao metabolic¢ku aktivnost L929 ¢elija, dozno zavisno, posle 24 ¢asa i 3 dana kultivacije (p<
0.005). Efekat inhibicije se smanjivao sa duzinom Kultivacije ¢elija tako da je smanjenje
vijabilnosti L929 ¢elija posle 7 dana kultivacije zabeleZzena samo u prisustvu koncentrovanog A-
KM. Koncentracije 50% i manje nisu bitnije menjale vijabilnost ¢elija. Poredenjem efekta B-KM
i A-KM u ovom eksperimentu pokazuje da je inhibicijski efekat na vijabilnost ¢elija bio veéi kod
amalgama pri koncentracijama od 100% i 75% i to prvog i treceg dana kultivacije. Sa druge strane,
nize koncentracije B-KM su statisti¢ki znacajno povecavale metabolicku aktivnost L929 celija
kako u odnosu na kontrolu tako i u odnosu na iste koncentracije A-KM (Tabela 9).
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Grafikon 3. Uticaj KM, pripremljenih od otvrdnutog Biodentina (slika gore) i amalgama (slika
dole) (24 c¢asa kondicioniranje), na vijabilnost L929 celija. Vrednosti su date kao srednji %
metaboli¢ke aktivnosti + SD; n=3, izracunate u odnosu na kontrolne vrednosti (K) uzete kao
100%.; *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.005 u odnosu na kontrolu; A=p<0.05; AA=p<0.01;
AAA=p<0.005 u odnosu na odgovarajuca poredenja prema duzini Kultivacije celija.
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Tabela 9. Poredenje statisticke znacajnosti razlika izmedu metabolicke aktivnosti L929 ¢elija
kultivisanih 24 casa, 3 ili 7 dana sa razli¢itim koncentracijama kondicioniranih medijuma (KM)

pripremljenih od otvrdnutog Biodentina (B) i amalgama (A) pri kondicioniranju od 24 ¢asa

24h
ad
7d

B-KM
100%

B-KM
75%

B-KM
50%

B-KM
25%

B-KM
12.5%

B-KM
6.25%

B-KM
3.1%

A-KM
100%

HHHQAE
**3d

A-KM
75%

K48
**3d

A-KM
50%

A-KM
25%

*7d

A-KM
12.5%

*24¢
***3d

A-KM

*7d

6.25%
A-KM
3.1%

Statisti¢ka znacajnost razlika se odnosi na odgovarajuce vrednosti % MTT (vijabilnosti), prikazane
na grafikonu 3. *=p<0.05; * *=p<0.01; ***=p<0.005 u odnosu na odgovarajuce koncentracije A-
KM, kako je oznaéeno.

Na grafikonu 4A su prikazani rezultati efekta B-KM i A-KM pripremljenih od otvrdnutih
materijala pri produZzenom kondicioniranju od 3 dana. Uoc¢ava se da vece koncentracije (100% i
75%) deluju inhibitorno na metaboli¢ku aktivnost L929 ¢elija ali je njihov efekat manji nego efekat
istih koncentracija B-KM pripremljenih pod istim uslovima od sveze polimerizovanog materijala
(Grafikon 2). Inhibicijski efekat je bio najve¢i posle 24 casa kultivacije. Sa druge strane,
stimulacijski efekti manjih koncentracija (25% - 6.2%) su bili izrazeniji posle 3 i 7 dana kultivacije.

A-KM je pokazivao inhibitorni efekat u dve najvece koncentracije, dozno zavisno, i on je bio
izrazeniji pri duzoj kultivaciji. Ni jedna koncentracija A-KM nije stimulisala metaboli¢ku
aktivnost L929 c¢elija (Grafikon 4B). Sli¢no kao i u prethodnim eksperimentima stimulacijske
koncentracije B-KM su pokazivale statisticki znacajne razlike u odnosu na odgovarajuce
koncentracije A-KM. Medutim, inhibicijski efekat vec¢ih koncentracija A-KM je bio manje izrazen
24 ¢casa u odnosu na efekat istih koncentracija B-KM (Tabela 10).
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Grafikon 4. Uticaj KM, pripremljenih od otvrdnutog Biodentina (slika gore) i amalgama (slika
dole) (3 dana kondicioniranje), na vijabilnost L929 celija. Vrednosti su date kao srednji %
metaboli¢ke aktivnosti + SD; n=3, izracunate u odnosu na kontrolne vrednosti (K) uzete kao
100%.; *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.005 u odnosu na kontrolu; A=p<0.05; AA=p<0.01; u
odnosu na odgovarajuca poredenja prema duzini Kultivacije celija.
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Tabela 10. Poredenje statisticke znacajnosti razlika izmedu metabolicke aktivnosti L929 ¢elija
kultivisanih 24 ¢asa, 3 ili 7 dana sa razli¢itim koncentracijama kondicioniranih medijuma (KM)

pripremljenih od otvrdnutog Biodentina (B) i amalgama (A) pri kondicioniranju od 3 dana.

24h
ad
7d

B-KM
100%

B-KM
75%

B-KM
50%

B-KM
25%

B-KM
12.5%

B-KM
6.25%

B-KM
3.1%

A-KM
100%

HHHQAE

A-KM
75%

*24¢

A-KM
50%

*7d

A-KM
25%

***3d
***7d

A-KM
12.5%

**3d
***7d

A-KM *3d
6.25%
A-KM
3.1%

Statisti¢ka znacajnost razlika se odnosi na odgovarajuce vrednosti % MTT (vijabilnosti), prikazane
na grafikonu 3. *=p<0.05; * *=p<0.01; ***=p<0.005 u odnosu na odgovarajuce koncentracije A-
KM, kako je oznaéeno.

U cilju provere koliko modulaciji metaboli¢ke aktivnosti L929 ¢elija doprinose Cestice Biodentina
a koliko solubilni faktori uporedno je ispitan efekat ukupnog B-KM sa efektom centrifugiranog, a
zatim filtriranog B-KM. Paralelno je na isti nacin pripremljen i A-KM. U ovom eksperimentu
kondicioniranje je radeno 24 ¢asa nakon polimerizacije materijala a kondicioniranje je trajalo 3
dana. Rezultati MTT testa su prikazani na grafikonu 5. Ukupan ekstrakt (B-KM) je pokazivao
inhibitorni efekat u ve¢im koncentracijama (100%, 75% i 50%) (p< 0.005), na dozno zavisan nacin
dok su koncentracije od 12.5% i 6.25% pokazivale statisticki znac¢ajno povecanje metabolicke
aktivnosti L929 celija. U poredenju sa ukupnim B-KM, filtrirani B-KM je u tri najvece
koncentracije doveo do statisti¢ki znacajno manje inhibicije (p< 0.005) i manje stimulacije u
kulturama sa 12.5% B-KM (p< 0.005), odnosno 6.2% B-KM (p< 0.01), (Grafikon 5A).

Efekti filtriranog A-KM su bili isti kao i efekti ukupnog A-KM. Inhibicija je pokazana na dozno

zavisan nacin u kulturama sa 100%, 75% i 50% A-KM. Stimulacijski efekat nije uocen. (Grafikon
5B).
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Grafikon 5A. Uticaj ukupnog i filtriranog KM, pripremljenih od Biodentina posle 24 ¢asa od
polimerizacije (3 dana kondicioniranje), na vijabilnost L929 ¢elija. Vrednosti su date kao srednji
% metabolicke aktivnosti £ SD; n=3, izra¢unate u odnosu na kontrolne vrednosti (K) uzete kao
100%.; ***=p<0.005 u odnosu na kontrolu; AA=p<0.01; AAA=p<0.005 u odnosu na odgovarajuca
poredenja prema ukupnom ekstraktu.
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Grafikon 5B. Uticaj ukupnog i filtriranog KM, pripremljenog od amalgama posle 24 ¢asa od
polimerizacije (3 dana kondicioniranje), na vijabilnost L929 ¢elija. Vrednosti su date kao srednji
% metaboli¢ke aktivnosti £ SD; n=3, izraGunate u odnosu na kontrolne vrednosti (K) uzete kao
100%.; *=p<0.05; ***=p<0.005 u odnosu na kontrolu.
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4.2.4. Efekat kondicioniranih medijuma, pripremljenih ekstrakcijom Biodentina i
amalgama na citotoksi¢nost i proliferaciju L929 ¢elija

Na osnovu prethodnih rezultata MTT testa moze se zakljuciti da visoke koncentracije ekstrakta
Biodentina i amalgama ispoljavaju citotoksicni i/ ili inhibicijski efekat na proliferaciju L929 ¢elija,
dok manje koncentracije B-KM stimulisu c¢elijsku proliferaciju. U cilju provere ovih hipoteza u
kulturama je izbrojan ukupan broj ¢elija i odredena njihova vijabilnost koris¢enjem boje Tripan
plavo kako je opisano u poglavlju Materijal i metode. Kori¢ene su paralelne kulture iz prethodnog
eksperimenta. Vijabilnost je odredena posle 24 ¢asa a ukupan broj ¢elija posle 3 dana kultivacije
L929 ¢elija. 1z tabele 11 se vidi da su ukupni B-KM (100%, 75% i 50%), filtrirani B-KM (100%,
75%) i dve najveca koncentracija kako ukupnog tako i filtriranog A-KM (100%, 75%) ispoljavale
citotoksi¢ni efekat. Ostale koncentracije oba KM nisu bile citotoksi¢ne.

Tabela 11. Efekat ukupnog i filtririranog KM Biodentina i amalgama na citotoksi¢nost L929 ¢elija
procenjivane na osnovu bojenja ¢elija sa 1% Tripan plavog.

Uzorci KM Ukupni KM (% cit.) Filtrirani KM (% cit.)
B-KM 100% 100.0 £ 0.0 *** 82.0 + 4.2 *¥** eee
B-KM 75% 64.0 £ 4.8 *** 38.0 £ 5.4 *** eee
B-KM 50% 48.0 £ 3.2 *** 4.6+1.6 e

B-KM 25% 20+1.2 20+1.0

B-KM 12.5% 2612 16+1.1

B-KM 6.25% 20+£05 1.0+0.8

B-KM 3.1% 1.6+0.5 1.6+1.0

A-KM 100% 54064 ***### 51.0+£38*** ###
A-KM 75% 21.0x40** ## # 28.0 £ 5.2 *** #
A-KM 50% 26t14### 40x1.2

A-KM 25% 26+0.2 33+15

A-KM 12.5% 1.3+04 20104

A-KM 6.25% 1.3+£1.0 23+t14

A-KM 3.1% 2014 2.6+0.6

Kontrola 16+£1.0 16+1.0

Citotoksi¢nost Celija u kulturi je odredena na osnovu bojenja ¢elija sa 1% Tripan plavog. Brojevi
predstavljaju srednje vrednosti procenta citotoksi¢nosti triplikata + SD jednog reprezentativnog od
tri uradena eksperimenta.

*** = n<0.005 u odnosu na kontrolu; =+ = p<0.005 u odnosu na iste koncentracije ukupnog KM;
# = p<0.05; # # # = p<0.005 u odnosu na odgovarajuce koncentracije B-KM.

58



Na osnovu povecanja broja ¢elija u odnosu na kontrolu (Tabela 12 ) moze se zakljuciti da
koncentracije ukupnog B-KM od 25%, 12.5% i 6.25% kao i koncentracija filtriranog B-KM od
12.5% stimulisu proliferaciju ¢elija. Sa druge strane, na osnovu odsustva razlike u broju ¢elija u
kulturama sa manjim koncentracijama A-KM moze se zakljuciti da A-KM nije bitnije menjao
proliferaciju L929 ¢elija. Poredenjem efekta ukupnog i filtriranog B-KM uocava se da ukupni B-
KM u koncentraciji od 12.5% ispoljava ve¢i stimulacijski efekat na proliferaciju L929 ¢elija
(p<0.05). Iste koncentracije ukupnog i filtriranog A-KM su pokazivale statistist¢ki znac¢ajno manje
vrednosti u odnosu na odgovarajuce koncentracije B-KM (p<0.005).
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Tabelal2. Efekat ukupnog i filtririranog KM Biodentina i amalgama na broj L929 ¢elija u kulturi.

Uzorci KM Ukupni KM (br.¢el. x 10%) Filtrir. KM (br.¢éel. x 10%)
B-KM 50% 3.2+ 04 *** 56+06*
B-KM 25% 7.3x06%* 6.5+x04
B-KM 12.5% 9.8+ 0.8 *** 8.6+04***#
B-KM 6.25% 7604 ** 72205
B-KM 3.1% 7.0x05 6.9%+0.3
A-KM 50% 54+ 0.4 *** 49+ 0.4 ***
A-KM 25% 6.8+0.3 6.3x0.6
A-KM 12.5% 592 0.6 oo 6.4+ 0.2 oo
A-KM 6.25% 6.4+04 6.9+04
A-KM 3.1% 6.2x0.5 6.8+0.3
Kontrola 6.6+04 6.6+04

Predstavljene su srednje vrednosti broja celija (triplikata) + SD jednog reprezentativnog od tri
uradena eksperimenta. *** = p<0.005 u odnosu na kontrolu; ¢s= = p<0.005 u odnosu na iste
koncentracije ukupnog, odnosno filtriranog B-KM; # = p<0.05 u odnosu na odgovarajuc¢u
koncentraciju ukupnog B-KM.
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Neki od karakteristi¢nih morfoloskih izgleda kultura su prikazani u obliku kolaza na slici 5.

C
Slika 5. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina (75%) (B) i amalgama (75%) (C) na L929

¢elije. Slike pokazuju izrazit (B) i umeren citotoksi¢ni efekat (C) u odnosu na kontrolu (A).
Uvecanja x 200.
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Na osnovu svih dobijenih rezultata moze se izvesti opsti zakljuc¢ak da vece koncentracije ekstrakta
Biodentina i amalgama ispoljavaju citotoksicni efekat na L929 ¢elije, pri ¢emu je efekat ekstrakta
amalgama manji u odnosu na Biodentin. Za razliku od ekstrakta amalgama, manje koncentracije
ekstrakta Biodentina stimulisu proliferaciju L929 celija koja je direktno srazmerna periodu
kultivacije celija. Snaznije citotoksi¢ne efekte imaju ekstrakti pripremljenih od sveze
polimerizovanih materijala u odnosu na ekstrakte od otvrdnutih materijala i oni su direktno
proporcionalni vremenskom trajanju procesa kondicioniranja. Filtrirani ekstrakt Biodentina
ispoljava manji citotoksi¢ni efekat (veée koncentracije) i manji stimulacijski efekat na proliferaciju
¢elija (manje koncentracije) nego ukupni ekstrakt. Ova razlika se ne uocava kod ekstrakta
amalgama.

4.3. Eksperimentalna studija. Deo Il: Modulacijski efekat Biodentina i
amalgama na produkciju citokina od strane ¢elija iz periapeksnih lezija in
vitro

Drugi deo eksperimentalne studije se odnosio na ispitivanje modulacijskog efekta ekstrakta
Biodentina na produkciju pro- i anti-inflamacijskih citokina, kao i citokina koji moduliraju
regeneraciju kostiju u kulturi ¢elija izolovanih iz PL. Poredenje je vrseno sa ekstraktom amalgama
kako je definisano hipotezom. Razlog za odabir ovog modela je detaljno objasnjen u poglavlju
Naucni problem. U ovom istrazivanju odabran je model kondicioniranja materijala 24 ¢asa nakon
njihove pripreme za klinicku upotrebu a sam proces ekstrakcije je trajao 3 dana. Kori$c¢eni su
ukupni ekstrakti materijala.

4.3.1. Celijski sastav periapeksnih lezija

Pre dizajna eksperimenta na PL ¢elijama na kome je proveravana bioloska aktivnost ekstrakata
ovih materijala bilo je neophodno da se ispita zastupljenost pojedinih populacija u ¢elijskim
suspenzijama PL kako bi se isklju¢ila mogucnost da razlike u odgovoru c¢elija na ekstrakte
materijala poti¢u od znacajne razlike u celijskom sastavu PL. Rezultati prikazani u tabeli 13
pokazuju, da uprkos heterogenosti lezija u odnosu na njihovu velic¢inu, starost i pol donora,
odnosno njihovu klini¢ku prezentaciju, ¢elijski sastav PL je bio prili¢no uniforman i uglavnom se
sastojao od inflamacijskih ¢elija. Dominantnu populaciju su ¢inili limfociti (35.88% * 8.58%),
zatim granulociti (24.66% + 5.69%), makrofagima-sli¢ne celije (16.22% + 3.48%) i plazmociti
(13.00% = 3.88%). Mastociti su ¢inili najmanji udeo u ¢elijskoj populaciji (2.77% + 1.47%). Na
citospin preparatima su identifikovane i apoptotske ¢elije (4.44% + 1.16%), dok su mali procenat

Cinile ¢elije, uglavnom blastoidnog izgleda, ¢iji identitet se nije mogao odrediti na osnovu
morfologije (3.11% % 1.19%).
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Tabela 13. Analiza sastava suspenzije celija izolovanih iz periapeksnih lezija.

Tip éelija Sr.vr. = SD (%) Maks (%)-min (%)
Granulociti 24.66 + 5.69 35-16

Limfociti 35.88 + 8.58 48 - 22

Plazmociti 13.00 + 3.88 21-9

Makrofagi* 16.22 + 3.48 21-11

Mastociti 2.77 £ 1.47 6-1

Apoptotske celije 444 +£1.16 6-3

Ostale celije 3.11+1.19 5-1

Deo ¢elija pojedinacnih suspenzija PL je iskoris¢en za pripremu citospin preparata na
mikroskopskim ploc¢icama koji su obojeni pomo¢u May-Grunwald-Giemsa a zatim analizirani
pomocu svetlosnog mikroskopa. Pojedine populacije ¢elija su identifikovane na osnovu jasnih
citoloSkih karakteristika. Apoptotske celije su prepoznate na osnovu kondenzovanog i/ ili
fragmenisanog jedra. Celije koje su svrstane u kategoriju ,,ostale éelije” su uglavnom imale izgled
krupnih, blastoidnih ¢elija.

Prikazane su srednje vrednosti £ SD (n=9). * U populaciju makrofaga su svrstani monociti,
makrofagi i ¢elije dendritske morfologije.
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4.3.2. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na citotoksi¢nost ¢elija iz
periapeksnih lezija

Na osnovu prethodnih rezultata citotoksi¢nog efekta B-KM i A-KM na L929 ¢elije bilo je
neophodno da se proveri da li ovi KM deluju i na PL ¢elije, kako u daljim funkcionalnim
eksperimentima ne bismo ukljucivali citotoksi¢ne koncentracije KM.

Rezultati MTT testa, koji su prikazani na grafikonu 6A, pokazuju da vece koncentracije B-KM
(100%, 75% i1 50%) zanacajno smanjuju vijabilnost PL ¢elija na dozno zavisan nacin (p<0.001) u
odnosu na kontrolu.

A-KM je smanjivao vijabilnost PL ¢elija samo u dve najveée koncentracije (p<0.005 i p<0.01).
Poredenjem ova dva KM, pokazano je da je efekat sve tri inhibitorne koncentracije B-KM bio
statisti¢ki znacajno izrazenije nego iste koncentracije A-KM (p<0.01). (Grafikon 6B).

Ocekivano, koncentrovani kontrolni KM nije pokazivao nikakav citotoksic¢ni efekat. DMSO (10%)

koji je koris¢en kao pozitivna kontrola je u potpunosti smanjio vijabilnost ¢elija (rezultati nisu
prikazani).
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Grafikon 6. Efekat kondicioniranih medijuma (KM), pripremljenih od Biodentina (A) i amalgama
(B) 24. ¢asa nakon polimerizacije (3 dana kondicioniranje), na vijabilnost PL ¢elija. VVrednosti su
date kao % metabolic¢ke aktivnosti (srednje vrednosti £ SD; n=8) izracunate u 0dnosu na vrednosti
kontrolnog svezeg medijuma (SM) uzete kao 100%.; **=p<0.01; ***=p<0.005 u odnosu na
kontrolni kondicionirani medijum (KM) pripremljen od kontrolnog materijala, polistirena.
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Na grafikonima 7-9 prikazani su rezultati apoptoze i nekroze PL ¢elija pod uticajem B-KM i A-
KM. Uocava se da su koncentrovani (100%) B-KM indukovali nekrozu ¢éelija dok su koncentracije
od 75% i 50% indukovale apoptozu. Sa druge strane, koncentrovan i 75% A-KM je indukovao
apoptozu.
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Grafikon 7. Efekat kondicioniranih medijuma (KM), pripremljenih od Biodentina (A) i amalgama
(B) 24. casa nakon polimerizacije (3 dana kondicioniranje), na apoptozu i nekrozu PL ¢elija.
Vrednosti su date kao % metabolic¢ke aktivnosti (srednje vrednosti £ SD; n=8) izracunate u odnosu
na vrednosti kontrolnog svezeg medijuma (SM) uzete kao 100%.; *=p<0.05; **=p<0.01;
***=p<0.005 u odnosu na kontrolni kondicionirani medijum (KM) pripremljen od kontrolnog
materijala, polistirena.
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Grafikon 8. Reprezentativni histogrami PL celija tretiranih razli¢itim koncentracijama
kondicioniranog medijuma (KM) pripremljenog od Biodentina (B). Gornji levi kvadrant
predstavljaju primarno nekroti¢ne ¢elije, u donjem desnom kvadrantu su ¢éelije u ranoj apoptozi, u
gornjem desnom su ¢elije u kasnoj apoptozi/sekundarnoj nekrozi a u donjem levom kvadrantu je
prikazan procenat vijabilnih ¢celija.
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Grafikon 9. Reprezentativni histogrami PL ¢elija tretiranih razli¢itim koncentracijama
kondicioniranog medijuma (KM) pripremljenog od amalgama (A). Gornji levi kvadrant
predstavljaju primarno nekroti¢ne ¢elije, u donjem desnom kvadrantu su ¢elije u ranoj apoptozi, u
gornjem desnom su ¢elije u kasnoj apoptozi/sekundarnoj nekrozi a u donjem levom kvadrantu je
prikazan procenat vijabilnih ¢éelija.

4.3.3. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na produkciju pro-
inflamacijskih citokina i hemokina od strane PL éelija u kulturi

Klju¢ni cilj ovog dela projekta je bio ispivanje bioloskih efekta medijuma u kome su ekstrahovane
mikrocestice i solubilni produkti Biodentina i amalgama a koji nisu citotoksi¢ni za PL ¢elije. Na
osnovu prethodnih rezultata odabrane su koncentracije od 25% i 12.5% B-KM i 50% i 25 %
koncentracije A-KM.

Prvo je ispitan i uporeden efekat KM na produkciju pro-inflamacijskih citokina (IL-1p, TNF-a,
IL-6) i hemokina (IL-8 and MCP-1) od strane PL ¢elija. Rezultati, prikazani na grafikonu 10
pokazuju da obe koncentracije B-KM (25% i 12.5%) inhibiraju produkciju IL-6 na dozno zavisan
naéin (p<0.005, odnosno p<0.05) u poredenju sa kontrolnim kulturama. Efekat B-KM na
produkciju IL-1p i TNF-a je bio manje izrazen i inhibicija je uo¢ena kod vece koncentracije
(p<0.01, odnosno p<0.005). Inhibitorni efekat A-KM je bio izrazeniji u odnosu na B-KM tako da
su obe koncentracije imale supresivni efekat na produkciju sva tri pro-inflamacijska citokina i
efekat je takode bio dozno zavisan. Statisticka znacajnost razlika u odnosu na kontrolu za sva tri
citokina kada su PL ¢elijske kulture tretirane sa 50% A-KM i za TNF-a kod 25% A-KM je bila
vrlo visoka (p<0.005). Statisticki znacajna razlika za IL-6 i IL-1B kod manje koncentracije A-KM
je bila na nivou p<0.01. Kada se medusobno uporede iste koncentracije KM (25%) medusobne
razlike nisu bile statisti¢ki znacajne (p>0.05).

Obe koncentracije B-KM i obe koncentracije A-KM su dovele do statisticki visoko znacajnog
smanjenja nivoa IL-8 i MCP-1 na dozno zavisan nacin (p<0.005), osim kod manje koncentracije
B-KM gde je znacajnost razlika u odnosu na kontrolu bila na nivou (p<0.01). Efekat A-KM je bio
izrazeniji u odnosu na B-KM ali razlika nije bila statisticki znacajna (Grafikon 11).
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Grafikon 10. Efekat kondicioniranog medijuma Biodentina (B-KM) i amalgama (A-KM) na
produkciju pro-inflamacijskih citokina u kulturi ¢elija iz periapeksnih lezija. Rezultati su prikazani
kao srednje vrednosti + SD (n=8); *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.005 u poredenju sa kontrolom

(K).
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Grafikon 11. Efekat kondicioniranog medijuma Biodentina (B-KM) i amalgama (A-KM) na
produkciju hemokina u kulturi Celija iz periapeksnih lezija. Rezultati su prikazani kao srednje
vrednosti £ SD (n=8); **=p<0.01; ***=p<0.005 u poredenju sa kontrolom (K).
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4.3.4. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na produkciju Th citokina
od strane PL ¢elija u kulturi

Ni jedna od koncentracija B-KM i A-KM nije statisti¢ki zna¢ajno uticala na produkciju IFN--y
(kljuénog Thl citokina) ni IL-12 (klju¢nog citokina koji indukuje diferencijaciju Thl celija)
(Grafikon 12).

Vece koncentracije (25%) B-KM su dovele do statisti¢ki znac¢ajnog povecanja Th2 citokina (IL-4
I IL-5) kao i IL-33, citokina koji je znacajno povezan sa Th2 funkcijama (p<0.01). Medutim, A-
KM ni u jednoj koncentraciji nije statisti¢ki znacajno menjao produkciju ovih citokina u odnosu
na kontrolu (Grafikon 13).

Obe koncentracije B-KM, za razliku od A-KM, su poveéale koncentraciju IL-10 u odnosu na
kontrolu (p<0.005, odnosno p<0.05). Veca koncentracija B-KM je dovela do povecanja produkcije
IL-17A (p<0.01) bez znacajnog uticaja na produkciju IL-23. Ni jedna od koncentracija A-KM nije
bitnije menjala produkciju ova tri citokina (Grafikon 14).
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Grafikon 12. Efekat kondicioniranog medijuma Biodentina (B-KM) i amalgama (A-KM) na
produkciju Th1l citokina u kulturi ¢elija iz periapeksnih lezija. Rezultati su prikazani kao srednje
vrednosti + SD (n=8); Rezultati nisu statisticki znacajni.
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Grafikon 13. Efekat kondicioniranog medijuma Biodentina (B-KM) i amalgama (A-KM) na
produkciju Th2 citokina u kulturi ¢elija iz periapeksnih lezija. Rezultati su prikazani kao srednje
vrednosti + SD (n=8); **=p<0.01 u poredenju sa kontrolom (K).
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Grafikon 14. Efekat kondicioniranog medijuma Biodentina (B-KM) i amalgama (A-KM) na
produkciju 1L-10, IL-17A I IL-23 u kulturi ¢elija iz periapeksnih lezija. Rezultati su prikazani kao
srednje vrednosti + SD (n=8); **=p<0.01; ***=p<0.005 u poredenju sa kontrolom (K).
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4.3.5. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na produkciju RANKL i
OPG od strane PL ¢éelija u kulturi

Obe koncentracije B-KM su smanjile nivo RANKL u supernatantima PL c¢elijskih kultura, na
dozno zavisan nacin (p<0.005 odnosno p<0.01), ali bez znatnog uticaja na produkciju OPG. Zbog
smanjenja produkcije RANKL doslo je do statisti¢ki znac¢ajnog smanjenja RANKL/OPG odnosa
u kulturama sa 25% B-KM u odnosu na kontrolu (p<0.05). Za razliku od B-KM, A-KM nije bitnije
modifikovao produkciju RANKL i OPG, niti je bitnije menjao njihov odnos (Grafikon 15).

Na osnovu prikazanih rezultata se moze zakljuciti da ekstrakti Biodentina i amalgama u veéim
koncentracijama ispoljavaju citotoksi¢ni efekat na PL celije u kulturi, pri ¢emu je efekat
Biodentina izraZeniji. Necitotoksi¢ne koncentracije ekstrakta oba materijala ispoljavaju snazno
anti-inflamacijsko dejstvo, procenjivano na osnovu smanjenja koncentracija IL-1p3, TNF-a, IL-6,
IL-8 i MCP-1. U istim koncentracijama ekstrakt Biodentina pokazuje imunomodulacijski efekat,
dovodec¢i do povecanja produkcije IL-10, Th2 citokina i IL-17A, a bez bitnijeg uticaja na Thl
citokine. Biodentin ispoljava osteoprotektivno svojstvo koje se manifestuje smanjenjem
produkcije RANKL i odnosa RANKL/OPG. Za razliku od Biodentina, ekstrakt amalgama nema
imunomodulacijsko svojstvo niti bitnije uti¢e na produkciju osteolititickih i osteoprotektivnih
medijatora.
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Grafikon 15. Efekat kondicioniranog medijuma Biodentina i amalgama na produkciju RANKL,
OPG i na njihov odnos u kulturama PL ¢elija. *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.005 u poredenju sa
kontrolom (K).
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4.4. Eksperimentalna studija. Deo Ill: Uticaj kondicioniranih medijuma
Biodentina i amalgama na osteogenu diferencijaciju mezenhimskih
stromalnih mati¢nih éelija uspostavljenih iz periapeksnih lezija

4.4.1. Uspostavljanje PL-MSC kultura

U okviru ovog projekta uspostavljene su tri PL-MSC ¢elijske linije iz tri razli¢ite asimptomatske
PL. Svaka od njih je analizirana u pogledu klonogenosti, rasta u kulturi i prac¢enja morfoloskih
karakteristika u kulturi tokom pasaziranja. Posle 4 pasaze uraden je fenotipski profil i sposobnost
diferencijacije u osteoblaste, hondroblaste i adipocite. Jedna celijska linija je koriS¢ena za
ispitivanje citotoksi¢nosti KM Biodentina i amalgama. Dve ¢elijske linije su kori$¢ene za procenu
uticaja KM na osteoblastnu diferencijaciju.

Kao sto je prikazano na slici 6, PL-MSC su imale fibroblastoidni izgled, tipi¢an za MSC iz drugih

tkiva. Takode su imale klonogeni potencijal, tj sposobnost formiranja CSU kolonija, kao sto je
prikazano na slici 7.

Slika 6. Fibroblastoidni izgled PL-MSC linije u kulturi. Invertna mikroskopija. Originalno
uvecanje: X 100.
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Slika 7. Morfoloski izgled jedne kolonije (CFU) iz kulture PL-MSC (tre¢a pasaza) obojene sa
hematoksilin-eozinom. Originalno uvecéanje: x 100.

4.4.2. Fenotipska analiza PL-MSC

Fenotipske karakteristike PL-MSC, objedinjene iz sve tri linije su prikazane u Tabeli 14 a
histogrami fluorescence jedne od linija su prikazani na grafikonu 16.

Uvidom u prikazane rezultate moze se uociti da su sve ¢elije u okviru PL-MSC linija ispoljavale
CD73, CD90 i CD 166, oko 90% celija je bilo pozivno na CD105 i CD39. Znatno manji procenat
¢elija je ispoljavao CD146 (28.18 = 6.25) i CD56 (20.04 + 4.88). Najmanja pozitivnost je
detektovana koris¢enjem antitela za STRO-1 (8.06 + 4.60) i SSEA4 (12.12 £ 5.56). Shodno
oc¢ekivanju, PL-MSC nisu ispoljavale markere hematopoetskih mati¢nih ¢elija (CD34), ukupnih
hematopoetskih ¢elija (CD45), monocita (CD14), T limfocita (CD3) i B limfocita (CD19), posto
pozitivnost za ove markere nije prelazila 2%.
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Tabela 14. Fenotipska analiza PL-MSC

Markeri % pozitivnih ¢elija
CD73 99.43+0.34
CD90 99.52 £ 0.30
CD105 91.23+3.24
CD166 99.02 £0.28
CD39 90.50 + 3.64
CD146 28.18 £ 6.25
CD56 20.04 £ 4.88
SRTRO-1 8.06 £ 4.60
SSEA4 12.12 £ 5.56
CD45 1.12+0.46
CD34 1.24 £0.37
CD14 1.50+0.24
CD3 0.54+0.14
CD19 0.48 +0.22

Fenotipska analiza PL-MSC c¢elijske linije posle 4 pasaze u kulturi je uradena kako je opisano u
poglavlju Materijal i metode. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti % pozitivnih celija tri
razli¢ite PL-MSC celijske linije + SD.
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Grafikon 16. Prikaz histograma fluorescence jedne od 3 PL-MSC linije. Prikazani su % pozitivnih
¢elija nakon obeleZavanja sa specificnim monoklonskim antitelima obelezenih flurohromima u
okviru oznac¢enog FSC/SSC profila analiziranih ¢elija. Grani¢nici oznacavaju nivo specifi¢ne
fluorescence a postavljeni su na osnovu kontrola sa odgovaraju¢im irelevantnim monoklonskim

antitelima (IrAt).

4.4.3. Osteoblastogena, hondrogena i adipogena diferencijacija PL-MSC

Sve tri PL-MSC linije su imale sposobnost diferencijacije u osteoblaste, hondroblaste i adipocite
nakon kultivacije u odgovaraju¢im medijumima za indukciju specifi¢ne ¢elijske diferencijacije.
Celije su pokazivale vec¢i potencijal diferencijacije u osteoblaste i hondroblaste u odnosu na

adipocite. Histohemijski izgled odgovarajucih kultura je prikazan na slici 8.
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Slika 8. Potencijal diferencijacije PL-MSC u adipocite, osteoblaste i hondrocite

PL-MSC su kultivisane u selektivnim medijumima za adipogenezu, osteogenezu i hondrogenezu
nakon cCetvrte pasaze U kulturi. Prikazane su reprezentativne slike adipogeneze, osteogeneze i
hondrogeneze jedne od tri ¢elijskih linija.

Na osnovu navedenih morfoloskih karakteristika, sposobnosti formiranja kolonija, fenotipskih
karakteristika i diferencijacionog potencijala u gore navedene c¢elijske linije PL-MSC su
zadovoljavale i vise od minimalnih Kriterijuma za definisanje mati¢nosti a koji su definisani od
strane Dominici i sar. (185).

4.4.4. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na citotoksi¢nost i
proliferativna svojstva PL-MSC

U okviru ovog dela eksperimentalne studije ispitivanja KM na PL-MSC bilo je neophodno
proveriti njihovu citotoksi¢nost kako bi se u daljim ispitivanjima koristile necitotoksi¢ne
koncentracije KM. Priprema ukupnih KM od Biodentina i kontrolnog amalgama je bila ista kao i
u prethodnim eksperimentima s tim §to je kondicioniranje vrSeno u bazalnom medijumu za
kultivaciju PL-MSC («MEM + 10%FCS).

Citotoksi¢nost je procenjivana na osnovu MTT testa a rezultati su prikazani na grafikonu 17.
Uocava se da vece koncentracije B-KM (90% i 60%) smanjuju vijabilnost PL-MSC na dozno
zavisan nacin, slicno kao i iste koncentracije A-KM. Medutim, veca koncentracija B-KM je
ispoljavala snazniji inhibicijski efekat u odnosu na A-KM zbog indukcije ¢elijske smrti obzirom
da u tim kulturama nije nadena ni jedna vijabilna ¢elija nakon bojenja sa 1% rastvorom Tripan
plavog. U odgovaraju¢im kontrolnim kulturama sa A-KM, PL-MSC su ostale vijabilne ali je njihov
rast bio usporen. Manje koncentracije B-KM (30%, 20% i 10%) su stimulisale metabolicku
aktivnost ¢elija, za razliku od istih koncentracija A-KM koje nisu bitnije menjale MTT aktivnost.
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Grafikon 17. Efekat KM Biodentina i amalgama na metabolicku aktivnost PL-MSC. Rezultati su
prikazani kao srednje vrednosti + SD (n=6); ***=p<0.005 u poredenju sa kontrolom (K). Tri
trougla = p<0.005 u odnosu na odgovarajuc¢u koncentraciju amalgama.

Povecana metabolicka aktivnost PL-MSC u prisustvu manjih koncentracija B-KM (30% i 10%),
za razliku od istih koncentracija A-KM, je bila posledica povecane proliferacije ¢elija Sto je
dodatno potvrdeno primenom senzitivnog eseja sa radioaktivnim *H timidinom (Grafikon 18).
Medutim, ta razlika se nije mogla jasno uociti posmatranjem kultura pod invertnim mikroskopom
(slika 9).

U proliferativhom eseju, koji je trajao 7 dana, koris¢ene su i dve dodatne kontrole kako bi dobijeni
rezultati bili komparabilni sa istom eksperimentalnom postavkom kod osteoblastogene
diferencijacije PL-MSC. Dodatna kontrola su bile PL-MSC kultivisane u suboptimalnom (30%)
medijumu za osteoindukciju (SOM) a pozitivna kontrola su bile PL-MSC kultivisane u
kompletnom (100%), optimalnom osteoinduktivhom medijumu (OOM).

Kao sto se sa grafikona 18 uocava osteogeni medijumi su na dozno zavisan nacin stimulisali

proliferaciju PL-MSC ¢celija. Veca koncentracija B-KM (p<0.005) i manja koncentracija A-KM
(p<0.05) su stimulisale proliferaciju PL-MSC u SOM kulturama.
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Grafikon 18. Efekat KM Biodentina i amalgama na proliferativnu aktivnost PL-MSC. Rezultati
su prikazani kao srednje vrednosti + SD (n=6); *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.005 u poredenju
sa kontrolom (K). Jedan trougao = p<0.05; Dva trougla = p<0.01 u odnosu na odgovarajuce
koncentracije KM amalgama. Jedan kvadrat = p<0.05; tri kvadrata = p<0.005 u odnosu na
kontrolni suboptimalni medijum.
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Slika 9. Morfoloski izgled PL-MSC u kulturama; A) Kontrola; B) 30% B-KM; C) 30% A-KM.
Invertni mikroskop. Uvecanja x 100.

4.45. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na osteogenu
diferencijaciju PL-MSC procenjivanu na osnovu bojenja sa Alizarin crvenim

Na osnovu prethodnih rezultata odabrano je da u modelu modulacijskog efekta KM na indukciju
osteoblastne diferencijacije budu kulture dve ¢elijske linije PL-MSC kultivisane u bazalnom
medijumu (BM) za MSC, SOM i OOM (pozitivna kontrola). Odabrane su dve koncentracije KM
Biodentina i amalgama (30% i 10%). Celije su kultivisane u toku 21 dan na providnim plasti¢nim
diskovima postavljenih u bazene plo¢a od 24 bazena, nakon ¢ega su kulture obojene Alizarin
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crvenim, a analiza mineralizacije je procenjivana semikvantitativno kako je opisano u Poglavlju
Materijal i metode. Rezultati su prikazani u Tabeli 15 i potkrepljeni kolazom fotografija (slike 10
i11).

Sam BM nije dovodio do osteoblastne indukcije. Sa druge strane, 30% B-KM je indukovao snaznu
mineralizaciju u PL-MSC kulturama u BM, koja je po stepenu efikasnosti bila slicna efektu OOM.
Efekat 30% B-KM je bio dodatno izrazeniji u SOM kulturama. Manja koncentracija B-KM nije
imala bitnijeg uticaja na mineralizaciju u kulturama sa BM i neznatno je povecala mineralizaciju
u SOM Kkulturama. Za razliku od B-KM, ni jedna koncentracija A-KM nije indukovala
osteoblastnu diferencijaciju u kulturama sa BM, niti je bitnije modulirala mineralizaciju u SOM
kulturama.

Tabela 15. Uticaj kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na osteogenu diferencijaciju
procenjivanu na osnovu bojenja sa Alizarin crvenim.

Uslovi kultivisanja PL-MSC Indeks mineralizacije
Bazalni medijum-negativna kontrola 0.00 £0.00
Bazalni medijum + 10% B-KM 0.16 +£ 0.00
Bazalni medijum + 30% B-KM 3.16£037*#
Bazalni medijum + 10% A-KM 0.00 £0.00
Bazalni medijum + 30% A- KM 0.00 £ 0.00
SOM-kontrola 1.66 £ 0.47
SOM + 10% B-KM 1.83+0.37
SOM + 30% B-KM 3.66£0.47 A
SOM + 10% A-KM 1.50 £0.50
SOM + 30% A- KM 1.66 £ 0.47
OOM-pozitivna kontrola 3.50 + 0.50*

PL-MSC su kultivisane u bazalnom medijumu za MSC (negativna kontrola), suboptimalnom
osteogenom medijumu (SOM: 70% bazalni medijum + 30% osteogeni medijum) sa ili bez dodatka
10% i 30% kondicioniranog medijuma (KM) Biodentina (B), odnosno amalgama (A) na plasti¢nim
providnim diskovima (dijametra 10 mm, promera 0.4 mm). Posle 21 dana kultivacije diskovi su
obojene pomocu Alizarin crvenog. Brojevi predstavljaju srednje vrednosti indeksa mineralizacije
+ SD (n=6; triplikati kultura iz dva eksperimenta).

*=p<0.001 u odnosu na negativnu kontrolu; «=p<0.001 u odnosu na SOM-kontrolu; #=p<0.001 u

odnosu na odgovaraju¢i A-KM (bazalni medijum +30%A-KM); A=p<0.001 u odnosu na
odgovarajuc¢i A-KM (SOM+30%A-KM).
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Slika 10. Kolaz fotografija koji prikazuju efekat kondicioniranog medijuma Biodentina (B) i
amalgama (C) na osteogenu diferencijaciju PL-MSC u bazalnom medijumu. Zapaza se izrazita
indukcija formiranja mineralizovanih jezgara pod uticajem B-KM i odsustvo mineralizacije u
prisustvu A-KM koja je sli¢na kao u kontroli (A).
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Slika 11. Kolaz fotografija koji prikazuju efekat kondicioniranog medijuma Biodentina (B) i
amalgama (C) na osteogenu diferencijaciju PL-MSC u suboptimalnom osteogenom medijumu.
Slika A predstavlja mineralizaciju u kontrolnom suboptimalnom osteogenom medijumu u kome
je deponovanje Ca znacajno manje u poredenju sa kompletnim osteogenim medijumom (D).
Zapaza Se potencijacija indukcija formiranja mineralizovanih jezgara pod uticajem B-KM, koja je
veca nego u kontrolama A i D i odsustvo podsticanja mineralizacije u prisustvu A-KM koja je
slicna kao u kontroli (A).

4.4.6. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na osteogenu
diferencijaciju PL-MSC procenjivanu na osnovu ekspresije transkripcionih faktora
RUNX2, SP7 i WNT2

Glavni cilj ovog dela eksperimentalne studije je bio ispitivanje uticaja KM Biodentina na
ekspresiju gena koji su ukljuceni u procese osteoblastne diferencijacije PL-MSC i sa tim u vezi
najznacajnijih funkcija osteoblasta. Odabrana su dva termina za procenu genske ekspresije na
osnovu analize mRNK pomoc¢u RT-PCR: rana faza, posle 7 dana osteoindukcije i kasna faza, 16.
dana osteoindukcije, na osnovu podataka u literature da se ekspresija pojedinih gena znac¢ajno
menja tokom procesa osteoblastne diferencijacije. Promena u ekspresiji je ocenjivana deskriptivno
kao izrazito povecanje kada je faktor povecanja (f.p.) u odnosu na ekspresiju datog gena u
kontrolnom BM, koja je normalizovana na indeks 1 bio veé¢i od 5 puta; umereno povecanje (f.p.
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izmedu 2.5 i 5) i blago povecéanje (f.p.do 2.5 puta). Sli¢na gradacija se odnosila na smanjenje
genske ekspresije.

Prvi set gena je ukljucivao ispititivanje ekspresije RUNX2, SP7 i WNT2 gena. Ovi geni su odabrani
na osnovu podataka da je RUNX2 glavni osteoblastni transkripcioni faktor koji, izmedu ostalog,
stimuliSe ekspresiju Osterixa (SP7). Ovi faktori zajedno sa WNT2/B kateninskim signalnim putem
indukuju diferencijaciju MSC u nezrele osteoblaste i blokiraju diferencijaciju MSC u
hondroblaste.

Rezultati su prikazani na grafikonima 19, 20 i 21. Kada su PL-MSC kultivisane u OOM (pozitivha
kontrola), veoma izrazito povecanje ekspresije RUNX2 (44.6 = 8.5 f.p.) (Grafikon 19), umereno
povecanje ekspresije SP7 (4.64 £ 0.50 f.p.) (Grafikon 20) i WNT2 (2.64 + 0.34 f.p.) (Grafikon 21)
je detektovano u ranoj fazi diferencijacije. U kasnoj fazi diferencijacije, ekspresija RUNX2 i SP7
je bila znacajno smanjena (16.3 £ 3.2 f.p. odnosno 2.60 + 0.32 f.p.) u odnosu na ranu fazu ili u
potpunosti blokirana (WNT2).

U PL-MSC kulturama sa SOM doslo je do blagog povecanja RUNX2 ekspresije (2.11 + 0.4 f.p.) i
SP7 (1.59 + 0.31 f.p.) u ranoj fazi osteoblastogene diferencijacije dok se ekspresija WNT2 nije
bitnije menjala. U kasnijoj fazi ekspresija RUNX2 i WNT2 se smanjivala u odnosu na kontrolu
(Grafikoni 19, 20 i 21).

Veca koncentracija B-KM (30%) je snazno stimulisala ekspresiju RUNX2 u ranoj fazi PL-MSC
kultura u BM (27.8 £ 4.6 f.p.) i potencirala ekspresiju RUNX2 u SOM kulturama (36.6 £ 5.3 f.p.)
(Grafikon 19). Ekspresija SP7 je bila umereno povecéana u oba tipa PL-MSC kultura (2.64 + 0.34
f.p. odnosno 2.52 + 0.36 f.p.) (Grafikon 20). Za razliku od kultura bez B-KM, ekspresija oba ova
gena se dalje povecavala u kasnoj fazi osteoblastne diferencijacije u BM (37.5 £ 7.9 f.p. odnosno
2.92 £0.42 f.p.). Medutim, suprotan efekat je zabelezen u SOM kulturama: smanjenje ekspresije
RUNX2 od 36.6 + 5.3 f.p u ranoj fazi diferencijacije na 19.3 £ 0.81 f.p. u kasnoj fazi diferencijacije
(Grafikon 19). Smanjenje ekspresije SP7 je bilo znatno manje: od 2.52 + 0.36 f.p.u ranoj fazi na
2.26 = 0.18 f. p. u kasnoj fazi (Grafikon 20).

Manja koncentracija B-KM je imala znacajno manji modulacijski efekat. U BM kulturama
zabelezeno je blago povecanje ekspresije RUNX2 i to samo u kasnoj fazi. Povecanje ekspresije
ovog gena u SOM kulturama je bilo izrazenije u odnosu na BM kulture (5.62 + 1.2 f.p. - rana faza;
8.42 + 1.2 f.p. - kasna faza) (Grafikon 19). Sa druge strane, nije nadena bitnija modulacija
ekspresije SP7 nezavisno od uslova kultivacije (Grafikon 20).

Ekspresija WNT2 je bila znacajno smanjena u BM kulturama u obe faze osteoblastne
diferencijacije u prisustvu B-KM. Veca koncentracija je imala izrazeniji inhibitorni efekat u ranoj
fazi dok je manja koncentracija imala veci efekat u kasnijoj fazi (Grafikon 21).

A-KM nije pokazivao modulacijski efekat na ekspresiju ovih gena u BM kulturama, osim
smanjenja ekspresije WNT2 u kasnoj fazi (0.37 + 0.12 f.p.). Medutim, obe koncentracije A-KM su
inhibirale ekspresiju ekspresiju RUNX2 u SOM kulturama. Pod istim uslovima, manja
koncentracija A-KM je blago povecavala ekspresiju SP7 u kasnoj fazi a WNT2 u obe faze
(Grafikoni 19, 20, 21).
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Grafikon 19. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na ekspresiju RUNX2 u
PL-MSC tokom osteoblastne diferencijacije.

Rezultati su prikazani kao relativna genska ekspresija u odnosu na kontrolu (PL-MSC kultivisanih
u kontrolnom bazalnom medijumu za MSC) gde je bazalna ekspresija normalizovana na indeks 1,
kako je opisano u poglavlju Materijal i metode.

*=p<0.05; **=P<0.01; ***=p<0.001 u odnosu na kontrolu. ==p<0.05; ===p<0.01; ==»=p<0.001 u
odnosu na suboptimalni (30%) osteogeni medijum.
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Grafikon 20. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na ekspresiju SP7 u PL-
MSC tokom osteoblastne diferencijacije.

Rezultati su prikazani kao relativna genska ekspresija u odnosu na kontrolu (PL-MSC kultivisanih
u kontrolnom bazalnom medijumu za MSC) gde je bazalna ekspresija normalizovana na indeks 1,
kako je opisano u poglavlju Materijal i metode.

*=p<0.05; **=P<0.01; ***=p<0.001 u odnosu na kontrolu. ==p<0.05; ===p<0.01; u odnosu na
suboptimalni (30%) osteogeni medijum.
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Grafikon 21. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na ekspresiju WNT2 u PL-
MSC tokom osteoblastne diferencijacije.

Rezultati su prikazani kao relativna genska ekspresija u odnosu na kontrolu (PL-MSC kultivisanih
u kontrolnom bazalnom medijumu za MSC) gde je bazalna ekspresija normalizovana na indeks 1,
kako je opisano u poglavlju Materijal i metode.

*=p<0.05; **=P<0.01; ***=p<0.001 u odnosu na kontrolu. ==p<0.05; ===p<0.01; ==»=p<0.001 u
odnosu na suboptimalni (30%) osteogeni medijum.
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4.4.7. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na na osteogenu
diferencijaciju PL-MSC procenjivanu na osnovu ekspresije gena matriksne
mineralizacije, BGLAP, COL1Ali ALP

Analiza tri gena koji su povezani sa mineralizacijom matriksa u toku osteoblastne diferencijacije
PL-MSC (BGLAP, COL1Al i ALP) je prikazana na grafikonima 22, 23 i 24.

U kontrolnim medijumima za osteogenu diferencijaciju BGLAP (engl. Bone Gamma-
Carboxyglutamate Protein) ili osteocalcin (OCN) je bio eksprimiran u kasnijoj fazi diferencijacije
(4.96 £ 1.50 f.p.- OOM; 2.70 = 0.5 f.p. - SOM). Dodavanjem 30% B-KM u BM ili SOM, doveo
je do dodatne stimulacije MRNK ekspresije BGLAP u kasnoj fazi (5.28 + 1.1 f.p. - BM; 8.96 £ 0.8
f.p. - SOM), dok je u ranoj fazi doslo do smanjenja ekspresije. Manja koncentracija B-KM je
takode dovela do snazne stimulacije ekspresije BGLAP u kasnoj fazi diferencijacije (5.66 + 1.2
f.p.). Neocekivano, obe koncentracije A-KM su ¢ak snaznije povecavale ekspresiju ovog gena u
odnosu na B-KM. Povecanje je iznosilo 14.0 + 3.8 f.p. (10% A-CM) i 5.21 + 0.92 f.p. (30% A-
KM). Takode, za razliku od B-KM, obe koncentracije A-KM su povecavale ekspresiju BGLAP i
u ranoj fazi diferencijacije kako u BM tako i u SOM PL-MSC kulturama. Manja koncentracija A-
KM, dodata u SOM kulture, je smanjivala ekspresiju BGLAP u kasnoj fazi diferencijacije u
odnosnu na kontrolu (SOM kulture bez KM) (Grafikon 22).

Ekspresija COL1A1 u OOM kulturama je pokazivala drugaciji obrazac ekspresije u odnosu na
BGLAP. Naime, ekspresija je bila umereno povecana u ranoj fazi (3.64 + 0.3 f.p.) a znatno
inhibirana u kasnoj fazi (0.42 + 0.10 f.p.). Veca koncentracija B-KM je indukovala blago
povecéanje ekspresije COL1A1 u BM kulturama u kasnoj fazi, a u SOM kulturama povecanje je
bilo u obe faze. Manja koncentracija A-KM je dovela do smanjenja COL1AL ekspresije u SOM
kulturama u kasnoj fazi, dok je veca koncentracija imala suprotan, blagi inhibicijski efekat
(Grafikon 23).

Ekspresija ALP u OOM kulturama je bila izrazito povecana u ranoj faz (5.42+ 1.8 f.p.) i nastavila
se sa povecanjem U kasnoj fazi osteoblastne diferencijacije (8.31% 2.2 f.p.). U SOM kulturama
povecanje ekspresije ALP je zabelezeno u kasnoj fazi (3.51 + 0.4 f.p.). Sli¢an fenomen je uocen u
BM kulturama u prisustvu 10% B-KM. Veca koncentracija B-KM, dodata u SOM culture, je
dovela do sli¢nog obrasca ekspresije kao u pozitivnoj kontroli (OOM kulture) (2.98 £ 0.5 f.p. -
rana fazai 7.5 £ 1.9 f.p. - kasna faza, BM) (3.64 + 0.4 f.p. - rana faza; 6.32 =+ 0.8 f.p. - kasna faza,
SOM).

Nijedna koncentracija A-KM nije zna¢ajno modifikovala ekspresiju ALP u BM kulturama, ali su

obe koncentracije A-KM pospesile ekspresiju ALP u kasnoj fazi diferencijacije u SOM kulturama
(Grafikon 24).
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Grafikon 22. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na ekspresiju BGLAP u
PL-MSC tokom osteoblastne diferencijacije.

Rezultati su prikazani kao relativna genska ekspresija u odnosu na kontrolu (PL-MSC kultivisanih
u kontrolnom bazalnom medijumu za MSC) gde je bazalna ekspresija normalizovana na indeks 1,
kako je opisano u poglavlju Materijal i metode.

*=p<0.05; **=P<0.01; ***=p<0.001 u odnosu na kontrolu. ==p<0.05; =*=p<0.01; ====p<0.001 u
odnosu na suboptimalni (30%) osteogeni medijum.
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Grafikon 23. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na ekspresiju COL1A1 u
PL-MSC tokom osteoblastne diferencijacije.

Rezultati su prikazani kao relativna genska ekspresija u odnosu na kontrolu (PL-MSC kultivisanih
u kontrolnom bazalnom medijumu za MSC) gde je bazalna ekspresija normalizovana na indeks 1,
kako je opisano u poglavlju Materijal i metode.

*=p<0.05; **=P<0.01; ***=p<0.001 u odnosu na kontrolu. ==p<0.05; ====p<0.001 u odnosu na
suboptimalni (30%) osteogeni medijum.
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Grafikon 24. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na ekspresiju ALP u PL-
MSC tokom osteoblastne diferencijacije.

Rezultati su prikazani kao relativna genska ekspresija u odnosu na kontrolu (PL-MSC kultivisanih
u kontrolnom bazalnom medijumu za MSC) gde je bazalna ekspresija normalizovana na indeks 1,
kako je opisano u poglavlju Materijal i metode.

*=p<0.05; **=P<0.01; ***=p<0.001 u odnosu na kontrolu. ==p<0.05; ===p<0.01; u odnosu na
suboptimalni (30%) osteogeni medijum; (n=4; po dva uzorka iz dva razli¢ita eksperimenta).
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4.4.8. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na na osteogenu
diferencijaciju PL-MSC procenjivanu na osnovu ekspresije gena karakteristi¢nih za
osteoblastne i fibroblastne citokine BMP-2, TGF-B1i FGF-2

Osteogena diferencijacija PL-MSC u OOM je bila pracena indukcijom ekspresije mMRNK za BMP-
2 u ranoj fazi diferencijacije (3.86 + 0.42 f.p.), nakon ¢ega je doslo do znacajne inhibicije u kasnijoj
fazi diferencijacije (0.66 £ 0.14 f.p.). U SOM kulturama zabeleZena je blaga stimulacija ekspresije
BMP-2 samo u kasnoj fazi diferencijacije PL-MSC (1.70 £ 0.31 f.p.). B-KM nije imao uticaj na
ekspresiju ovog gena u ranoj fazi ali je doveo do umerenog poveéanja ekspresije u kasnoj fazi
diferencijacije u BM kulturama, nezavisno od primenjene koncentracije. Suprotno ovim nalazima,
veca koncentracija B-KM je povecala ekspresiju BMP-2 u SOM kulturama na vremenski zavisan
naéin (2.96 £ 0.24 f.p. — rana faza; 6.15 £ 0.62 f.p. — kasna faza). U ovim kulturama, manja
koncentracija B-KM je povecala ekspresiju ovog gena samo u kasnoj fazi (5.22 £ 0.61 f.p.).

Manja koncentracija A-KM je stimulisala ekspresiju BMP-2 u obe faze diferencijacije (2.07 £ 0.21
f.p. 13.07 £ 0.88 f.p.). Medutim, u SOM kulturama manja koncentracija je blago povecala BMP-
2 ekspresiju u ranoj fazi u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu (1.63 £ 0.19 f.p.), dok je veca
koncentracija dovela do povecanja ekspresije ovog gena u kasnijoj fazi celijske diferencijacije
(3.20 £ 0.44 f.p.) (Grafikon 25).
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Grafikon 25. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na ekspresiju BMP-2 u
PL-MSC tokom osteoblastne diferencijacije.

Rezultati su prikazani kao relativna genska ekspresija u odnosu na kontrolu (PL-MSC kultivisanih
u kontrolnom bazalnom medijumu za MSC) gde je bazalna ekspresija normalizovana na indeks 1,
kako je opisano u poglavlju Materijal i metode.

*=p<0.05; **=P<0.01; ***=p<0.001 u odnosu na kontrolu. ==p<0.05; ====p<0.001 u odnosu na
suboptimalni (30%) osteogeni medijum; (n=4; po dva uzorka iz dva razli¢ita eksperimenta).
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Ekspresija TGF-A7 u OOM kulturama PL-MSC je bila zna¢ajno indukovana posle 7 dana (3.04 £
0.62 f.p.) i porast ekspresije je nastavijen i u kasnoj fazi (4.60 + 0.54 f.p.). B-KM nije uticao na
ekspresiju TGF-A1 u ranoj fazi u kulturama sa BM ali je blago povecao ekspresiju u kasnoj fazi
(p<0.05 u odnosu na kontrolu). Suprotno ovim rezultatima, obe koncentracije A-KM su stimulisale
ekspresiju TGF-£1 u obe faze osteoblastne diferencijacije, pri ¢emu je efekat manje koncentracije
bio izrazeniji (3.90 + 0.63 f.p. - rana faza; 2.95 + 0.42 f.p. - kasna faza).

Obe koncentracije B-KM su dovele do povecanja ekspresije TGF-£1 u kasnoj fazi diferencijacije
u SOM kulturama (3.41 £ 0.60 f.p. - 10% B-KM; 2.86 + 0.40 f.p. - 30% B-KM). Potencirajuci
efekat A-KM u SOM kulturama je bio izrazeniji u odnosu na B-KM i registrovan je u obe faze
diferencijacije: rana faza- 4.96 + 0.71 f.p. - 10% A-KM; 4.63 + 0.42 f.p. - 30% A-KM; kasna faza
-4.04 £0.042 f.p. - 10% A-KM; 3.24 £ 0.52 f.p. - 30% A-KM.
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Grafikon 26. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na ekspresiju TGF-1 u
PL-MSC tokom osteoblastne diferencijacije.

Rezultati su prikazani kao relativna genska ekspresija u odnosu na kontrolu (PL-MSC kultivisanih
u kontrolnom bazalnom medijumu za MSC) gde je bazalna ekspresija normalizovana na indeks 1,
kako je opisano u poglavlju Materijal i metode.

*=p<0.05; ***=p<0.001 u odnosu na kontrolu. ==p<0.05; ====p<0.001 u odnosu na suboptimalni
(30%) osteogeni medijum; (n=4; po dva uzorka iz dva razli¢ita eksperimenta)
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Ekspresija FGF-2 u OOM kulturama PL-MSC je bila znacajno indukovana posle 7 dana (3.88 +
0.44 f.p.) i porast ekspresije je nastavijen i u kasnoj fazi (5.26 + 0.72 f.p.). Sli¢an, ali znatno manji
stimulacijski efekat, je zabelezen u kontrolnim SOM kulturama kao i u BM kulturama PL-MSC u
prisustvu 30% B-KM. Manja koncentracija B-KM je je inhibirala ekspresiju FGF-2 gena u BM
(0.28 £0.1), ali je u kasnoj fazi snazno stimulisala ekspresiju ovog gena (4.07 + 0.6 f.p.), zna¢ajno
vise nego veca koncentracija B-KM (2.81 £+ 0.38 f.p.). Modulacijski efekat B-KM u SOM
kulturama je bio znacajno manji. Jedino je veca koncentracija blago stimulisala ekspresiju FGF2
u ranoj fazi kultivacije PL-MSC (Grafikon 27).

A-KM je pokazivao znacajno veci stimulacijski efekat na ekspresiju FGF-2 u odnosu na B-KM.
Kao sto se vidi sa grafikona 27, manja koncentracija A-KM dodata u BM je najsnaznije stimulisala
ekspresiju FGF-2 u kasnoj fazi (8.99 + 1.88 f.p.) i ova indukcija je bila najveca u poredenju sa
svim drugim uslovima kultivisanja ¢elija. Interesantan je nalaz efekta vec¢e koncentracije A-KM,
koja je blago stimulisala ekspresiju FGF-2 u BM kulturama, u kasnoj fazi SOM kultura je
inhibirala ekspresiju ovog gena.
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Grafikon 27. Efekat kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na ekspresiju FGF-2 u
PL-MSC tokom osteoblastne diferencijacije.

Rezultati su prikazani kao relativna genska ekspresija u odnosu na kontrolu (PL-MSC kultivisanih
u kontrolnom bazalnom medijumu za MSC) gde je bazalna ekspresija normalizovana na indeks 1,
kako je opisano u poglavlju Materijal i metode.

*=p<0.05; **=P<0.01; ***=p<0.001 u odnosu na kontrolu. ==p<0.05; ===p<0.01; ====p<0.001 u
odnosu na suboptimalni (30%) osteogeni medijum.

99



Na osnovu ispitivanja modulacijskog efekta necitotoksi¢nih koncentracija KM Biodentina moze
se zakljuciti da osim stimulacije proliferacije PL-MSC, koji je dozno zavisan, B-KM snazno
stimuliSe osteoblastnu diferencijaciju PL-MSC, bez dodatnih faktora osteoindukcije i potencira
ove procese u prisustvu 30% osteogenog medijuma koji je suboptimalan za osteoblastnu
diferencijaciju PL-MSC. Osteoinduktivni potencijal B-KM, koji je takode dozno zavisan, je
dokazan na osnovu formiranja mineralizovanih kalcijumovih jezgara obojenih sa Alizarin crvenim
i ekspresije seta osteoblastnih gena. B-KM je snazno stimulisao RUNX2, ALP i BGLAP, umereno
stimulisao COL1A1, SP7, BMP-2, TGF-f1 i FGF-2, a inhibirao WNT2 gensku ekspresiju.
Stimulacijski efekat B-KM na ispitivane gene je bio veé¢i u kasnoj fazi diferencijacije sto se za
vecéinu gena nije poklapalo sa dinamikom genske ekspresije u ¢elijskim kulturama sa osteogenim
medijumima. B-KM je stimulisao ekspresiju svih ispitivanih gena u SOM kulturama ukljucujuéi i
WNT2.

Za razliku od Biodentina, iste necitotoksicne koncentracije medijuma, pripremljene
kondicioniranjem amalgama, nisu stimulisale proliferaciju PL-MSC, niti su indukovale
osteoblastnu diferencijaciju PL-MSC, procenjivanu na osnovu bojenja kultura sa Alizarin
crevenim. Medutim, osim odsustva efekta na ekspresiju RUNX2, SP7, ALP i COL1Al, A-KM je
snaznije stimulisao ekspresiju BGLAP, BMP-2, TGF-f1 i FGF-2 nego B-KM, pri ¢emu je efekat
manje koncentracije bio veci nego efekat vece koncentracije A-KM. Modulacijski efekat A-KM
je pokazivao drugaciji obrazac u SOM kulturama u kojima je povecavao ekspresiju COL1A1, SP7,
WNT2, BGLAP, BMP-2 i TGF-41 a inhibirao ekspresiju RUNX2, ALP i FGF-2.
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5. DISKUSIJA

5.1. Klini¢ka studija

Osnovni cilj ovog projekta je bio testiranje hipoteze da je Biodentin efikasniji u zarastanju PL u
endodontskoj hirurgiji nakon retrogradnog punjenja kanala korena zuba u odnosu na tradicionalno
koris¢eni amalgam. Kao s$to se moglo i ocekivati postoji veliki broj podataka o efikasnosti
amalgama u ovoj indikaciji, obzirom na dugi period njegovog kori$¢enja a najznacajnije reference
su objavljene u poslednjih trideset godina proslog veka. Do sada nisu publikovani sli¢ni podaci o
Biodentinu osim prikaza 4 slu¢aja kroz tri publikacije (150-152).

Nasa studija je bila koncipirana po svim principima klini¢kog nau¢no-istrazivackog rada gde je
odabir pacijenata vrsen na osnovu jasnih kriterijuma za ukljuéivanje i iskljucivanje, (prikazanih u
poglavlju Materija i metode) a randomizacija je vrSena na osnovu tablice sluc¢ajnih brojeva
kreiranih pomo¢u kompjuterskog programa za ovu namenu. U istrazivanje je inicijalno bilo
ukljuéeno 60 PL rasporedenih podjednako u dve grupe na osnovu odredivanja veli¢ine uzorka.
Medutim, u finalnu analizu je uklju¢eno 49 PL (24 u grupi sa Biodentinom i 25 u grupi sa
amalgamom) jer se izvestan broj pacijenata nije pojavio na kontrolni pregled posle 6 meseci.
Uprkos tome, dobijeni rezultati pokazuju da je veli¢ina uzorka bila dovoljna za adekvatno
izvodenje zakljucaka.

Klju¢ni rezultat ove studije je potvrda hipoteze da je Biodentin efikasniji u zarastanju PL u odnosu
na amalgam, procenjivano posle 6 meseci od hiruske intervencije na osnovu standardnih
radiografskih i klini¢kih pokazatelja a koji su Siroko prihvaceni u ovoj oblasti (200-203). Kada su
analizirani samo radiolografski pokazatelji, kompletno zarastanje (indeks 1) je u grupi sa
Biodentinom iznosilo 75%, dok je istim indeksom ocenjeno samo 45% PL u grupi sa amalgamom
i ovarazlika je bila statisti¢ki znac¢ajna (p<0.05). Do istih rezultata se doslo primenom objedinjenih
radioloskih 1 klini¢kih pokazatelja. Medutim, kada se analiziraju samo dominantni klinicki
kriterijumi (202) razlika nije bila statisticki znacajna jer je u jednoj i drugoj grupi ocena uspeha
terapije prema predloZenim Kriterijumima bila drugadija.

Ovakav klini¢ki nalaz je bio oc¢ekivan obzirom na publikovane podatke o efikasnosti MTA tipa
cementa u zarastanju PL koja je posledica, sa jedne strane njihovih svojstava dobre opturacije
korena kanala, a sa druge strane, njihovim bioregenerativnim potencijalima (114, 115, 119, 129,
144,195, 196). Medutim, pred nama, oralnim hirurzima koji smo dizajnirali i sproveli ovu klinicku
studiju, priprema i rukovanje Biodentinom je bila potpuna nepoznanica. Ovome treba dodati i
poznate Cinjenice 0 relativno losoj radiotransparentnosti ovog cementa. Sve je to moglo uticati na
konacan terapijski uspeh. Teskoce u komparaciji nasih nalaza o efikasnosti Biodentina sa
objavljenim rezultatima, kao i sa drugim klinickim studijama u kojima je koris¢ena ista grupa
trikalcijum silikatnih cemenata, je kratak vremenski period od 6 meseci do kada je uspeh
endodontske hirurgije pracen. lako je ovaj period relativno dovoljan za inicijalnu procenu uspeha
terapije u hirurS§kom le¢enju PL, obzirom na metodoloski korektnu sprovedenu randomizaciju i
koris¢enja kontrolne grupe ispitanika sa amalgamom, znacajno objektivniji rezultati se mogu
ocekivati tek posle 12 meseci (108-111). Uprkos tome, trend regeneracije periapeksnog tkiva u
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ranoj fazi se generalno poklapa za fazom zarastanja u periodu od godinu dana pa je u tom kontekstu
opravdana i diskusija nasih rezultata. Takode, u znacajnom broju radova promene su pracene i
nakon 6 meseci, posebno kod primene amalgama (119-121), pa su takvi podaci takode vrlo
znacajni za komparaciju.

Prvi rad o klinickoj primeni Biodentina kao materijala za retrogradno punjenje su objavili Pawar i
sar. 2013 (150) a koji se odnosio na hirursko lecenje velike PL ciste kod mladeg pacijenta, nastale
posle traume a koja je bila lokalizovana izmedu desnih gornjih sekuti¢a. Koreni oba sekuti¢a su
resecirana po 3mm, a nakon preparacije kanala pomoc¢u ultrazvuéne mikrobusilice vrSeno je
retrogradno punjenje kanala. Pacijent je klinicki i radiografski pracen do 18 meseci kada je
notirano kompletno zarastanje na osnovu klinickih i radiografskih pokazatelja. Posto se radilo o
velikoj posttraumatskoj cisti regeneracija je zapazena i posle 6 meseci ali se ona na osnovu
prikazanog radiografskog snimka moze okaraterisati indeksom 3 sto je daleko losije u odnosu na
nase rezultate. Medutim, o€ito da rezultati u ovom vremenskom terminu ne mogu biti uporedivi sa
nasim jer se radilo o velikoj posletraumatskoj cisti. Imajuci u obzir da je kompletno zarastanje
zapazeno tek posle 18 meseci, jasno se namece potreba neophodnosti duzeg vremenskog pracenja
procesa zarastanja radi definitivne procene efikasnosti primenjenog materijala. Ubrzo nakon toga,
Caron i sar. 2014 (151) su publikovali prikaz dva slucaja uspe$nog zarastanja PL nakon
apikotomije i tetrogradnog punjenja kanala korena sa Biodentinom. Prema radiografskim i
klini¢kim pokazateljima radilo se 0 kompletnom zarastanju koje je procenjivano posle godinu dana
Sto se odrzavalo i posle dve godine. U prvom slucaju se radilo o PL bez simptomatologije na zubu
25 a u drugom slucaju 0 leziji sa blazim klini¢kim simptomima, takode na zubu 25. Nisu prikazani
podaci 0 veli¢inama PL. U okviru hirur§kog postupka korisena je ultrazvu¢na mikrobusilica za
pripemu kanala i operacioni mikroskop sa velikim uvec¢anjem. Punjenje kanala je vr§eno pomoc¢u
mikroapikalnog aplikatora.

Treci rad se zapravo odnosi na prikaz slucaja le¢enja reverzibilnog pulpitisa pri ¢emu je u postupku
finalnog endodontskog zahvata vrSeno ortogradno punjenje kanala zuba Biodentinom. Nakon
pracenja pacijenta u posletretmanskom periodu do godinu dana pokazana je funkcionalnost zuba,
neosetljivost na perkusiju uz negativan test na hladno (152). Ista grupa autora (205) je u skorasnjem
radu prikazala slu¢aj uspesnog endodontskog le¢enja sterilne PL nastale zbog nekroze tkiva nakon
prethodne traume u kome je koricen fibrin obogac¢en trombocitima i Biodentin. lako autori nisu
detaljno opisali dinamiku zarastanja u vremenskom periodu pracenja od 3, 6 i 12 meseci, na
prikazanim radiografskim snimcima se vidi kompletno zarastanje sa jasno izraZzenom
periodontalnom linijom ve¢ posle 6 meseci. Naravno, ovaj rad ne moze biti striktno komparabilan
sa nasim jer se radi o dvostrukom efektu primenjenih materijala i ortogradnom pristupu
nezapaljenske PL. Ova grupa autora je takode prikazala i slu¢aj hirurskog le¢enja PL infektivne
etiologije pomoc¢u Biodentina zakljucivsi da je doslo do kompletnog zarastanja posle 9 meseci.
Medutim, obzirom da se radi o lose napisanom radu koji je publikovan u ¢asopisu koji nije na SCI
listi 1 gde nije dat nikakav opis promena, ovaj rad nije citiran niti detaljno evaluiran.

Obzirom na odsustvo radova o klinickim studijama vezanih za efikasnosti Biodentina u apeksnoj
hirurgiji, opravdano je analizirati studije u kojima su za retrogradno punjenje kanala korena zuba
koris¢eni MTA i drugi materijali iz grupe trikalcijum silikatnih cemenata. U ovoj oblasti objavljen
je veliki broj studija. Zato smo se u ovoj analizi opredelili za saZeti prikaz nekih karakteristi¢nih
radova i meta analiza.
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U okviru prospektivne klinicke studije koja je trajala od 2001-2007, godine von Arx i sar. (206)
su analizirali 357 ispitanika podvrgnutih apikalnoj hirurgiji i retrogradnom punjenju sa MTA (178
pacijenata) ili kompozitnom smolom (Retroplast) (175 ispitanika). Procena efekta koris¢enih
materijala je vrSena na osnovu standardnih radioloskih i Klinickih kriterijuma, koje smo i mi
koristili. Procenat lezija kod kojih je detektovano kompletno zarastanje je u MTA grupi bio 85.5%,
nekompletno je zaraslo 5.8% lezija, koliko je bilo i pacijenata sa kriterijumima za neizvesno
zarastanje. U grupi sa Retroplastom rezultati su bili losiji (75.9% - kompletno; 3.6% -
nekompletno; 15.1% - neizvesno zarastanje).

Kada se procenjuje zarastanje kao uspesno (kompletno + nekompletno zarastanje uz normalan
klini¢ki nalaz) uspes$nim zarastanjem je ocenjeno 91.3% lezija u MTT grupi $to je statisti¢ki bilo
znacajno vece nego u grupi sa Retroplastom (uspesno zarastanje u 79.5% lezija). Neuspeh u grupi
sa Retroplastom je bio najveéi kod lecenja mandibularnih kutnjaka.

U randomizovanoj klini¢koj studiji na 108 ispitanika, u kojoj su poredeni efekti MTA i IRM i u
koju nisu bile ukljué¢ene PL na molarima, pokazani su sli¢ni rezultati posle 2 godine pracenja.
Uspesnim je ocenjeno zarastanje kod 92% lezija, sto je bilo statisticki znac¢ajno bolje nego u IRM
grupi u kojoj je zarastanje bilo uspesno kod 87% slucajeva (207). Skoro identi¢ne rezultate su
pokazali Lindeboom i sar. (208) na ukupno 100 PL, posle godinu dana od hirur§skog zahvata, kao
i Kim i saradnici (209) na retrospektivnoj studiji na 188 ispitanika. U poslednjem radu uspeh u
MTA i superEBA grupi je bio identi¢an (92%).

Vrlo je interesantan rad koji su objavili Rapp i sar. 1991 na 424 ispitanika u okviru retrospektivne
studije (197) a koji se odnosio na odnos uspeha i neuspeha apikotomije. Zarastanje je praceno na
osnovu radiografskih kriterijuma. Materijali za retrogradno punjenje su bili amalgam, IRM i EBA.
Kontrolne radiografije su radene posle 6 meseci do dve godine ali su grubo podeljene na one od 6
meseci do godinu dana, od godinu dana do dve godine i preko dve godine. U prvoj grupi je bilo
38.1% ispitanika ali su podaci o uspehu/neuspehu objedinjeni, $to otezava komparaciju sa nazim
rezultatima. Prema ovom istrazivanju u objedinjenoj grupi kompletno zarastanje je nadeno u 65%
pacijenata, nekompletno u 29.4% a neizvesno u 5.6% slu¢ajeva. Kada je analiza vrsena u odnosu
na primenjeni materijal, kompletno zarastanje je bilo najveée u grupi sa amalgamom (70.83%) a
najmanje u grupi sa EBA (65.43%). Kompletno zarastanje je bilo izraZenije u pacijenata starijih
od 60 godina. Mi smo imali samo 4 pacijenta (dva sa Biodentinom i dva sa amalgamom) ove
zivotne dobi.

Interesantno je da je kod oba pacijenta sa amalgamom detekovano nekompletno zarastanje a kod
oba pacijenta sa amalgamom kompletno zarastanje. Naravno da je mali broj ispitanika u nasoj
studiji neadekvatan za poredenje. Nije nadena razlika u zarastanju izmedu maksilarnih i
mandibularnih lezija. U nasoj studiji mi smo imali samo 3 mandibularne PL, dve tretirane sa
Biodentinom kod kojih je bilo nekompletno zarastanje i jedne tretirane amalgamom, sa
kompletnim zarastanjem. U studiji Rappa i sar. (197) nije bilo statisticki znacajne razlike u
zarastanju izmedu lezija koje su pre apikotomije tretirane endodontski u odnosu na one koje nisu
prethodno trenirane ovim postupkom. Mi smo u grupi sa Biodentinom imali samo 4 PL a u grupi
sa amalgamom samo dve PL, koje prethodno nisu endodontski tretirane i kod svih je zarastanje
bilo kompletno.
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Nekoliko radova koji se odnosi na amalgam kao materijal za retrogradnu opturaciju je uporedivo
sa nasim pezultatima u pogledu uspeha hirurskog le¢enja prac¢enog u ranom periodu posle 6
meseci. Penarrocha i sar. (210) su prikazali rezultate prospektivne klinicke studije na 235
pacijenata (333 zuba) u le¢enju PL, pri ¢emu je nakon ultrazvué¢ne instrumentacije vrseno punjenje
kanala korena amalgamom. PL su bile podjednako zastupljene na jednokorenim zubima i dvo-
odnosno trokorenim molarima. Na osnovu objedinjenih radiografskih i klinickih Kriterijuma,
ident¢ne onima koje smo mi Kkoristili, autori su pokazali da je nakon 6 meseci 50.4% PL lecenih
hirurski oznaceno uspesno zaraslim, 33.1% PL je identifikovano kao poboljsanje a 16.5% kao
neuspesno.

Ovi nalazi su vrlo sli¢ni nasim rezultatima na zna¢ajno manjem uzorku, iako smo mi koristili za
preparaciju kanala mikrokolenjak umesto ultrazvuc¢nih mikrobusilica. Vec¢i broj radova koje su
analizirani kroz pojedinac¢ne studija ili meta analize (211-215) su saglasni da je efikasnost
endodontske hirurgije zanacajno unapeden koriS¢enjem ultrazvucne instrumentacije kanala i
operacionog mikroskopa. Obzirom da mi nismo Koristili ovu naprednu tehnologiju dobijeni
zadovoljavajuci rezultati se mogu tumaciti velikim iskustvom hirurga u ovoj patologiji. Penarrocha
i sar. (210) su u svojoj studiji takode analizirali uspeh hirurskog le¢enja PL u odnosu na veli¢inu
lezije. Pokazali su da je zarastanje vecih lezija (> 5mm) manje uspesno u odnosu na manje lezije
(< 5mm) sto smo i mi pokazali u nasoj studiji koristeci iste kriterijume za Klasifikaciju veli¢ine
lezija. Medutim, ovakva razlika u nasem istrazivanju nije uocena u grupi sa Biodentinom. Ova
razlika se moze tumaciti razlikama u bioregenerativnom potencijalu koris¢enih materijala. Naime,
Biodentin, kao bioregenerativni materijal, ¢ije je svojstvo stimulacije osteoblastogeneze PL-MSC
potvrdeno u ovoj studiji, ima potencijal brze regeneracije kostanog tkiva. Sa druge strane,
amalgam, koji nema osteogeni regenerativni potencijal, a stimulise gene povezanih sa aktivacijom
fibroblasta i meko-tkivne mineralizacije, moze pospesivati firozno zarastanje, koje je izrazenije
ako su lezije vece.

Nasi rezultati, koji se odnose na amalgam, su takode komparabilni sa istrazivanjima Dorn i Gartner
(216). Ovi autori su kroz retrospektivnu studiju na 488 slucajeva (u dva razlicita klinicka centra)
analizirali efikasnost amalgama Super EBA i IRM u zarastanju periapeksnog tkiva nakon
hirurskog tretmana. Kontrolne radiografije su radene uglavnom najmanje 6 meseci nakon tretmana
ali su u radu svi podaci objedinjeni. U jednom centru kompletno zarastanje je bilo u 49% slucajeva
a nekompletno u 26% slucajeva. U drugom centru uspeh je bio nesto bolji (65% - kompletno; 10%
nekompletno zarastanje). Super EBA i IRM su pokazivali bolje, skoro identi¢ne rezultate
(kompletno zarastanje u 75% odnosno 76% sluc¢ajeva). Autori objasnjavaju razlike boljim efektom
ovih materijala u odnosu na amalgam u pogledu boljeg spre¢avanja mikrocurenja. Ovaj podatak
se moze analogno primeniti i na bolju uspesnost Biodentina u nasoj studiji.

Neki od prognostickih faktora koji su znacajni za uspeh periapeksne hirurgije i retrogradne
opturacije a koji su prikazani u meta analizi von Arh i sar. 2010 (196) mogu se primeniti i na nasu
studiju. Analizom je bilo obuhvaéeno 38 radova koji su zadovoljavali zadate kriterijume a koji su
objavljeni pre 2008 godine. Klu¢ni rezultati pokazuju da je od faktora koji su vezani za stanje zuba,
uspesnije zarastanje se postize kod pacijenata koji imaju klinicku simptomatologiju, kod pacijenata
gde je gustina punjenja kanala dobra a PL su manje od 5 mm. Od faktora koji su vezani za tretman,
jedino je pokazana bolja uspesnost kod primene endoskopa u odnosu na klasi¢nu apikotomiju i
retropreparaciju kanala korena zuba. Kao sto se moze videti, autori ne spominju vrstu materijala
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najverovatnije zbog njihove heterogenosti, relativno dugog vremena pracenja i odabira onih
referenci koje se odnose prvenstveno na procenu prognostickih faktora. Do sli¢nih zakljucaka su
dosli Setzer i sar. 2010 (213) analizom 21 publikacije da je pokazano da je uspesnost apikalne
hirurgije statisticki znacajno veca kada se koriste mikrohirurske tehnike u odnosu na
konvencionalne. Kada je uradena meta analiza kroz evaluaciju 10 ¢lanaka, koji se odnose na
prognosticke faktore samo kod apikalne mikrohirurgije, pokazano je da smanjenje nivoa kostanog
grebena ve¢e od 3 mm, tip materijala za retrogradno punjenje, prisustvo klini¢kih simptoma pre
hirurske intervencije kao i prsustvo dentinskih defekata u korenu zuba predstavlju zna¢ajne faktore
rizika za neuspeh. Ova studija se, medutim, ne bavi koji je materijal bolji ili losiji u pogledu ishoda
ovog hirur§kog tretmana. Sa druge strane, neki drugi faktori poput starosti, pola, statusa pusenja,
veli¢ine lezije ili tipa zuba nisu identifikovani kao znac¢ajni prediktivni faktori (217).

Mehanizmi kojima Biodentin, primenjen za retrogradno punjenje kanala korena zuba, pokazuje
bolji efekat u procesu zarastanja nakon hirur§kog le¢enja PL u poredenju sa amalgamom bice
detaljno analizirani kroz diskusiju eksperimentalnih rezultata. U ovom poglavlju vredno je dati
krit¢ki osvrt na metodologiju koja je koris¢ena za procenu uspesnosti primenjene terapije.

Procena zarastanja periapeksnog tkiva nakon hirurskog zahvata i sledstvene opturacije kanala
korena je ve¢ dugo godina predmet intenzivnog razmatranja i na ovu temu je publikovano na
hiljade stru¢nih i nau¢nih radova. Uprkos svemu, saglasnost oko izbora najadekvatnije
kvantitativne metodologije ne postoji, pa se najveci broj autora opredeljuje za kriterijume koji se
temelje na semikvantitativnim pokazateljima a koji su uspostavljeni jos pre 40-50 godina (218).
Ti pokazatelji se odnose na procenu radiografskih karakteristika i klinicke simptomatologije. lako
je pozitivan klini¢ki nalaz visoko indikativan da se radi o neuspehu, negativan nalaz ne mora da
bude u korelaciji sa stepenom zarastanja i definisanjem uspeha. Mnogi klinicki negativni nalazi
(odsustvo simptoma) su praceni nekompletnim ili neizvesnim zarastanjem, ¢ak i dve godine nakon
hirur$kog tretmana. Zbog toga se za procenu uvek ukljuc¢uje komparativna radiografska analiza. |
u okviru ove problematike napisan je ogroman broj radova koji su veoma sistemati¢no analizirani
u revijskom radu dvojice eminentnih klinicara, @rstavik-a i Huumonen-a (219). Radiografska
analiza se po pravilu vrsi pre, neposredno posle i u odredenim vremenskim terminima posle
terapije. Vrlo Cesto se dodatno dopunjava i kompjuterskom analizom radiografskih snimaka (220)
ili komjuterizovanim tomografskim slikanjem (106, 107).

Postavlja se pitanje da li tatno znamo kada se proces regeneracije tkiva, prethodno zahvacenog
PL, zavrSava posle apikotomije i opturacije kanala korena zuba. Ogroman broj studija jasno
pokazuje da to tacno ne znamo jer na zarastanje utice, pojedinac¢no ili sinergisti¢ki, veliki broj
faktora. Oni se mogu grubo podeliti na one koje su vezane za karakteristike lezije i one koje su
vezane za operativni postupak (215). Za sada su se iskristalisali stavovi da je vremenski period od
12 meseci dovoljan za procenu efekta terapije jer se u tom periodu kod velikog broja slucajeva
jasno uocavaju znaci zarastanja PL (200, 203, 215). Medutim, u mnogim slucajevima procesi
regeneracije se mogu videti u periodu od 2-4 meseca, ali je prvi ozbiljniji period za evaluaciju
svakako period od 6 meseci (221, 222). Neretko je period zarastanja jako dug tako da traje i vise
od 7 godina (223). Za multicentri¢ne studije koje se rade na velikom broju ispitanika predlozeno
je da period od 4 godine bude standard za poredenja (219). Na osnovu nasih rezultata smatramo
da je period evaluacije od 6 meseci sasvim adekvatan za inicijalnu procenu zarastanja PL, s tim
Sto je veoma opravdano da se rezultati publikuju u relevantnom casopisu nakon novog preseka
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posle godinu dana, kada se o¢ekuje da ¢e efekti Biodentina biti jos bolje ocenjeni i da ¢e se
statisticka znacajnost razlika u odnosu na amalgam i dalje zadrzati.

Znacajno pitanje koje trazi odgovor je kako se analiziraju 1 interpretiraju rezultati radiografskih
snimaka periapeksnog zarastanja i koliko je takva procena adekvatna. Odgovor se moze naéi u
jasno poznatim klju¢nim parametrima koje treba evaluirati na rendgenskim mikrofilmovima. Po
nekim autorima ¢ak ih je vise od 10 (214, 219, 220). Medutim, klju¢na analiza se moze svesti na
procenu izgleda periapeksnog rasvetljenja u pogledu velicine, stepena radiotransparentnosti,
izgleda kontura lezije i simetrije u odnosu na postoperativni nalaz. Takode je bitan izgled kostane
linije alveole zuba u predelu reseciranog korena, odnosno veli¢ina kostanog defekta u tom regionu.
Drugi klju¢ni parametar je izgled kostane regeneracije u pogledu regeneracije kostanih trabekula
u spongioznom delu kosti i pravilnost njihove orijentacije. Paralelno sa ovim procesima procenjuje
se izgled lamine dure, posebnog segmenta kortkalnog dela kosti, pre svega u pogledu njene
prisutnosti ili odsutnosti u predelu apeksa, njen izgled i kontinuitet. Trec¢i bitan parametar je
regeneracija periodontalnog ligamenta koji se na rendgenskim snimcima prikazuje kao tamnija
periodontalna linija. Osim prisustva ove linije, vazna je i procena $irine periodontalnog prostora i
njen izgled u predelu reseciranog korena. Po pravilu prosirenje periodontalnog prostora vece od
dvostruke irine se smatra neizvesnim zarastanjem (200, 219). Cesto puta to mozZe biti i zbog
prepunjenosti vrha korena materijalom za opturaciju (219). Svi ovi najvazniji Kriterijumi su
objedinjeni u Klasifikaciji koji su dali Rudd i sar (200) i na osnovu kojih je izvrSeno indeksiranje
rezultata u ovoj studiji.

Uprkos svemu, interpretacija radioloskih nalaza je subjektivna i prvenstveno zavisi od iskustva
klini¢ara stomatologa. Da bi ona bila sto objektivnija neophodan je dobar rendgenski snimak kako
u pogledu kvaliteta slike tako i u pogledu ugla snimanja. Suvise koso postavljen snop rendgenskih
zraka ne omogucava jasan prikaz lamine dure, kada se ¢esto i ne vidi periodontalni prostor u
predelu vrha korena. Na to utice i tip zuba i njegova lokalizacija, starosna dob i opsta kostana
gustina ali i druge individualne anatomske varijacije (219). Po pravilu lamina dura je tesko vidljiva
kod maksilarnih o¢njaka (219, 220). Teskoce moze predstavljati i linjia maksilarnog sinusa koja
moze otezavati interpretaciju izgleda lamine dure kod drugog premolara i prvog molara. Od ne
manjeg znacaja su i prekrivanja PL drugim anatomskim strukturama Zbog svega navedenog, vrlo
Cesto postoje neslaganja u interpretaciji nalaza izmedu dva ili vise edukovanih posmatraca (224,
225), pa se po pravilu rezultati ovakvih studija objavljuju nakon usaglasavanja stavova najmanje
dva autora i ¢esto puta se navode stepeni neslaganja. U nasoj studiji stepen neslaganja izmedu
mentora i doktoranta je kod obe grupe iznosio 0.92%, sto je vrlo dobar rezultat. Ovakav rezultat
je postignut prethodnim usaglasavanjem stavova na velikom broju snimaka zdravih i patoloskih
zuba iz kolekcije radiografija u Odeljenja za oralnu hirurgiju VMA.

Na kraju bih izneo neka nasa zapazanja u vezi rada sa Biodentinom. lako se Biodentin deklarise
kao materijal koji je lak za rukovanje, to se pokazalo da nije sasvim tacno, Sto se slaze i sa
zapazanjima Caron-a i sar. (151). Komplikovanost za upotrebu, koja je bila posebno izrazena na
pocetku njegove primene, se pre svega odnosila na pripremu materijala adekvatne konzistencije,
uprkos striktnog pridrzavanja uputstva da se u prah dodaje 5 kapi te¢nosti. Preporuka je da se
nakon pripreme sa¢eka 10 min. koliko je inade vreme njegove polimerizacije. Cesto puta
otvrdnjavanje se deSava ranije, verovatno zbog inicijalne ¢vrsée konzistencije, pa se postupak
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mora ponoviti. Sve to dodatno poskupljuje le¢enje a moze prouzrokovati povecanje rizika od
razvoja postoperativnog edema zbog produzetka intervencije.

Drugi krupan nedostatak je slaba radiotransparentnost Biodentina koja se dodatno vremenom
smanjuje pa je teSko vizualizovati ispunjeni kanal. Ovaj nedostatak je ve¢ dobro poznat (141, 142)
a posebno moze predstavljati problem kod retrogradne opturacije. Ne treba zanemariti cenu ovog
trikalcijum silikatnog cementa i ¢injenicu da se od pripremljene kapsule praha iskoristi samo mala
porcija za jednog pacijenta. Posle primene Biodentina nije preporuceno ispiranje hirurskog polja,
Sto je obavezno indikovano kod amalgama radi uklanjanja zaostalih Cestica. Ispiranjem bi doslo
do razmeksavanja Biodentina sto bi moglo da ima negativne posledice. Zbog ¢ega se retrogradno
punjenje Biodentinom mora vrsiti veoma pazljivo i precizno. Sve ove teSko¢e se postepeno
prevazilaze kroz praksu, a povoljni terapijski ishodi sugerisu da Biodentin moze biti ne samo
alternative drugim MTA cementima ve¢ imati i prednost zbog specifi¢nih fizicko-hemijskih
karakteristika koje mu omogucuju odli¢no rubno zaptivanje, kao i anti-inflamacijskog i
osteoregenerativnog potencijala.

Eksperimentalna studija: Citokompatibilnost ekstrakata Biodentina i amalgama

Biokompatibilnost materijala koji se koriste u stomatologiji je od klju¢nog znacaja radi ocuvanja
oralnog i opsteg zdravlja. U tom cilju su uvedeni strogi kriterijumi koje materijali moraju da ispune
da bi bili bezbedni, kako za pacijenta tako i osoblje koje sa njima rukuje a propisani su ISO-10993
standardima (158) i dodatno ISO- 7405 (159), koji su specifi¢ni za pojedine testove stomatoloskih
materijala. Od brojnih in vitro i in vivo testova, testovi citotoksi¢nosti Su osnovni i prvi testovi i
zato im se pridaje poseban znacaj. Za proveru citotoksi¢nosti ovi standardi propisuju vise testova
u zavisnosti da li je u pitanju direktan kontakt ili se radi o efektima ekstrakata materijala (indirektan
efekat). lzbor testa zavisi od vrste materijala i njegove namene. Obzirom da se stomatoloski
materijali koriste naj¢es¢e za dugotrajnu primenu, cesce se preprucuje indirektno testiranje radi
provere postojanja potencijalno toksi¢nih supstanci ili jona, odnosno degradacionih produkata koji
se oslobadaju iz materijala (204). To je i bio razlog zasto smo se opredelili za testiranje
potencijalnog citotoksi¢nog efekta Biodentina, odnosno amalgama kao kontrolnog materijala.

Da bi rezultati bili uporedivi, ovim ISO standardima su propisani ta¢ni postupci testiranja. Za
indirektno testiranje je predlozen MTT test koji je pokazatelj vijabilnosti ¢elija jer se pomocu njega
meri aktivnost sukcinat dehidrogenaze, enzima koji je ukljucen u metabolicke aktivnosti ¢elija
(226). To znaci da je metaboli¢ka aktivnost, koja se inac¢e meri jednostavnim kolorimetrijskim
postupkom, direktno proporcionalna broju vijabilnih ¢elija. Zato je smanjenje MTT aktivnosti kod
¢elija koje nemaju proliferativnu aktivnost, najces¢e pokazatelj citotoksi¢nosti, uzrokovane
¢elijskom smréu (227). Ako su u pitanju celije koje spontano proliferisu u kulturi (najcesce
fibroblastne ¢elijske linije) onda smanjena metabolicka aktivnost moze predstavljati i citotoksi¢no
delovanje koje je posledica inhibicije celijske proliferacije razli¢itim mehanizmima. Zbog toga
MTT test uvek treba kombinovati sa drugim testovima kao $to su testovi za dokazivanje ¢éelijske
smrti i proliferacije celija (228), $to smo mi i koristili u nasim istrazivanjima. Kod ¢elija koje
proliferisu moze do¢i i do povecanja metabolicke aktivnosti koja je najcesce posledica povecanog
umnozavanja ¢elija pod uticajem stomatoloskih materijala ili njihovih ekstrakata.
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Zbog svega navedenog MTT je prihvacen kao osnovni skrining test u postupku testiranja
biokompatibilnosti materijala koji su pripremljeni kao medicinska sredstva za primenu u medicini
i stomatologiji. Osim odabira testa i na¢ina testiranja, 1ISO-10993-12 standard (204) propisuje i
nacin kondicioniranja materijala. Kada nije moguce pripremiti materijal u pravilnom obliku da bi
se lako odredila povrSina materijala onda se preporucuje merenje mase materijala koja je bitna da
bi se odredila zapreminu rastvora za ekstrakciju (kondicioniranje). Preporuka je da masa materijala
bude 0.2g/ml, $to smo mi i ispostovali U nasim eksperimentima. Nasalost, 1ISO-10993-12 (204)
standard ne propisuje i sve detalje kondicioniranja, pre svega vreme kondicioniranja. Najc¢esce se
preporucuje vremenski period od 24 cCasa, ali vreme moze biti i duze u zavisnosti od vrste
materijala i njegove namene. Kada je u pitanju odnos povrsine materijala i zapremine rastvora za
kondicioniranje, standard propisuje raspon od 0.5cm?/ml do 6cm?/ml. Nasa merenja priblizne
povrSine materijala su pokazali da je odnos povrSine prema zapremini medijuma za
kondicioniranje iznosio oko 2.2cm?/ml. Ovako veliki raspon predlozenih indeksa, a koji je u
objavljenim literaturnim podacima razli¢ito primenjivan, onemogucava adekvatno zakljucivanje i
zato je po naSem misljenju maksimalno predlozen odnos mase materijala po jedinici zapremine
materijala koji smo mi koristili bolji nacin za procenu bioloske aktivnosti ispitivanih materijala.
Kada je u pitanju kako Biodentin, tako i amalgam, sli¢an postupak nije koris¢en, $to oteZava
poredenje nasih rezultata sa podacima iz literature.

Na osnovu svih dobijenih rezultata zaklju¢eno je da vece koncentracije ekstrakta Biodentina i
amalgama ispoljavaju citotoksi¢ni efekat na L929 ¢elije, pri ¢emu je efekat ekstrakta amalgama
bio manji nego efekat ekstrakta Biodentina, $to je za nas bio prili¢no iznenadujué¢i fenomen. Za
razliku od ekstrakta amalgama, manje koncentracije ekstrakta Biodentina su stimulisale
proliferaciju L929 ¢elija koja je bila direktno srazmerna duzini kultivacije ¢elija. Vece efekte su
ispoljavali ekstrakti pripremljenih od sveze polimerizovanih materijala u odnosu na ekstrakte od
ovrdnutih materijala, $to je generalno u saglasnosti sa literaturnim podacima o citotoksi¢nosti
mnogih stomatoloskih materijala a o cemu ¢e biti rasprave u nastavku diskusije Ovi efekti su bili
direktno proporcionalni duzini kondicioniranja, $to znaci da je duzi period kondicioniranja
direktno proporcionalan izrazenijem inhibicijskom efektu. Filtrirani ekstrakt Biodentina je
ispoljavao manji inhibicijski i manji stimulacijski efekat nego ukupni ekstrakt, sto ukazuje na
bioloski zna¢aj mikrocCestica oslobodenih u toku procesa ekstrakcije. Ova razlika nije nadena kod
amalgama, sto pokazuje i mikroskopska analiza odsustva mikrocestica u ukupnom ekstraktu
amalgama. Sve to ukazuje da citotoksic¢ni efekat amalgama zavisi od oslobodenih jona metala iz
legure, sto je dobro poznat fenomen (119-121).

U skoro svim revijskim radovima se navodi da je su trikalcijum silikatni cementi, ukljué¢uju¢i MTA
i Biodentin, biokompatibilni materijalli koji ne pokazuju citotoksi¢nost in vitro i ne izazivaju
inflamacijsku reakciju kada se implantiraju bilo subkutano bilo u kostane strukture. Sa druge
strane, isti¢e se njihov stimulacijski efekat na proliferiSuce celije (141, 143, 160, 161, 163, 165,
166). Najveci broj radova se odnosi na efekat Biodentina na ¢elije zubnih struktura, pre svega
fibroblasta ili MSC izolovanih iz zubne pulpe. Jedini uporedivi rad sa nasim rezultatima, a koji se
odnosi na koris¢enje istih ciljnih c¢elija (L929), istog testa (MTT) i slicnog postupka
kondicioniranja je skoro objavljena studija od strane Ranjkesh i sar (2018) (165). Ovi autori su
ispitivali citotoksi¢nost nekoliko brzo vezuju¢ih kalcijum silikatnin cemenata, ukljucujuci
Biodentin. Cementi su kondicioniranu u DMEM kultivacionom medijumu 24 ¢asa posle
polimerizacije. Korisc¢ene su tri razli¢ite koncentracije (razblazenja 1, 1:2 i 1:4) Sto odgovara nasim
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100%, 50% i 25% koncentracijama. Citotoksi¢nost je procenjivana posle 24 ¢asa od inkubacije
¢elija. Ni jedna koncentracija eluate Biodentina nije pokazivala citotoksi¢ni efekat. Osnovna
razlika izmedu naSeg eksperimentalnog modela i modela Ranjkesh i sar. (165) se odnosila na
odnos povriine materijala prema zapremini medijuma koja je kod njih iznosila 0.5cm?/ml. Na
osnovu ovoga se moze zakljuciti da je njihov koncentrovani KM bio vise od 4 puta razblaZeniji u
odnosu na nas medijum. Takode ovi autori su filtrirali medijum koji je na taj nacin bio osloboden
mikrocCestica i nisu dodavali FCS u kondicionirani medijum, §to smo i mi nismo ¢inili, ali je
njihova kontrola takode bio DMEM medijum bez suplentacije serumom. Kada se ovako
ekstrapolirani rezultati uporede onda se zapaza da su u komparabilnim koncentracijama dobijeni
isti ne-citotoksi¢ni efekti.

Girauld i sar (2018) (164) su ispitivali efekat tri trkalcijum silikatnih cementa (Biodentin,
TheraCal, and Xeno I1ll1) na fibroblaste izolovane iz humane zubne pulpe. Cementi su
kondicionirani 20 min. nakon polimereizacije u toku 24 ¢asa. Odnos povrsine materijala u odnosu
na medijum za kondicioniranje (MEM) je bio znatno manji u odnosu na preporuke I1SO standarda
i iznosio je 0.05 cm? /mL. Fibroblasti su tretirani sa KM 4, 24 i 48 &asova. Nisu pokazali
citotoksi¢ni efekat ni jednog od ispitivanih cementa ni u jednom periodu kultivacije. Medutim,
kada su celije tretirane sa eluatima materijala u toku 3, 6 i 9 dana, pokazan je stimulacijski efekat
Biodentina na proliferaciju fibroblasta, proprcionalan duzini inkubacije, sto je uporedivo sa nasim
rezultatima. Rezultati proliferacije su bili u korelaciji sa pove¢anom produkcijom VEGF, TGF-
beta i FGF-2.

Nikfarjam i sar (229) su ispitivali efekte KM Biodentina na fibroblaste uspostavljene iz zubne
pulpe. Povrsina diskova Biodentina u odnosu na ml medijuma za kondicioniranje je iznosila u
rasponu od oko 15mm? do 73mm,? §to je znadajno manje u odnosu na nase eksperimentalne uslove.
Kondicioniranje je trajalo 4 dana, a nakon svakih 24 ¢asa medijum je zamenjivan svezim
medijumom. Sakupljeni eluati su pulovani a zatim filtirani pre koris¢enja u test sistemima. Autori
su pokazali da ni jedna koncentracija KM Biodentina nije ispoljavala citotoksi¢ni efekat.
Interesantno je da je najmanja koncentracija eluate povecavala vijabilnost fibroblasta sto nije bilo
posledica povecane proliferacije ¢elija, procenjivano na osnovu ugradnje bromodeoksiuridina.
Poggio i sar. (2015) (163) su ispitivali citotoksi¢ni efekat Biodentina na modelu misje odontogene
¢elijske linije (MDPC-23) i nisu nasli smanjenje vijabilnosti, niti znake nekroze i apoptoze. Ovi
rezultati su teSko poredivi sa nasim posto su autori koristili dvokomponentni sistem za kulturu sa
insertom kojim se proverava efekat difuzibilnih solubilnih produkata. Koli¢ina nanetog materijala
na membranu umetka (inserta) je iznosila 300 mikrolitara a zapremina medijuma je iznosila 1 ml.
Celije su kultivisane u toku 24, 48 i 72 ¢asa. Promena u vijabilnosti nije detektovana ni u jednom
od ispitivanih vremenskih termina. Na 3D modelu iste Celijske linije Perard i sar (166) nisu nasli
promene u vijabilnosti ¢elija. Vijabilnost je inace procenjivana na osnovu aktivnosti alkalne
fosfataze kada su 3D sfere kultivisali sa filtriranim eluatom Biodentina, pripremljenog od svezeg
Biodentina pri kultivaciji od 24 &asa (0.5cm?ml). Odsustvo bitnijeg efekta Biodentina na
citotoksi¢nost i proliferaciju humanih SHED mati¢nih Celija su pokazali Araujo i sar. 2018 (167).
Medutim, njihov protokol pripreme KM Biodentina se razlikovao od dosadasnjih. Naime oni su
sveze pripremljem cement kultivisali u medijumu za kulturu ovog tipa MSC (alpha-MEM
medijum sa dodatkom 10% FCS) u koncentraciji 1 mg/mL. Kondicioniranje je trajalo samo 1 sat
na 37°C a zatim su eluati filtirani. SHED celije su inkubirane 1, 3, 5 i 7 dana. Vijabilnost je
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procenjivana pomo¢u MTT testa a proliferacija merenjem ukupnih proteina u ¢elijama nakon
kultivacije.

Attik i1 saradnici (168) su pripremili talog (pelet) od Biodentina na taj nacin §to Su sveze
polimerizovani cement kultivisali u medijumu za ¢elijske kulture. KM Biodentina su centrifugirali,
odlili supernatant a na talogu su kultivisali osteoblastnu ¢elijsku liniju (MG63). Inkubacija ¢elija
na mikro¢esticama Biodentina je trajala do 5 dana. Autori su pokazali da Biodentin ispoljava blagi
inhibicijski efekat na vijabilnost ¢elija koji je iznosio oko 23% posle 5 dana kultivacije. Medutim,
na osnovu I1SO standard za citotoksi¢nost (ISO 10993-5) (162), ovaj stepen smanjenja vijabilnosti
se ne smatra citotoksi¢nim efektom.

Kao $to se moglo zakljuciti iz prethodnih publikacija, najveci broj eksperimenata u kojima nije
detektovana citotoksi¢nost Biodentina je pokazana sa filtriranim KM a inicijalne koli¢ine
Biodentina su bile oko 5 do 20 puta manje od nasih i zbog toga ovi radovi mogu biti uporedivi sa
najnizim koncentracijama filtriranog B-KM, a koji u nasim eksperimentalnim uslovima nisu imale
citotoksi¢ni efekat niti su bitnije menjali proliferaciju L929 ¢elija.

Medutim, nekoliko radova govori o citotoksi¢nom efektu Biodentina. U tom kontekstu rezultati
u vidu stepen disocijacije sveze pripremljenog Biodentina tokom kondicioniranja. Naime ovi
autori su resuspendovali prah polimerizovanog Biodentina u medijum za kulturu ¢éelija. Pokazali
su da je Biodentin u koncentraciji od 20 mg/ml potpuno citotoksi¢an za MSC iz humanog
periodontnog ligamenta. Deset puta manja koncentracija (2 mg/ml) nije pokazivala citotoksi¢nost.
Zou et al., 2013 (168) su ispitivali biokompatibilnost tri materijala za opturaciju kanala korena
zuba, ukljucujuéi i Biodentin, na humanim gingivalnim fibroblastima, tako $to su materijale
kondicionirali 24 ¢asa u DMEM medijumu. Odnos povrsine materijala u odnosu na zapreminu
medijuma je iznosio 250 mm? / mL, $to priblizno odgovara nasim uslovima. Autori su pokazali
smanjenje vijabilnosti ¢elija ali i stimulaciju proliferacije posle 7 dana, kada su ¢elije kultivisane
na diskovima Biodentina. Kada su dentalne MSC iz zubne pulpe kultivisane na diskovima
Biodentina, njihova vijabilnost posle 3 dana, procenjivana MTT testom, je bila smanjena za vise
od 70%. Pre postavljanja ¢elija diskovi materijala su suseni 48 casova. Nazalost, iz ovog rada se
ne vidi koliki je bio odnos povrsine Biodentina u odnosu na zapreminu medijuma pa i rezultati
koji su dobijeni nisu uporedivi sa nasim.

Mehanizmi citotoksi¢nosti Biodentina nisu dovoljno prou¢eni. Na osnovu ekstrapolacije rezultata
iz drugih studija mose Se pretpostaviti da je citotoksi¢nost izazvana toksi¢nim delovanjem visoke
koncentracije kalcijumovih jona, promene u jonskoj aktivnosti ili prisustvu drugih toksi¢nih
komponenti u B-KM. Pojedini autori veliki znacaj pridaju baznom pH (169, 230, 231). To nije bio
slucaj U nasem eksperimentu posto smo bazni pH B-KM podesavali na fizioloski pH od 7.4. U
ovim citopatogenetskim mehanizmima znacaj imaju i mikrocestice koje su oslobodene iz
materijala tokom kondicioniranja i direktne interakcije Cestica sa celijama, §to je vazno U
dizajniranju daljih istrazivanja. Zbog toga su u ovom kontekstu znac¢ajni rezultati rastvorljivosti
Biodentina u vodi i bioloskim medijumima.

Nekoliko radova se bavi rastvorljivos¢u Biodentina. Kaup i sar. (198) su ispitivali rastvorljivost
ProRoot MTA i Biodentina u vodi i fosfatnom puferu (PBS). Rastvorljivost je odredivana posle
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24 Casa, 3 dana i 28. dana. Pre imerzije u vodu odnosno PBS, materijali su nakon pripreme prema
uputstvu proizvodaca inkubirani 24 ¢asa u inkubatoru na 37°C. Interesantno je da je zapremina
teCnosti bila nesrazmerno ve¢a u odnosu na na$ postupak kondicioniranja i iznosila je 160 ml.
Rezultati, gubitka mase materijala su pokazali da je rastvorljivost Biodentina posle 24 ¢asa iznosila
2.64%, posle 3 dana 3.70% a posle 28 dana 4.61%. Ovi rezultati su u saglasnosti sa 1SO-6876:2001
standardom (232) koji propisuje da rastvorljivost materijala posle 24 ¢asa u vodi treba da bude
manja od 3%. Kada je kondicioniranje vrseno u PBS-u dobijeni su drugaciji rezultati. Osnovna
razlika je Sto se u rastvoru pojavljivao belicast talog koji je identifikovan kao kalcijum
hidroksiapatit. Interesantno je da je rastvorljivost Biodentina u PBS-u posle 24 ¢asa bila veca i
iznosila je 3.4% a posle 28 dana manja, najverovatnije zbog deponovanja kalcijum hidroksiapatita
na Biodentin. Kumari i sar 2018 (199) su primenili slican metod kondicioniranja Biodentina u
dejonizovanoj vodi u manjoj zapremini (10 ml) i pokazali da solubilnost Biodentina posle 24 ¢asa
iznosi 1.97%, posle 3 dana 2.13% a posle 60 dana 5.50%. Koriste¢i identi¢an postupak, Sing i sar.,
2015, (233) su pokazali da je solubilnost Biodentina posle 24 casa bila 2.74% a posle 60 dana
solubilnost je bila 6.86%. Solubilnost Biodentina se povecava u kiseloj sredini (234).

Mi smo u nasim eksperimentima takode pokazali prisustvo belicastog taloga sastavljenog od
morfoloski razlicitih ¢estica Biodentina. Koli¢ina taloga (mikrocestica) je bila veca, posebno kada
je kondicioniran sveze napravljen Biodentin i ona je bila srazmerna vremenskom periodu
kondicioniranja. Veca rastvorljivost je svakako posledica toga $to je sveze pripremljen Biodentin,
zbog verovatno nepotpunog otvrdnjavanja, skloniji razgradnji. Medutim, u obzir treba uzeti i druge
parametre, kao sto su kompleksniji sastav medijuma u odnosu na vodu ili PBS ali i u pogledu
razlike odnosu mase materijala i zapremine medijuma. Od znacaja mogu verovatno biti i razlike u
samoj inicijalnoj pripremi materijala.

Na$§ komparativni materijal, amalgam, je u visim koncentracijama A-KM pokazivao smanjenje
vijabilnosti L929 celija kao posledica nekroze ¢elija i dodatne inhibicije ¢elijske proliferacije, sto
je u saglasnosti sa do sada objavljenim brojnim rezultatima o citotoksi¢nosti amalgama. Medutim,
na nase iznenadenje, citotoksi¢ni efekat koncentrovanog A-KM je bio statisticki znac¢ajno manji u
odnosu na koncentrovani B-KM, a ova razlika se moze objasniti veCom solubilno$¢u Biodentina.
Takode, za razliku od Biodentina, amalgam nije pokazivao stimulacijski efekat na proliferaciju
L929 ¢elija.

Citotoksi¢ni efekti amalgama su najvise radeni sedamdesetih i osamdesetih godina proslog veka i
na ovu temu je napisano vise stotina radova. Pre uvodenja MTT testa citotoksi¢nost je procenjivana
na osnovu broja c¢elija, testa oslobadanja radioaktivnog Cr, testa ugradnje radioaktivnog timidina,
agar- i filter difuzionih eseja i brojnih drugih metoda koje skoro da danas vise nisu u upotrebi
obzirom da su teske za statisticku evaluaciju i komparaciju rezultata (235). Od mnogobrojnih
publikacija mi smo odabrali neke radove i istrazivanja koja mogu biti uporediva sa nasim (236).
Najvec¢i problem u komparaciji tih publikacija se odnosi na razli¢itost pripreme ekstrakata
amalgama i sastava amalgama. Nas amalgam se osim zive sastoji od Cu, Ag i Sn, a ne sadrzi Zn.
Ove ¢injenice Su vrlo znacajne jer rezultati dosadasnjih istrazivanja pokazuju da joni Zn koji se
oslobadaju iz amalgama u toku procesa korozije imaju najveci citotoksic¢ni efekat (237). U skladu
sa ovim nalazima isti autori su pokazali da je Cu takode citotoksican, ali da nisu nasli razlike u
citotoksi¢nosti amalgama koji sadrzi veé¢i procenat Cu u odnosu na amlgame sa nizim procentom
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Cu. Takode, za razliku od manjih koncentracija Se, visoke koncentracije dodate u amalgam
povecéavaju njegovu citotoksi¢nost.

Citotoksi¢nost amalgama se smanjuje sa protokom vremena od pripreme materijala, $to su
pokazali i drugi autori (238) a takode smo i mi potvrdili u ovoj studiji analiziraju¢i efekte A-KM
pripremljenog od otvrdnutog amalgama. Ovaj efekat se objasnjava povecanom oksidacijom
povrsine amalgama koja povecava njegovu korozivnu otpornost i pospesuje dalju amalgamizaciju.
Za razliku od nasih rezultata, studija Klein i sar.1995 (239), nije pokazala citotoksié¢ni efekat KM
pripremljenog od otvrdnutog amalgama na L929 ¢elijama, niti smanjenje ¢elijske proliferacije, na
osnovu MTT testa i inkorporacije bromodeoksiuridina.

Za razliku od jona Zn i Cu, joni Hg i Ag pokazuju umerenu citotoksi¢nost, dok je Sn
necitotoksi¢an. Sta vise dodavanje Sn moze da smanji citotoksi¢nost nekih amalgama. Amalgam
koji smo Koristili u nasoj studiji ne sadrzi Zn, pa se moze pretpostaviti da se citotoksi¢nost pripisuje
sinergistickom dejstvu Cu, Hg i Ag jona koji se oslobadaju u medijumu za ¢éelijske kulture ili druge
bioloske te¢nosti (240). Najveca debata koja se u javnosti vodi povodom citotoksi¢nosti amalgama
je pre svega usmerena na Hg, kao dominantnu komponentu amalgama. Uprkos nastojanju da se
dokaze da je hroni¢na ekspozicija jonima Hg Kkoji se oslobadaju u dugom vremenskom periodu iz
amalgamskih restauracija Stetna po zdravlje, to ipak nije dokazano u mnogim studijama, pa se
postavlja pitanje koliko je zabrana upotrebe amalgama u stomatologiji u nekim zemljama politi¢ko
pitanje a ne pitanje struke (241).

U svakom slucaju koli¢ina amalgama koja se aplikuje u kanal korena zuba u toku retrogradnog
punjenja je zanemarljivo mala u odnosu koli¢inu amalgama koja se koristi kod zubnih restauracija.

5.2. Eksperimentalna studija: Modulacija produkcije citokina u kulturi

Kao sto je u uvodnom delu ovog rada definisano i u okviru rezultata klinicke studije vise puta
naglaseno, apikotomija je relativno ¢esta hirurska procedura koja se primenjuje za uklanjanje PL
kada je konvencionalni endodontski postupak lecenja ili reintervencije bio neuspesan (1, 103).
Retrogradno punjenje kanala korena zuba je sastavni deo endodontske hirurske procedure i u tom
kontekstu mi smo po prvi put u okviru randomizovane klinicke studije pokazali da je Biodentin
efikasan trikalcijum silikatni cement za ovu namenu, sto su uostalom pokazali i dosadasnji prikazi
slu¢ajeva U stomatoloskoj literaturi (150-152). Na osnovu ovih rezultata u naSoj studiji je
postavljeno nau¢no pitanje da li i kako Biodentin utice na procese inflamacije i imunske procese
koji su od klju¢ne vasnosti U zarastanju PL. Poznato je da hirurski tretman kojim se odstranjuju
PL predstavlja ozbiljnu traumu periapeksnog tkiva. Nakon toga dolazi do reparacije lezije, koja je
dugotrajan proces i obi¢no se zavrsava tek posle godinu dana (219, 221).

Zarastanje najpre prolazi kroz fazu zapaljenja koja je pracena nakupljanjem inflamacijskih ¢elija
sa ciljem da se ukloni nekroticni debris i omoguce procesi regeneracije mekih tkiva
(periodontalnog ligamenta) i kostanih struktura. Zarastanje mekotkivnih i kostanih struktura je
uzajamno sinhronizovan proces (242). Histoloske analize inflamacije u okviru procesa zarastanja
pokazuju da su u periapeksnom tkivu prisutne svi tipovi inflamacijskih ¢elija koje se vidaju i kod
PL (neutrofili, makrofagi, limfociti). Broj inflamacijskih celija je znacajno veéi ako je faza
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inflamacije produzena iz razli¢itih razloga i tada predominiraju mononuklearne ¢elije (makrofagi,
T i B limfociti) u odnosu na polimorfonukleare (243). Najznacajniji razlog produzene inflamacije
je nepotpun uspeh hirur§kog leCenja, najces¢e zbog nepotpune opturacije kanala korena zuba.
Medutim, produzenoj inflamaciji, pa i formiranju novih PL mogu doprineti i materijali za
retrogradno punjenje. Delovi materijala mogu biti utisnuti u periapeksno tkivo jatrogeno u toku
punjenja Sto se cesto desava kod koriS¢enja amalgama i takve Cestice mogu prouzrokovati
dugotrajnu zapaljensku reakciju po tipu reakcije na strano telo (235). Od ne manjeg zna¢aja mogu
biti citotoksicni produkti koji se iz materijala oslobadaju a 0 ¢emu ima relativno malo podataka.
Najvise rezultata vezanih za ovaj problem je dobijeno iz eksperimentalnih modela na Zivotinjama,
pri cemu su najvredniji rezultati analize tkiva nakon direktne implantacije materijala u periapeksno
tkivo ili nakon punjenja kanala zuba (242).

Ovakva istrazivanja nije moguce sprovoditi na ljudima, zbog ¢ega se moraju traziti pogodni in
vitro modeli. U ovom kontekstu mi smo odabrali originalan model da ekstrakt Biodentina ispitamo
na ¢elijama izolovanih iz PL. Ovaj model koji je uspostavljen u Institutu za medicinska istrazivanja
pre vise godina omogucava razliite vrSte studija a posebno je pogodan za ispitivanje
modulacijskih efekata stomatoloskih materijala na produkciju citokina koji su od klju¢nog znacéaja
za inflamaciju, imunski odgovor i reparaciju kostanog sistema (20, 25, 73, 92, 244). Zato smo
dizajnirali model kultivacije ¢elija izolovanih iz PL sa ukupnim kondicioniranim medijumom
Biodentina. Shodno konceptu klinicke studije i studije citokompatibilnosti kontrolu su ¢inile
kulture sa KM pripremljenim od amalgama.

Pre nego smo napravili dizajn imunoloskih istrazivanja bilo je neophodno da ispitamo
citotoksi¢nost KM ovih materijala kako bismo u studiju ukljucili necitotoksi¢ne koncentracije
ekstrakata. Bez obzira na prethodne rezultate citotoksi¢nosti na L929 celijama, ovaj deo
istrazivanja je bio nuzan jer odgovor PL celija, koji je dominantno sadrzao mesavinu infiltrusuéih
inflamacijskih ¢elija u razli¢itom odnosu i koje nemaju proliferativna svojstva u kulturi, je mogao
biti drugaciji u odnosu na L929 ¢elije koje su spontano proliferisuce ¢celije. Kao i u prethodnom
eksperimentu, za procenu citotoksi¢nosti koristili smo MTT test, koji se inace Siroko koristi u
istrazivanjima citotoksi¢nog potencijala dentalnih materijala, ukljucujudi i trikalcijum silikatne
cemente (165, 245).

Pokazali smo da nerazblazeni (100%) i 75% B-KM izazivaju izrazito smanjenje metabolicke
aktivnosti PL ¢elijau MTT testu, 50% B-KM dovodi do umerene redukcije metabolicke aktivnosti,
dok koncentracije od 25% i manje bitnije ne menjaju metaboli¢ku aktivnost PL ¢elija. Redukcija
MTT aktivnosti je posledica smanjenja vijabilnosti PL c¢elija obzirom da se radi o ne-
proliferiSu¢im c¢elijama. Zbog toga je rezultat ovog testa istovremeno i pokazatelj stepena
citotoksi¢nosti Biodentina. Na osnovu poredenja sa efektom amalgama u istom testu, zaklju¢eno
je da su citotoksi¢nost ispoljavale samo koncentracije od 100% i 75% A-KM, dok koncentracije
od 50% i manje nisu bile citotoksicne.

Ispitivanjem mehanizama citotoksi¢nosti pokazali smo da koncentrovani B-KM indukuje
primarno nekrozu, dok koncentracije od 75% i 50% B-KM kao i obe citotoksi¢ne koncentracije
A-KM indukuju primarno apoptozu PL c¢elija. Razlicit tip ¢elijske smrti, koji zavisi od doze, nije
redak fenomen. Istakli bismo sli¢ne rezultate iz objavljene studije ispitivanja kondicioniranog
medijuma Cu legure, gde su veée koncentracije ekstrakta izazivale nekrozu a manje koncentracije
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apoptozu (246). Jedno od objasnjenja ovog fenomena je da vece koncentracije toksi¢nih
komponenti u eluatu materijala blokiraju stvaranje ATP u mitohondrijama koji se odvija
glikolitickim putem. Kada su koncentracije toksi¢énih komponenti manje stvaranje ATP nije u
potpunosti blokirano, ali koncentracije ATP nisu dovoljne da inhibiraju procese programirane
¢elijske smrti, tj apoptoze (247).

Do sada nisu radena ispitivanja o efektima Biodentina i amalgama na PL ¢elije u kulturi pa ni na
efekte drugih inflamacijskih ¢elija zbog cega je tesko nase konkretne rezultate uporedivati u
spomenutom kontekstu. U prethodnom odeljku detaljno su komentarisani efekti ovih materijala na
drugim ¢elijama pa se grubo moze izvesti zakljucak da se radi o sliénim mehanizmima. Kada su u
pitanju PL celije, treba naglasiti da su one kratkozivecée ¢elije i zbog toga je njihova spontana
apoptoza u kulturi velika, posebno granulocita i makrofaga (248), sto su potvrdili i nasi rezultati a
Sto nije konkretno prikazano u ovom radu ve¢ u posebnoj publikaciji (Erakovi¢ i sar. International
Endodontic Journal, 2020 in press).

Kljuéni i u potpunosti originalni rezultati ovog dela eksperimentalne studije se odnosio na efekte
ne-citotoksi¢nih koncentracija kondicioniranih medijuma Biodentina i amalgama na produkciju
citokina od strane PL ¢elija. Odabrali smo po dve koncentracije KM od kojih veca predstavlja prvu
ne-citotoksi¢nu koncentraciju odabranog na osnovu MTT testa (25% B-KM i 50% A-KM) a druge
su dvostruko manje.

Na osnovu analize pro-inflamacijskih citokina i hemokina (IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-8 i MCP-1)
pokazali smo da oba KM inhibiraju njihovu produkciju na dozno zavisan nac¢in. Efekat amalgama
je bio izrazeniji ali rezultati dobijenih primenom veéih koncentracija KM ne mogu biti u potpunosti
uporedivi jer su koncentracije bile razli¢ite. Medutim, kada se uporede ekvivalentne koncentracije
KM (25%) razlike nisu bile statisticki znacajne.

IL-1B i TNF-0, koje produkuju razli¢ite inflamacijske i stromalne ¢elije u PL, su predstavnici
osnovnih pro-inflamacijskih citokina. Poseduju brojne funkcije koje se na nivou patofiziologije
PL mogu sistematizovati u nekoliko najvaznijih aktivnosti povezanih sa procesima akutne i
hroni¢ne inflamacije. Najznacajnije funkcije su stimulacija mobilizacije granulocita, monocita, T
i B limfocita u periapeksno tkivo, aktivacija fagocitoze, pospesivanje ekspresije hemokina,
hemokinskih receptora, citokina, adhezionih molekula i drugih bioloskih medijatora koju su
ukljuceni u kompleksne zapaljenske procese i osteoliticke mehanizme (249).

IL-8 je klju¢ni hemoatraktant za neutrofilne granulocite (250), dok MCP-1 ispoljava istu funkciju
mobilizacijom monocita (251). IL-6 je dominantno pro-inflamacijski citokin i stimulator akutno-
faznog odgovora, ali moze, pod izvesnim uslovima, da ispoljava i suprotne anti-inflamacijske
efekte (252). Nasi rezultati pokazuju da je od svih pro-inflamacijskih citokina, produkcija 1L-6 od
strane PL ¢elija pod uticajem Biodentina bila najvise smanjena. Suprotno nasim rezultatima,
rezultati koji su dobijeni na fibroblastima iz pulpe, su pokazali da ekstrakt Biodentina stimulise
produkciju 1L-6 (253). Razlike se mogu traziti u razlici u ciljnim ¢elijama, razli¢itim
koncentracijama eluate Biodentina i duzine ¢elijske inkubacije. Sa druge strane, funkcije IL-6 kod
fibroblasta nisu iste kao $to su u okviru inflamacije. U ovom kontekstu, nalaz Giraud-a i sar. (253)
da osim povecane produkcije IL-6, ekstrakt Biodentina takode dovodi do povecanja produkcije
fibroblastnog faktora rasta-2 (FGF-2), vaskularnog endotelnog faktora (VGF) i TGF-B, klju¢nih
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citokina koji pospeSuju zarastanje pulpe. Suprotni rezultati su dobijeni i na modelu
eksperimentalne PL u pacova, da Biodentin u inicijalnoj fazi stimuliSe zapaljenske procese u
periapeksnom tkivu (254).

Ovi rezultati se mogu povezati sa inicijalnim citotoksi¢nim efektima Biodentina. U kasnijem
periodu (od 7. do 60. dana nakon implantacije) ekspresija IL-6 se smanjuje §to je praceno
povecanjem proliferacije fibroblasta i osteoblasta. Ocito da se uzro¢no posledi¢ne veze izmedu
ovih fenomena ne mogu jasno iskristalisati obzirom da su u procese regeneracije periapeksnog
tkiva ukljuceni drugi biomolekuli pa tek treba dokazati da li je smanjenje produkcije IL-6 direktan
ili indirektan fenomen. Nasi rezultati su takode suprotni sa rezultatima objavljenim od strane
Corral Nufiez i saradnika (255) koji nisu pokazali modulaciju produkcije IL-1p i IL-6 od strane
3T3 misjih fibroblasta, kultivisanih direktno na diskovima Biodentina. Ocito da razlike mogu
poticati od razli¢ite metodologije i razli¢itih ciljnih ¢elija kao i vremena merenja produkcije ovih
citokina.

Podaci da necitotoksi¢ne koncentracije A-KM takode inhibiraju produkciju pro-inflamacijskih
citokina od strane PL ¢elija je bio neoc¢ekivani fenomen, posto najveéi broj publikovanih radova
na drugim modelima sa amalgamom pokazuju suprotne rezultate. Tako je na primer pokazano da
Cestice amalgama koje dospeju u periapeksno tkivo u toku endodontskog hirurskog zahvata mogu
uzrokovati hroni¢ne zapaljenske promene po tipu PL (256). Sli¢no je pokazano da amalgam moze
dovesti do zapaljenskih promena u zubnoj pulpi koje su prolazne i vremenom se smanjuju (257).
Dobijene razlike u efektima amalgama se mogu objasniti razlikama u eksperimentalnom pristupu.
Pro-inflamacijski efekti zabelezeni u drugim studijama, suprotno efektima pokazanih u nasem
radu, se mogu tumaciti toksi¢nim efektima visokih koncentracija jona oslobodenih iz amalgama,
koji mogu indukovati zapaljenske procese. Takva pretpostavka se moze ekstrapolirati i na in vivo
uslove, gde se moze ocekivati da nakon retrogradnog punjenja kanala korena oslobodene
mikroCestice amalgama mogu podsta¢i inflamacijske procese u obliznjem tkivu koje je sa
materijalom u direkthom kontaktu. Medutim, vremenom ovaj proces oslobadanja citotoksi¢nih
jona slabi pa mogu nadvladati povoljni anti-inflamacijski efekti (258). Suprotno ovim
istrazivanjima, mi smo koristili ne-citotoksi¢ne doze ekstrakta amalgama koji su ispoljili anti-
inflamacijske efekte. Neretko su efekti nizih koncentracija nekih supstanci maskirani kada
nadvladaju suprotni efekti visokih koncentracija. Treba naglasiti da bi koris¢enje visokih
koncentracija KM kako amalgama tako i Biodentina u nasem modelu bilo beskorisno za
proucavanje modulacijskih efekata ovih ekstrakata zbog indukcije smrti PL ¢elija, pri ¢emu bi neki
preformisani citokini mogli i pasivno da se oslobadaju iz mrtvih ¢elija.

Osim anti-inflamacijskih svojstava ekstrakata oba materijala, pokazali smo da B-KM ispoljava
znacajna imunomodulacijska svojstva, od kojih su najznacajnija stimulacija produkcije Th2
citokina (IL-4, IL-51 IL-33) i IL-10. lako IL-33 nije tipi¢an Th2 citokin, mi smo ga svrstali u ovu
grupu zato sto je receptor za koji se on veze prvo detektovan na Th2 ¢elijama. Kao Sto je istaknuto
u Uvodu ekspresija Th2 citokina u PL je pokazana u vise publikacija (20, 71, 92, 101, 244). Th2
¢elije imaju dominantnu ulogu u humoralnom imunskom odgovoru, posebno u sintezi IgE i 1IgG4,
a pretpostavlja se da humoralni imunski odgovor karakterise kasniju fazu razvoja PL kada su
zapaljenski procesi u regresiji. (20, 259). Zajedno sa dokazanim ulogama IL-4 i IL-13, kao anti-
inflamacijskih citokina, moze se zakljuciti da Biodentin smanjuje zapaljenske reakcije ne samo
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delujué¢i na produkciju pro-inflamacijskih citokina od strane celija urodene imunosti vec¢ i
posredstvom Th odgovora.

Ekspresija IL-33 je pokazana u PL in situ (260) a takode i u kulturama PL ¢elija in vitro (92). IL-
33, koji se naziva i alarmin, pripada IL-1 porodici citokina i po strukturi je sli¢an 1L-18 i IL-1.
SintetiSu ga brojne ¢elije u obliku bioloski inaktivnog prekursora koji delovanjem kaspaze-1 biva
sekretovan u obliku zrele forme. Kada se veze za specifi¢an receptor ST2, koji je ispoljen
prvenstveno na tkivnim rezidentnim imunskim ¢elijama (mastociti, tip 2 prirodne limfoidne celije,
regulatorne T ¢elije), Th1 i Th2 ¢elijama i citotoksi¢nim limfocitima, aktiviraju se signalni putevi
slicni onima koje koristi IL-1p. Odgovor zavisi od tipa ¢elije na kojoj je ispoljen ST2 receptor. IL-
33 jeispoljen i kao nuklearni faktor u aktiviranim endotelnim ¢elijama postkapilarnih venula. Kao
Sto je naglaSeno ovaj citokin je incijalno detektovan u modelima stimulacije Th2 odgovora, pre
svega kod alergijskih bolesti. Medutim, kasnije je pokazano da je IL-33 snazan imunomodulator
sa razli¢itim aktivnostima kako na Th2, tako i na Thl i T regulatorni imunski odgovor. Ukljucen
je u patogenezu alergijskih bolesti, fibroze, infektivnih i hroni¢nih inflamacijskih bolesti (79).

Balans izmedu Thl i Th2 ¢elija je ve¢ dugo poznat fenomen. Na osnovu ¢injenice da Thl i Th2
citokini medusobno inhibiraju jedni druge moglo se o¢ekivati da ¢e ekstrakt Biodentina stimuliSuci
Th2 odgovor inhibirati Thl ali se na osnovu nivoa IFN-y i IL-12, klju¢nog citokina antigen-
prezentujucih cCelija koji stimulise produkciju IFN-y, to nije pokazalo kao ta¢na pretpostavka.
Uloga Th1l ¢elija u patogenezi i dalje ostaje nejasna. lako brojne studije sugerisu njegovu pro-
inflamacijsku ulogu, podaci na modelima miseva sa delecijom IFN-y su pokazali suprotnu ulogu
(20, 65, 71, 244). Treba napomenuti da su nivoi i IFN-y i IL-12 u naSim istrazivanjima bili relativno
niski zbog ¢ega su za sagledavanje efekta Biodentina na Th1 odgovor neophodni bolji modeli.

Regulatorne T ¢elija su osnovna populacija koja primarno inhibira imunski odgovor i inflamaciju.
Ove efekte najvise ostvaruje posredstvom produkcije dva klju¢na imunoregulacijska citokina, IL-
10 i TGF-p. Ekspresija oba citokina je pokazana u PL u vise publikacija (82, 95, 101). Nasi podaci
pokazuju povecanu produkciju IL-10 u supernatantima PL ¢elijskih kultura stimulisanih B-KM,
Sto je jo§ jedna potvrda povoljnog efekta Biodentina na smanjenje imunskog odgovora i
inflamacije a time i povoljnog toka na procese reparacije periapeksnog tkiva nakon apikotomije.
Do sada nisu objavljeni sli¢ni rezultati. Dve studije su pokazale da Biodentin povecava ekspresiju
TGF-pB od strane fibroblasta pulpe zuba (164, 261), sto je jos jedan od mehanizama kojim ovaj
trikalcijum silikatni cement utice na supresiju inflamacije i podstice zarastanje PL.

Imajuéi u vidu poznati koncept inflamacije i citokinske mreze u kojoj porodica Th 17 citokina ima
znacajnu pro-inflamacijsku ulogu, o¢ekivali smo da ¢e B-KM dovesti do smanjenja nivoa IL-17A
i 1L-23, citokina koji stimulise proliferaciju i efektorske funkcije Thl7 celija (262). Medutim,
dobili smo suprotan nalaz da B-KM dovodi do poveéanja nivoa IL-17A a da bitnije ne menja nivo
IL-23. Poznato je da je IL-17 uklju¢en u patogenezu PL putem multiplih mehanizama,
prevashodno stimulacijom inflamacije, egzacerbacije PL i osteolize (84, 85, 263). Obzirom da je
IL-17A ukljucen u odbranu od ekstracelularnih bakterija (264), moglo bi se pretpostaviti da
Biodentin, povecanjem produkcije IL-17 takode dodatano doprinosi povoljnom anti-mikrobskom
efektu u PL. Medutim, ovu pretpostavku tek treba proveravati obzirom da je koncentracija IL-17A
u supernatantima kultura PL ¢elija bila relativno mala.
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Kada se uporede efekti Biodentina i amalgama na produkciju Th citokina moze se uoditi Klju¢na
razlika da A-KM ne menja produkciju ni jednog od ispitivanih citokina. Do sada nije objavljena
ni jedna studija koja se odnosi na efekte amalgama na citokinsku mrezu. Mozda je najrelevantniji
rad koji bi mogao biti uporediv sa nasim rezultatima onaj koji su objavili Shendle i sar (265).
Autori su ispitivali efekte dentalnog amalgama na produkciju citokina u kulturama humanih
mononuklearnih celija iz periferne krvi zdravih dobrovoljaca u prisustvu sveze pripremljenog
amalgama, otvrdnutog amalgama ili A-KM. Kulture su stimulisali sa LPS-om, fitohemaglutininom
ili stafilokoknim enterotoksinom. Pokazano je da sveze pripremljen amalgam i A-KM smanjuju
produkciju IFN-y i IL-10, uz istovremeno povecéanje produkcije TNF-a. Sa druge strane, nije bilo
efekta na nivoe IL-2, IL-6, i granulocitno-makrofagni faktor stimulacije kolonija. Amalgam, koji
je testiran 6 nedelja od pripreme nije bitnije uticao ni na jedan od ispitivanih citokina. Autori su
proveravali 1 koji bi od metalnih jona koji se oslobadaju iz amalgama mogli imati uticaj na
produkciju citokina. U A-KM su detektovali jone Cu2+, Hg2+, i Sn2+, pa su soli ovih metala
dodavali u kulture. Pokazali su da Cu2+ i Hg2+ smanjuju nivoe IFN-y i IL-10, joni Hg2+
povecavaju koncentraciju TNF-a, dok joni Sn2+ nisu ispoljavali modulacijski efekat. Kada
poredimo efekat TNF-a (smanjenje produkcije u naSoj studiji, povecanje produkcije u studiji
Shendle i sar) mogu se izvuci i neke pretpostavke koje bi ove razlike mogle objasniti. Prvo radi se
0 drugom modelu (nestimulisane inflamacijske PL ¢elije) u odnosu na aktivisane mononuklearne
¢elije iz krvi. Druga razlika se odnosi na koncentraciju A-KM (u nasoj studiji najmanje dvostruko
razblazen, u njihovoj koncentrovan). Treca razlika je povezana sa razli¢itim odnosom mase
amalgama u odnosu na zapreminu medijuma (u nasoj studiji 0.2g/ml a u njihovoj 1.92g/ml). |
poslednja razlika se odnosi na vreme kultivacije ¢elija (24 ¢asa u nasoj studiji, 48 ¢asova u studiji
Shendle i sar.).

Neke studije, koje mogu delimi¢no biti komparabilne sa nasom, su se bavile efektima amalgama
in vivo ili efektima Zive, kljuéne komponente amalgama. U tom kontekstu Soleo et al. (266) su
pokazali povecanje broja CD4+ celija u perifernoj krvi kod pacijenata sa amalgamskim
restauracijama uz istovremeno smanjenje nivoa IL-8 u serumu. Podzimek i sar. (267) su ispitivali
produkciju citokina (IL-1pB, IL-4, IL-6, TNF-a i IFN-y) od strane humanih limfocita u kulturama
tretiranih solima Zive i nasli pove¢anu produkciju TNF-o i IFN-y. Ilday i sar (268) su u okviru
klinicke studije pokazali poboljsanje periodontalnog nalaza kod pacijenata posle uklanjanja
amalgama iz zuba ali objektivno klini¢cko poboljsanje nije koreliralo sa promenama nivoa IL-6,
IL-8 i TNF-a u gingivalnoj sulkusnoj te¢nosti. Ovi nalazi su u suprotnosti sa nalazima druge
studije, koncipirane na isti nacin, u kojoj je pokazano smanjenje nivoa IFN-y u Kkrvi nakon
uklanjanja amalgama iz zuba, $to bi moglo da ukazuje da amalgam moze da stimulise Th1 odgovor
kod pacijenata (269).

Znacajan deo nacih rezultata se odnosio na modulacijski efekat Biodentina na promenu balansa
RANKL/OPG, pri ¢emu je pokazan njegov uticaj na osteoprotektivne procese, a sto nije nadeno
kod amalgama. Poveéanje odnosa RANKL/OPG pod uticajem B-KM je bilo na racun smanjenja
nivoa RANKL u kulturama PL ¢elija a bez bitnije promene u nivou OPG. RANKL je inicijalno
otkriven kao membranski ligand koji vezivanjem za RANK dovodi do diferencijacije osteoklasta
i aktivacije njihovih osteolitickih mehanizama. RANK je ispoljen na membrani monocita i
makrofaga kao i na prekursorima osteoklasta. Kasnija istrazivanja su pokazala da se RANKL
nalazi i u sekretornoj formi i da ga produkuju osteoblasti, fibroblasti, makrofagi, kao i aktivisani
T i B limfociti (270). Delovanje RANKL spre¢ava OPG koji je njegov prirodni inhibitor. OPG je
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ispoljen na pojedinim epitelnim ¢elijama, endotelnim ¢elijama i pojedinim limfoidnim ¢elijama
(271). Zastupljenost ovih ¢elija je relativno mala u populaciji PL ¢elija pa je to i razlog sto su
koncentracije OPG niske kao $to smo to i ranije pokazali (92).

Efekat Biodentina na smanjenje produkcije RANKL od strane PL ¢elija moze biti direktan ili
indirektan. Indirektan efekat je uglavnom posredovan delovanjem drugih citokina. Ranije je
pokazano da TNF -a stimuliSe osteoklaste tako $to povecava ekspresiju RANKL u makrofagama
I stromalnim celijama (272). Zhang i sar. (273) su pre toga pokazali postojanje jos jednog
mehanizma delovanja TNF -a na RANKL, koji se pre svega odnosi na interferenciju sa signalnim
putevima ukljucenih u njegovu aktivaciju. Nasuprot tome, IL-4 direktno sprecava diferencijaciju
osteoklasta iz njihovih prekursora posredstvom STAT 6 (engl. signal transducer and activator of
transcription) signalnog puta. Osim toga, IL-4 smanjuje ekspresiju RANK i povecava ekspresiju
OPG u osteoblastima (274). IL-10 i TGF-B inhibiraju produkciju RANKL i povecavaju produkciju
OPG (275). IL-10 direktno inhibira osteoliticke procese tako S$to blokira signalne puteve
posredovane NFATCc1, c-Fos and c-Jun, koje inac¢e indukuje RANKL u osteoklastima i njihovim
prekursorima (276). Na osnovu ovih nalaza moze se pretpostaviti da Biodentin inhibicijom TNF-
a i povecanjem produkcije IL-4 i IL-10 moze na indirektan na¢in da dovede do smanjenja
produkcije RANKL, $to su sve klju¢ni mehanizmi stimulacije osteogene regeneracije nakon
endodontskih hirurskih intervencija.

Do sada nisu objavljene ni sli¢ne studije sa drugim vrstama MTA cemenata. Jedna studija je
pokazala da MTA in vivo smanjuje ekspresiju pro-inflamacijskih citokina CCL5, IL-1a i IFN-y u
pulpi zuba kod miseva (277). Druga in vivo studija, takode na misevima, je pokazala da MTA
pospesuje humoralni imunski odgovor ali da nema bitniji uticaj na produkciju citokina od strane
memorijskih T ¢elija (278). Kada je MTA korisc¢en za zatvaranje eksperimentalnih perforacija kod
miSeva pokazano je da u ranoj fazi nakon tretmana dolazi do povecane produkcije pro-
inflamacijskih citokina u prve dve nedelje. U kasnijoj fazi (posle 3 nedelje) doslo je do smanjenja
produkcije ovih citokina, verovatno zbog povecanja produkcije 1L-10 (279). In vitro eksperimenti
na sarkomskoj ¢elijskoj liniji su pokazali da tri cementa koji se koriste u endodontskoj hirurgiji
kod retrogradnog punjenja kanala korena (Ca hidroksid, super EBA i MTA) indukuju ekspresiju
pro-inflamacijskih citokina (280). Na osnovu svega, jasno se moze zakljuciti da heterogenost
prikazanih rezultata koji su dobijeni na veoma razli¢itim modelima, nameée potrebu da se ovaj
znacajni anti-inflamacijski, imunomodulacijski i osteoprotektivni mehanizmi Biodentina, a
moguce i drugih MTA-tipova cementa bolje izuce, izmedu ostalog i zbog njihove Siroke i sve vecée
klini¢ke primene. A 0 mehanizmima, kojima ovi materijali ostvaruju modulacijski efekat na celije
imunskog sistema skoro da se nista ne zna.
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5.3. Eksperimentalna studija: Efekat ekstrakta Biodentina i amalgama na
osteoblastnu diferencijaciju PL-MSC

Jedno od najvaznijih pitanja kojim smo se bavili u ovom delu projekta je da li i u kom obimu
Biodentin ispoljava osteoinduktivni potencijal na modelu MSC izolovanih iz PL i da li se sli¢ni
efekti uocavaju kod amalgama, kao kontrolnog materijala. Efekat je procenjivan na osnovu
formiranja mineralizovanih jezgara u kulturi i ekspresije 9 gena karakteristicnih za osteoblastnu
diferencijaciju i proliferaciju MSC.

Medutim, pre nego smo zapoceli klju¢ne eksperimente ove studije bilo je neophodno okarakterisati
fenotipska i funkcionalna svojstva PL-MSC. Ove ¢elije su najvise izu¢avane od strane saradnika
iz IMI VMA (12-14). Ono sto je do sada publikovano i $to je dodatno potvrdeno u ovom radu je
da PL-MSC imaju sva osnovna svojstva koje imaju i druge MSC a koja su objedinjena u
kriterijumima za definisanje mati¢nosti mezenhimskih ¢elija (180-185). Ovi kriterijumi ukljucuju
klonogenost, visoku ekspresiju nekoliko karakteristicnih markera MSC kao $to su CD73, CD90 i
CD105 i CD166, ekspresije nekoliko dodatnih markera MSC (CD146, CD39, CD56) uz odsustvo
ekspresije markera hematopoetske loze, kao i sposobnost diferencijacije u adipocite, hondrocite i
osteoblaste (185). Na osnovu ovih parametara PL-MSC imaju sve atribute MSC, koji su inace
karakteristi¢ni i za MSC iz drugih dentalnih struktura (180-184). U svojoj doktorskoj disertaciji
(281), Markovi¢ je detaljno analizirao fenotipska svojstva nekoliko PL-MSC linija i uporedivao
sa publikovanim podacima o karakteristikama MSC izolovanih iz zdravog periodontalnog
ligamenta. Ono §to je uocljivo, a §to se ponavlja i kod PL-MSC koris¢enih u ovom radu, je
relativno mala procentualna zastupljenost STRO-1" i SSEA4" éelija koje predstavljaju klju¢ne
markere mati¢nih ¢elija mezenhimskih tkiva, posebno MSC iz kostane srzi i koji su zna¢ajno vise
ispoljeni na MSC iz zdravog periodontalnog ligamenta. Medutim, kao §to pokazuju nasi nalazi, to
nije bilo u korelaciji sa sposobnos¢u osteoblastne diferencijacije ovih linija. Ostaje nereseno
pitanje heterogenosti PL-MSC, koja se dodatno menja sa duzinom kultivacije (281), sto je izazov
za dalja istrazivanja

Postavlja se pitanje da li razlika u ekspresiji pojedinih markera PL-MSC u odnosu na MSC iz
zdravog periodontalnog ligamenta poti¢e i zbog razlike u poreklu MSC. Kod zdravog
periodontalnog ligamenta MSC su lokalizovane oko malih krvnih sudova (282). Istrazivanja
Markovic¢a (281) takode pokazuju lokalizaciju PL-MSC oko krvnih sudova, predominantno
kapilara u granulomatoznom tkivu lezija, koje topografski i morfoloski odgovaraju pericitima.
Pretostavka da su periciti zapravo tkivne MSC je testirana i potvrdena u brojnim radovima (283,
284). Medutim, u granulomu PL, u kome postoji ¢itava mreza novoformiranih krvnih sudova,
periciti mogu predstavljati i MSC koje u toku inflamacije povec¢ano migriraju iz krvi u tkivo. Zbog
svega navedenog, MSC iz inflamiranog tkiva mogu imati i drugacije funkcije u odnosu na zdravo
tkivo.

Da bi se ovaj proces na pravi nacin razumeo, neophodno je evaluirati procese zarastanja rane nakon
apikotomije, retrogradne opturacije kanala zuba i uklanjanja PL. Na prvu
koagulacijsko/inflamacijsku fazu, pra¢enu stvaranjem fibrinskog koaguluma i akumulacijom
razli¢itih inflamacijskih ¢elija, nadovezuje se druga faza koju karakterise formiranje novog tkiva.
Novoformirano tkivo se sastoji od proliferisanih fibroblasta, endotelnih i epitelnih ¢elija, uz
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stvaranje privremenog ekstracelularnog matriksa sastavljenog iz fibronektina i polimerizovanog
kolagena. Paralelno sa razvojem krvnih sudova dolazi do formiranja pericita koji imaju potencijal
diferencijacije u razli¢ite Celijske linije, ukljucujuci i osteoblaste (242, 285, 286). Ovi procesi
stimuliSu i proliferaciju endogenih osteoblasta koji su zaduzeni za formiranje nove kosti. Zbog
svega navedenog, model uticaja Biodentina na osteoinduktivni potencijal PL-MSC ima svoje
patofiziolosko opravdanje.

Ono sto je bio prvi zadatak ove eksperimentalne studije je da odaberemo necitotoksi¢ne
koncentracije KM Biodentina i amalgama, koje su koriS¢ene u klju¢nim eksperimentima
osteogeneze. Pokazali smo da su vece koncentracije KM oba materijala citotoksi¢ne, sli¢no kao i
kod L929 ¢elija i PL ¢elija, Sto govori 0 zajedni¢kom citopatogenetskom mehanizmu. O tome je
detaljno komentarisano u delu diskusije o biokompatibilnosti. U ovom odeljku je bitno ponovo
citirati rad (170) u kome je pokazan slican fenomen citotoksi¢nog efekta ve¢ih koncentracija
Biodentina na humanim MSC izolovanih iz periodontalnog ligamenta. Takode, paznju zavreduju
radovi u kome je pokazan citotoksi¢ni efekat amalgama na ¢elijskim linijama uspostavljenih iz
periodontalnog ligamenta i na osteoblastima (257), odnosno na ¢elijama periosta i osteoblastima
(287).

U odabiru necitotoksi¢nih koncentracija ekstrakata ovih materijala za dalja istrazivanja bili su
veoma bitni nalazi da su koncentracije B-KM (10-30%), za razliku od istih koncentracija A-KM,
stimulisale proliferaciju PL-MSC na dozno zavisan nacin, sli¢no kao kod L929 ¢elija.

Kljuéni rezultat ovog dela eksperimentalne studije studije je potvrda nase hipoteze da KM
Biodentina stimuliSe diferencijaciju PL-MSC u pravcu osteoblasta u osnovnom a-MEM medijumu
sa dodatkom 10% FCS i dodatno podsti¢e osteoblastogenezu u kulturama PL-MSC u medijumu
sa suboptimalnom koncentracijom osteoinduktivnih komponenti. Za razliku od Biodentina,
amalgam nema ova svojstva ali dovodi do indukcije nekoliko gena koji su bitni za matriksnu
mineralizaciju i proliferaciju.

Diferencijacija MSC u osteogenu liniju je posredovana slozenim interakcijama izmedu
ekstracelijskih medijatora i hormona sa njihovim receptorima na membrani MSC, §to posledi¢no
dovodi do aktivacije unutarcelijskih sprovodnih signala i transkripcijskih faktora (288, 289). Od
brojnih transkripcijskih faktora klju¢nu ulogu ima multifunkcijski RUNX2, koji je neophodan za
kontrolu diferencijacije MSC u hondroblaste i osteoblaste, proliferaciju MSC i ekspresiju brojnih
gena koji kodiraju produkciju proteina ekstracelularnog matriksa. RUNX2 ostvaruje ove funkcije
kroz recipro¢nu regulaciju nekoliko glavnih signalnih puteva kao sto su FGF, Hedgehog, WNT i
Pthlh, odnosno transkripcionih faktora kao sto su SP7 i DIx5. RUNX2, zajedno sa SP7 (osteriks)
i kanonskim WNT/beta kateninskim signalnim putem indukuje diferencijaciju proosteoblasta u
nezrele osteoblaste istovremeno blokirajuéi diferencijaciju MSC u hondrocite (290-292). WNT su
sekretorna familija od 19 proteina od kojih WNT?2 pripada kanonskoj podfamiliji (292). Kanonski
WNT signalni put se aktivira na taj nacin Sto se WNT proteini vezu za WNT receptore na
membrani ¢elija kao $to su molekuli iz porodice FZD i LRP5/6 koreceptora. Na taj nacin se vrsi
transkripcija i stabilizacija specificnih gena posredstvom beta katenina koji se iz citoplazme
translocira u jedro. Beta katenin izmedu ostalog stimulise transkripciju RUNX2 i SP7 (190, 293).
To je bio i razlog zasto smo ova tri gena (RUNX2, SP7 i WNT2) prvo i objedinjeno analizirali.
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Kada se analizira ekspresija ovih gena u komplethom osteoinduktivnom medijumu uocava se
zajednicki obrazac ekspresije. Naizrazenija je ekpresija RUNX2 u ranoj fazi (povecanje i do 40
puta u odnosu na kontrolu) koja je istovremeno pra¢ena umerenom ekspresijom druga dva gena.
U kasnoj fazi ekspresija RUNX2 i SP7 se smanjuje, odnosno potpuno blokira, kada je u pitanju
WNT2. Sli¢an obrazac ekspresije je dobijen u kulturama PL-MSC u suboptimalnom osteogenom
medijumu, stim $to je nivo ekspresije bio znatno manji. Dodatak vece koncentracije (30%)
ukupnog KM Biodentina, (koji je ispoljavao snazniji uticaj u odnosu na 10%, pa ¢e kasnije
uglavnom biti komentarisan efekat vec¢e koncentracije), je snazno stimulisao ekspresiju RUNX2,
umereno ekspresiju SP7 a inhibirao ekspresiju WNT2 u PL-MSC kulturama kada su gajene u
osnovnom medijumu i potencirao ekspresiju sva tri gena u SOM kulturama. Medutim, obrazac
ekspresije je bio drugaciji. Za razliku od smanjene ekspresije u kasnoj fazi u odnosu na ranu fazu
u SOM kulturama, B-KM je imao suprotan efekat u BM kulturama u kojima je povecanje bilo
izrazenije U kasnijoj fazi diferencijacije. Sa druge strane, ekspresija WNT2 je bila potpuno
inhibirana u ranoj fazi. Ovi nalazi ukazuju na prolongiranu aktivaciju ovih gena, sto bi govorilo o
njihovoj razlicitoj dinamici transkripcije u odsustvu osteogenih stimulusa u medijumu. Ocekivalo
bi se da ¢e ovakvi eksperimentalni uslovi usporiti i mineralizaciju u PL-MSC kulturama, koja je
odredivana nakon 3 nedelje, ali to nije pokazano u ovom istraZivanju.

Odsustvo uticaja ekstrakta amalgama na ekspresiju RUNX2 i SP7 je u saglasnosti sa nalazima da
amalgam nije uticao na osteoblastogenu diferencijaciju PL-MSC kada je taj proces procenjivan na
osnovu bojenja mineralizovanih jezgara sa Alizarin crvenim.

Tri vazna gena koja su povezana sa mineralizacijom matriksa su BGLAP, COL1A1 i AP. Za
BGLAP smo pokazali da je njegova ekspresija, nezavisno od eksperimentalnih uslova, bila veca u
kasnoj fazi ¢elijske diferencijacije. Ekstrakt Biodentina je doveo do povecanja ekspresije BGLAP
kako u BM tako i SOM, koja je bila ¢ak veca nego ekspresija u kompletnom osteogenom
medijumu. Interesantno je da su manje koncentracije A-KM znacajno vise indukovale ekspresiju
BGLAP u BM bez osteogenih faktora nego B-KM, sto je bilo suprotno u SOM kulturama.

Ekspresija COL1A1 u komplethom OOM je bila izraZenija u ranoj fazi i znacajno se smanjila u
kasnoj fazi. Isti trend ekspresije je bio prisutan i u SOM kulturama. B-KM je pokazivao slican
uticaj na ekspresiju ovog gena u BM kulturama kao i na ekspresiju RUNX2 (povecéanje ekspresije
u kasnoj fazi a potencijacija ekspresije u ranoj fazi PL-MSC diferencijacije u SOM kulturama).
Ekstrakt amalgama je modifikovao i ekspresiju COL1A1, s tim sto je kao i kod vecine drugih gena,
efekat manje koncentracije A-KM bio izrazeniji u odnosu na ve¢u koncentraciju. A-KM je
smanjivao ekspresiju COL1A1 (kasna faza) ali je stimulisao njegovu ekspresiju u obe faze u SOM
kulturama.

Dosadasnja istrasivanja su pokazala da se ekspresija BGLAP i COL1A1 povecava kako proces
diferencijacije osteoblasta napreduje paralelno sa smanjenjem ekspresije RUNX2 gena (190, 293,
294). Mi smo slican efekat u OOM pokazali za ekspresiju BGLAP ali ne i za COL1A1, §to Se moze
povezati i sa razlikom u vremenskim terminima kada je ekspresija ovih gena procenjivana ali i sa
tipom ¢elija u kojima je ovaj fenomen proucavan.

Najznacajnija funkcija osteoblasta je produkcija tip | kolagena koji ¢ini ¢ak 90% kostanih proteina.
Tip | kolagena je heterotrimerni protein koji se sastoji iz dva alfal (I) lanca i jednog alfa 2 (1) koji
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su kodirani od strane COL1A1 odnosno COL1A2 genima (295). Na ekspresiju COL1AL direktno
utice RUNX2 i u ¢emu dodatnu ulogu ima osteriks (296, 297). Ovi transkripcioni faktori deluju
sinergistic¢ki na fosforilaciju p38 i ERK signalnih puteva koji su ukljuceni u transkripciju COL1A1
(295-297).

BGLAP gen kodira protein osteokalcin (OCN), koji se dodatno naziva i kostani protein koji sadrzi
gama- karboksiglutaminsku kiselinu. OCN, zajedno sa osteonektinom (ON), pripada ne-
kolagenim kostanim proteinima. lako ova dva proteina ¢ine samo 10% proteina kosti, vrlo su bitni
za mineralizaciju kostiju i dinamiku stvaranja i razgradnje kosti (298). OCN tipi¢no pripada
kasnim markerima osteoblastne diferencijacije i u njima se primarno sintetiSe. Rezidue gama-
karboksiglutaminske kiseline, koji nastaju hidroliticnom razgradnjom pro-osteokalcina, su mesta
na OCN koji veze Ca i hidroksiapatit i na taj nacin vrsi njihovo deponovanje u mineralizovani
matriks (298). Na ekspresiju OCN uti¢u i mnogi drugi faktori, osim primarnih osteoblastnih
transkripcionih faktora, medu kojima znac¢ajnu ulogu ima parathormon (PTH) (299, 300). Sa druge
strane, dobro je poznato, da solubilna forma OCN, koja ne sadrzi gama-karboksliglutaminsku
kiselinu, deluje poput hormona i u¢estvuje u brojnim fizioloskim i patoloskim funkcijama, kao sto
su sekrecija insulina, pamcenje, muski fertilitet i rast tumora (299). Dosada$nja istrazivanja Su
pokazala da OCN doprinosi formiranju kostiju i da pospesuje adherencu bioaktivnih cemenata za
osteoblaste, sto moze imati i direktnu vezu sa Biodentinom (301). Osim toga, OCN pospesuje
proliferaciju osteoblasta i zarastanje kostiju oko kompozita na bazi hidroksiapatita i kolagena
(302).

Za razliku od COL1AL, ekspresija ALP je pratila obrazac ekspresije BGLAP (veca ekspresija u
kasnoj fazi u odnosu na ranu) u svim eksperimentalnim uslovima. B-KM je povecavao ekspresiju
gena za ALP kako u bazalnom tako i u suboptimalnom osteogenom medijumu. A-KM nije uticao
na ekspresiju ALP u bazalnom medijumu ali je povecavao ekspresiju u SOM kulturama.

ALP je prvi enzim koji je identifikovan u procesima osteogeneze kao klju¢ni molekul u procesima
fizioloske i patoloske kalcifikacije (302). Zbog jednostavnih metoda bazirane na merenju
aktivnosti enzima, histohemijskoj identifikaciji ili proucavanju genske ekspresije, ALP predstavlja
po pravilu obavezan marker za proucavanje osteogeneze i najveci broj radova koji se odnose na
uticaj stomatoloskih materijala na procese diferencijacije dentalnin MSC ili regeneraciju kostiju
se upravo odnosi na dokazivanje ALP (303-305). Koliki je znac¢aj ALP pokazuju podaci da
dokazivanje indukcije mMRNK za ALP kao i odredivanje ALP aktivnosti u okviru in vitro osteogene
diferencijacije predstavlja jedini sveobuhvatni pokazatelj kapaciteta za formiranje kostiju in vivo
(306). Ekspresija ALP u toku osteoblastne diferencijacije dentalnih MSC je prou¢avana u brojnim
radovima (303-305,307). Ovaj marker se ces¢e spominje kao rani marker osteoblastne
diferencijacije zbog znacaja ALP pre svega za zapoc¢injanje mineralizacije. Tako je na primer u
kulturama MSC izolovanih iz dentalne pulpe najveca ekspresija zabelezena 7. dana, da bi 14. dana
doslo do znacajnog smanjenja u odnosu na ranu fazu (303). Ova razlika u odnosu na nase rezultate
se moze tumaciti drugac¢ijom dinamikom osteogene diferencijacije i mineralizacije koja duze traje,
Sto se poklapa i sa dinamikom promene ekspresije drugih gena u BM kulturama u prisustvu
Biodentina.

Interesantan je rad Hasegawai sar. (308) koji su imortalizovali 3 fibroblastne ¢elijske linije nakon
izolacije iz periodontalnog ligamenta, od kojih je jedna imala sposobnost osteoblastne
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diferencijacije i formiranja mineralizovanih jezgara. Druge dve linije nisu imale ta svojstva uprkos
ekspresiji RUNX2, osteriksa, OCN, ON, COL1A1, ALP i receptora za PTH. Ovi rezultati bi se
mogli povezati i sa heterogenos$¢u nasih PL-MSC kultura imajuci u vidu njihov fenotip i osnovni
potencijal diferencijacije. Moguce je da amalgam upravo deluje stimulacijski na ekspresiju
BGLAP, COL1Al i ALP u klonovima PL-MSC linija koje nemaju potencijal formiranja
kalcijumovih depozita.

U okviru ovog projekta izucavali smo i efekat KM nasih materijala na ekspresiju tri citokina koji
imaju bitnu ulogu u procesima proliferacije i diferencijacije MSC u osteoblaste kao i za razliCite
funkcije osteoblasta. To su BMP2, TGF-$ i FGF2.

BMP-2 pripada porodici BMP proteina koje imaju svojstva citokina sa dosta sli¢nih i preklapajuéih
funkcija. Ovi proteini iz sire porodice superfamilije TGF-beta su najpre izolovani iz
mineralizovanog kostanog matriksa. BMP-2, BMP-4, BMP-5, and BMP-7 stimulisu osteoblastnu
diferencijaciju MSC i indukuju formiranje kostanog tkiva, od kojih je BMP-2 pokazuje najvecu
aktivnost (309, 310). BMP-2 ostvaruje svoje funkcije vezivanjem za membranski receptor preko
koga se aktivacijska signalizacija prenosi na grupu Smad proteina koji su lokalizovani u
citoplazmi. Smad su i zajednicki molekuli za signalni put koji je posredovan sa TGF-f3, zbog ¢ega
se ova dva citokina najcece zajedno spominju u procesu diferencijacije. Od njih, Smadl i Smad5
su povezani sa osteoblastnom diferencijacijom izmedu ostalog i posredstvom transkripcije
RUNX2, SP7 i ALP (311). Zbog svih navedenih svojstava, u cilju pospesivanja regeneracije kosti
intenzivno se ispituju bioregenerativne matrice u koje se ugraduje BMP-2 (312).

TGF-p je multipotentni citokin (faktor rasta) koji je ispoljen u brojnim tkivima i u kojima ostvaruje
razli¢ite funkcije kao Sto su celijska proliferacija, diferencijacija, migracija, adhezija i sinteza
ekstracelularnog matriksa (313-315). U okviru kostanog tkiva produkuju ga osteoblasti i osteociti
ali je njegova uloga u osteogenezi veoma kompleksna. Pokazano je da indukuje migraciju MSC,
pospesuje ranu osteoblastnu diferenciju, a inhibira kasnu fazu diferencijacije, pospesuje njihovu
proliferaciju i mineralizaciju (314). Cesto ovi procesi zavise od koncentracije TGF-B, sastava
medijuma za celijske kulture koji moze da sadrzi razli¢ite koncentracije endogenog TGF-p u
serumu, vrste ¢elija i njihove gustine u kulturi, pa su neretko rezultati kontradiktorni (316).

Nasi rezultati pokazuju vecéu ekspresiju BMP-2 u kompletnom OOM u ranoj fazi diferencijacije
PL-MSC i inhibiciju u kasnoj fazi, $to je bilo suprotno u odnosu na ekspresiju BMP-2 u SOM
kulturama (stimulacija ekspresije u kasnoj fazi). Ekspresija mMRNK za TGF-# je imala recipro¢an
obrazac ekspresije u odnosu na BMP-2 (veca ekspresija u ranoj fazi u SOM kulturama a vecéa
ekspresija u kasnoj fazi u OOM kulturama). B-KM je stimulisao ekspresiju gena za oba citokina
u BM i SOM kulturama u kasnoj fazi diferencijacije. A-KM je znatno manje uticao na ekspresiju
BMP-2 ali je snaznije stimulisao ekspresiju TGF-f u odnosu na B-KM, kako u BM tako i u SOM
kulturama i to izrazenije u ranoj fazi diferencijacije. Ovi nalazi sugerisu da je ekspresija BMP-2
znacajnija u ranoj fazi, a TGF-f u kasnijoj fazi osteoblastogeneze. Sa druge strane, povecana
ekspresija TGF-4 u ranoj fazi diferencijaciji u prisustvu ekstrakta amalgama moze ukazivati na
znacaj ovog citokina za funkcije ne-osteogenih klonova PL-MSC. Te funkcije verovatno nisu
povezane sa proliferacijom PL-MSC, jer to nije pokazano u testu sa radioaktivnim timidinom.
Veca ekspresija TGF-f u kulturama sa A-KM moze biti povezana i sa aktivacijom pojedinih gena
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kao sto je COL1A1 u odsustvu povecane ekspresije RUNX2. Ovaj fenomen je inace pokazan u
fibroblastima iz plu¢a u kojima TGF- povecava sekreciju matriksa i inhibira proliferaciju (317).

Biodentin je stimulisao i ekspresiju FGF2 kako u BM tako i SOM kulturama i to izrazenije u
kasnoj fazi diferencijacije. U kasnoj fazi diferencijacije amalgam je imao izrazitiji stimulacijski
efekat na ekspresiju ovog gena u odnosu na Biodentin u BM kulturama ali je inhibirao
diferencijaciju u SOM kulturama. Ovaj faktor rasta pripada FGF familiji koji ima brojne funkcije.
Osim sto je pozitivni regulator formiranja kostanog tkiva i induktor osteoblastne diferencijacije
(318), FGF-2 uti¢e i na druge vazne procese kao $to su angiogeneza, zarastanje rane, morfogeneza
ili regulacija metabolizma (319). FGF-2 stimulise ekspresiju BGLAP, $to se moze povezati sa
nasim nalazima kod PL-MSC kultura tretiranih ekstraktom amalgama gde je ekspresija ova dva
gena u pozitivnoj korelaciji. Sa druge strane, pokazana uloga FGF-2 u fosforilaciji Runx2 i
povecanja transkripcije RUNX2 nije bila u korelaciji sa nasim nalazima, imaju¢i u vidu razli¢itu
dinamiku ekspresije FGF-2 i RUNX2 gena. Neke od funkcija FGF-2 koje su povezane sa snaznom
indukcijom njegove genske ekspresije u kulturama PL-MSC u prisustvu amalgama mogu se
dovesti u vezu i sa nalazima da FGF-2 stimulise produkciju komponenti ekstracelularnog matriksa
u humanim fibroblastima kao S§to su kolageni, fibronektin, osteopontin i matriksne
metaloproteinaze (320).

Jedno od znacajnih pitanja koje proizilazi iz ove studije je da li Biodentin ispoljava neke specifi¢ne
uticaje na modulaciju genske ekspresije u kulturama PL-MSC u odnosu na druge MSC tipove i
koliko su ti efekti sli¢ni ili razli¢iti u odnosu druge trikalcijum silikatne cemente odnosno druge
stomatoloske materijale koji se koriste za reparaciju pulpe ili u endodontskoj hirurgiji. Odgovor
na ovo pitanje se najbolje moze sagledati iz sistematskog revijskog rada objavljenog 2016.god.od
strane Rathinama i sar. koji su analizirali 41 rad publikovanih o efektima MTA i sli¢nih trikalcijum
silikatnih cemenata na genski profil u osteoblastnim ¢elijskim linijama ili MSC izolovanih iz
razli¢itih dentalnih struktura (321). Pokazano je da svi cementi uti¢u na osteogenu diferencijaciju
i da indukuju transkripciju klju¢nih osteoblastnih gene. Broj osteoblastnih gena je bio uglavnom
ogranic¢en na 4 do 6 po studiji, a najcesce je ukljuc¢ivao ALP, COL1A1, OCN, BSP, RUNX2 i OPN.
Dinamika i nivoi genske ekspresije su bili vrlo razli¢iti $to je zavisilo od vrste ispitivanog
materijala, njegovih fizi¢ko-hemijskih svojstava ali i ciljnih ¢elija. Jedan od redih radova u kome
je ispitivan Biodentin kod MSC linije (C3H10T1/2) pokazuje manju ekspresiju ALP, OCN i BSP
u odnosu na MTA i Bioaggregate (322). Noviji rad publikovan nedavno od strane Abuarqoub i sar
(169) i koji je vec¢ ranije komentarisan, pokazuje da necitotoksi¢na koncentracija Biodentina
(2mg/ml) koja stimulise proliferaciju MSC iz humanog periodontalnog ligamenta, takode
stimulise ekspresiju OCN, ALP i OPN, ali ne i COL1A1, posle 21 dan od indukcije diferencijacije.
Interesantno je da ekspresija FGF-2 nije bila povecana u ranoj fazi diferencijacije (posle 24 ¢asa).
Ocito da detaljno poredenje nasih rezultata sa ovim radom nije u potpunosti moguce zbog razli¢ite
metodologije pripreme Biodentina za ispitivanje, razli¢itog vremenskog termina kada je ekspresija
procenjivana kao i zbog razlicitih karakteristika ispitivanih MSC. Vredno je spomenuti i rad Luo
i sar. 2018 (323) koji su kultivisali MSC iz periodontalnog ligamenta a na diskovima iRoot FS ili
Biodentina. Diskovi su prethodno kondicionirani radi uklanjanja rastvorljivih komponenti.
Pokazali su da oba materijala povecavaju adheziju ¢elija. Pri tome je IRoot FS vise stimulisao
proliferaciju i ekspresiju mRNK za ALP, COL1, RUNX2 i OCN u odnosu na Biodentin.
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Postavlja se pitanje mehanizama kojima Biodentin ali i drugi trikalcijum silikatni cementi
pospesuju osteoblastnu diferencijaciju MSC. Ono sto je do sada publikovano najvise upucuje na
pretpostavku da je Ca, koji se oslobada iz Biodentina, najodgovorniji za sve uo¢ene fenomene u
kulturi PL-MSC, kao s$to su citotoksi¢nost, proliferativna svojstva i osteoblastni induktivni
potencijal. U ovom kontekstu, kada se posmatra efekat mikrocestica Biodentina i solubilnih
komponenti, za komparaciju je vrlo interesantan rad u kome je ispitivan bioloski efekat matrica
(skafolda) napravljenih od hitozanskih-TiO2 nanocevi u koje su inkoroprirani Ca?* joni. Naime,
Lim i sar., 2017 (324) su pokazali da koncentracije Ca?* jona do 4.5mM nemaju bitnijeg efekta na
proliferaciju jedne osteoblastne ¢elijske linije u kulturi. Stimulacijski efekat na celijsku
proliferaciju su imali Ca?* joni u koncentraciji od 13.5mM. Ovaj efekat se smanjivao sa
povec¢anjem koncentracije Ca?* do 40mM a koncentracije veée od ovih su ispoljavale citotoksiéni
efekat. Ovi nalazi se poklapaju sa rezultatima Lee i sar. 2018 (325) koji su takode pokazali da su
koncentracije Ca iznad 40mM citotoksi¢ne za miSje MSC iz kosStane srzi. U njihovoj studiji
koncentracije Ca jona izmedu 4 i 10 mM su pospesivale proliferaciju MSC, pri ¢emu je maksimalni
efekat zabelezen pri koncentraciji od 6 mM. Ovi rezultati pokazuju da i male razlike u koncentraciji
Ca mogu da znacajno menjaju bioloski odgovor celija pa to izmedu ostalog moze biti i razlog
ponekad opreé¢nih nalaza o efektu Ca?* na proliferaciju, migraciju ili ostogenu diferencijaciju MSC
(326). U skladu sa ovim komentarom su i nalazi Lee i sar (325) da koncentracije Ca?*, koje
stimuli$u proliferaciju, zapravo inhibiraju matriksnu mineralizaciju. Da bi se pokazao inhibicijski
fenomen bile su neophodne veée koncentracije Ca®" (i do 20 mM), najverovatnije zbog
deponovanja Ca?* u procesu formiranja mineralizovanih jezgara. Efekti egzogeno dodatog Ca su
bili uocljivi i bez dodatnih osteoinduktivnih komponenti u medijumu. Ovakvi nalazi mogu imati i
analogiju sa razli¢itim genskim odgovorom PL-MSC na manje i ve¢e koncentracije B-KM, koyji
su takode dobijeni u kulturama samo sa osnovnim medijumom. Inac¢e u a-MEM medijumu, Kkoji
smo koristili, koncentracija Ca je prema deklaraciji 1.8 mM.

Povecane ekstracelularne koncentracije Ca®* jona indukuju ekspresiju FGF2, TGF-4/ i OPN u
kulturi MSC (325). Povecana ekspresija prva dva gena se poklapa sa nasim nalazima, posto
ekspresiju OPN nismo odredivali. Oba citokina stimulisu proliferaciju MSC, pri ¢emu FGF2
stimulise ekspresiju c-jun i ciklin D1. Rad Gonzalez-Vasquez-a i sar. (327) takode pokazuje da
ekstracelularna koncentracija Ca?* jona od 10 mM stimulise hemotaksu, proliferaciju i osteogenu
diferencijaciju MSC izolovanih iz kostne srzi pacova aktivacijom membranskog receptora za
kalcijum poznatog pod nazivom CaSR (calcium sensing receptor). Ovaj receptor, koji svojim
ekstracelularnim domenom vezuje Ca ¢ak i u milimolarnim koncentracijama, je povezan sa G-
proteinima preko kojih se prenose unutarcelijski signali. Verovatno se Ca signali prenose i preko
posredstvom Ca kanala. To potvrduju eksperimenti u miseva sa delecijom CaSR gena, kod kojih
nije bitnije poremeéena ekspresija RUNX2, SP7 i OCN tokom osteoblastne diferencijacije (328).

Ako se Ca dodaje u gel koji sadrzi fosfate (optimalna koncentracija Ca je bila 5mM) dolazi do
formiranja hidroksiapatita u gelu. Slicno se deSava i na povrsini Cestica Biodentina u vodenim
rastvorima (329). Posto je u nasim eksperimentima koris¢en ukupan KM Biodentina koji je
sadrzao ne samo slobodne jone oslobodenih iz materijala ve¢ i mikroc¢estice Biodentina, u okviru
mehanizama delovanja ekstrakta ovog cementa treba razmatrati kako efekte jona Ca?" tako i i
hidroksiapatita ali i drugih komponenti, pre svega, fosfata i Si. Pokazano je da hidroksiapatit tokom
osteoblastogeneze takode stimulise CaSR, sto za posledicu ima inhibiciju hondrogeneze u ranom
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stadijumu diferencijacije. Hidroksiapatit ostvaruje ovaj efekat posredstvom inhibicije ekspresije
receptora za PTH. Sa druge strane, Koristi isti receptor za stimulaciju osteogeneze u kasnijoj fazi
diferencijacije (330). Nanocestice hidroksiapatita deluju na osteoblaste posredstvom membranskih
receptora kao i iz unutarcelijskih odeljaka nakon intrenalizacije nanocestica. lzgleda da je za
stimulaciju osteoblasta vazniji njihov membranski efekat i to vezivanje hidroksiapatita za FGFR i
fosfatne ko-transpotrere. Oba receptora koriste Erk1/2 signalni put u procesu aktivacije
karakteristi¢nih osteoblastnih gena (330). Isti signalni put koriste i fosfati vezivanjem za
ekstracelularne fosfatne ko-transportere, sto takode moze biti mehanizam stimulacijskog efekta
Biodentina.

Nalaz da KM amalgama dovodi do indukcije nekoliko gena u kulturama PL-MSC bez indukcije
osteoblastne diferencijacije je veoma interesantan i do sada nije opisivan na ovakvom
eksperimentalnom modelu. Posebno je upadljiv snazan efekat niskih koncentracija A-KM (10%)
na ekspresiju BGLAP koji, kako je vec¢ ranije navedeno, kodira OCN. Obzirom da u prisustvu A-
KM nije doslo do osteoindukcije, moze se pretpostaviti da se ovaj, tipi¢ni osteogeni gen,
eksprimira u nediferentovanim PL-MSC koje poseduju brojna zahjednicka svojstva sa
fibroblastima (188). Takode je pokazano da MSC iz periodontalnog ligamenta mogu da se
diferentuju i u periodontalne fibroblaste (331). Na osnovu podataka da u patoloskim uslovima
fibroblasti mogu da ucestvuju u produkciji ekstracelularnog matriksa i da posredstvom OCN i
drugih mineraliziraju¢ih komponenti ucestvuju u ne-osteogenoj kalcifikaciji (332), moglo bi se
pretpostaviti da amalgam upravo podstic¢e ove procese tokom zarastanja PL. Moguce je da se ovi
mehanizmi odvijaju posredstvom TGF-B, ¢iju ekspresiju takode snazno stimulisu male
koncentracije ekstrakta amalgama. TGF-B stimulise proliferaciju fibroblasta i produkciju
ekstracelularnog matriksa, §to upucéuje na pretpostavku da fibrozno zarastanje, koje se sre¢e kod
nepotpunog zarastanja PL, moze biti dodatno podstaknuto delovanjem amalgama. To se ¢esto vida
kada u operativnoj rani u toku endodontskog hirur§kog zahvata zaostanu ¢estice amalgama.

Osim poznatog proinflamacijskog efekta (256), ¢estice amalgama mogu inhibirati osteogeno
zarastanje a favorizovati fibrozu. Ovome treba dodati i podatke da TGF-B inhibira proliferaciju
osteoblasta a stimulise produkciju komponenti matriksa poput tipa | kolagena, fibronektina i OCN.
Ako je izrazit stimulacijski efekat amalgama na ekspresiju TGF-f primarni fenomen, onda se moze
razmatrati i pretpostavka da je povecéana ekspresija COL1A1 i BGLAP u kulturama PL-MSC sa A-
KM sekundarna i uslovljena delovanjem TGF-f. Amalgam dovodi i do znacajne indukcije
ekspresije FGF-2 koji je takode stimulator proliferacije fibroblasta (318). Sa druge strane,
fibroblasti produkuju FGF-2 koji stimuliSe angiogenezu tokom zarastanja rane (318).

Za stimulacijski efekat ekstrakta amalgama mogu biti odgovorni joni Hg, Cu i Ag. Pokazano je da
Hg2" joni stimuli$u produkciju TGF-B (333). Sli¢no je pokazano i za Cu (334, 335) kao i za Ag
(336, 337). Nanocestice Ag mogu stimulisati ili inhibirati osteoblastnu diferencijaciju MSC (338)
ili alergijsku inflamaciju (339), u zavisnosti od primenjene koncentracije. Ostaje otvoreno pitanje
kako ovi solubilni joni metala modulisu ekspresiju drugih gena i kakve sve posledice to moze imati
kada je u pitanju regeneracija periodontalnog ligamenta. Zbog svega navedenog, dobijeni rezultati
0 bioloskim efektima dva razli¢ita materijala, koji se koriste za retrogradnu opturaciju kanala
korena zuba, na ekspresiju gena ukljucenih u regeneraciju kostanog i vezivnog tkiva, jasno daje
smernice za buduce studije.
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6.

ZAKLJUCCI

Na osnovu sprovedene klinicke studije i kompleksnih eksperimentalnih istrazivanja na ¢elijama
humanog porekla o proceni efikasnosti Biodentina, primenjenog za retrogradnu opturaciju kanala
korena zuba, u procesu zarastanja humanih periapeksnih lezija, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1.

10.

Biodentin je bio efikasniji u zarastanju periapeksnih lezija u odnosu na kontrolni materijal,
amalgam, procenjivano na osnovu klinickih i radiografskih pokazatelja u okviru
randomizovane klini¢ke studije.

U grupi sa amalgamom losiji terapijski ishod je uoc¢en kod vecih periapeksnih lezija.

Nije postojala statisti¢ki znacajna razlika u ishodu hirurskog lecenja periapeksnih lezija u
odnosu na demografske karakteristike, tip zuba i prethodno endodontsko le¢enje kod obe
grupe ispitanika.

Vece koncentracije kondicioniranih medijuma (ekstrakata) pripremljenih od Biodentina i
amalgama su ispoljavale citotoksi¢ni efekat na L929 c¢elije, inflamacijske ¢elije 1 MSC
izolovane iz periapeksnih lezija, pri ¢emu je efekat amalgama bio manji u odnosu na efekat
Biodentina.

Zarazliku od amalgama, manje koncentracije ekstrakta Biodentina su stimulisale proliferaciju
L929 ¢elija i MSC, sto je bilo direktno srazmerno vremenu kultivacije ovih ¢elija.

Snaznije citotoksi¢ne efekte su ispoljavali kondicionirani medijumi pripremljeni od sveze
polimerizovanih materijala u odnosu na ekstrakte od tvrdnutih materijala i oni su bili direktno
srazmerni vremenu kondicioniranja.

Filtrirani kondicionirani medijum Biodentina je pokazivao manju citotoksi¢nost (vece
koncentracije) i manji stimulacijski efekat na proliferaciju ¢elija (manje koncentracije) nego
ukupni kondicionirani medijum. Ova razlika nije uo¢ena kod ekstrakta amalgama.

Citotoksi¢nost koncentrovanog kondicioniranog medijuma Biodentina je bila posledica
indukcije nekroze, dok je koncentrovani kondicionirani medijum amalgama indukovao
apoptozu.

Necitotoksi¢ne koncentracije ukupnog kondicioniranog medijuma oba materijala su imale
snazno anti-inflamacijsko dejstvo, procenjivano na osnovu smanjenja koncentracija IL-1p,
TNF-a, IL-6, IL-8 i MCP-1 u kulturama celija iz periapeksnih lezija.

U istim koncentracijama, kondicionirani medijum Biodentina je pokazivao

imunomodulacijska svojstva koja su manifestovana povec¢anjem produkcije 1L-10, Th2
citokina i IL-17A, bez bitnijeg uticaja na Th1 odgovor.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Biodentin je ispoljavao osteoprotektivno dejstvo smanjujuéi produkciju RANKL i odnosa
RANKL/OPG.

Za razliku od Biodentina, kondicionirani medijum amalgama nije pokazivao
imunomodulacijsko svojstvo, niti je bitnije uticao na produkciju osteolitickih i
osteoprotektivnih medijatora.

Kondicionirani medijum Biodentina je snazno stimulisao osteoblastnu diferencijaciju MSC iz
periapeksnih lezija u osnovnom medijumu i potencirao ove procese u prisustvu suboptimalne
koncentracije osteoinduktivnog medijuma.

Dozno zavisan, osteoinduktivni potencijal Biodentina, je pokazan na osnhovu stimulacije
formiranja mineralizovanih kalcijumovih jezgara u kulturi i ekspresije seta osteoblastnih gena.

Kondicionirani medijum Biodentina je snazno stimulisao RUNX2, ALP i BGLAP, umereno
stimulisao COL1A1, SP7, BMP-2, TGF-41 i FGF2, a inhibirao WNT2 gensku ekspresiju.

Stimulacijski efekat Biodentina na ispitivane gene je bio vec¢i u kasnoj fazi diferencijacije $to
se za vecinu gena nije poklapalo sa dinamikom njihove ekspresije u kulturama MSC gajenih
u osteogenim medijumima.

Necitotoksi¢ne koncentracije kondicioniranog medijuma amalgama nisu stimulisale
osteoblastnu diferencijaciju MSC i ekspresiju RUNX2, SP7, ALP i COL1Al. Medutim,
snaznije su indukovale ekspresiju BGLAP, BMP-2, TGF-£1 i FGF-2 u odnosu na Biodentin.

Niske koncentracije (10%) kondicioniranog medijuma amalgama su povecéavale ekspresiju
COL1A1, SP7, WNT2, BGLAP, BMP-2 i TGF-A1 u suboptimalnom osteogenom medijumu a
inhibirale ekspresiju RUNX2, ALP i FGF2.

Na osnovu svih iznetih rezultata moze se izvesti opsti zakljucak da je stimulacijski efekat
Biodentina na regeneraciju kostanih i meko-tkivnih struktura nakon hirurskog tretmana
periapeksnih lezija povezan sa stimulacijom proliferacije i osteoblastne diferencijacije MSC,
kao i njegovim lokalnim anti-inflamacijskim, imunomodulacijskim i osteoprotektivnim
efektima.
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