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Rezime: Biokompatibilnost je sposobnost materijala da nakon aplikacije obavlja odredenu
funkciju u organizmu ne izazivajuéi pri tome nezeljeni odgovor tkiva domacina. Cilj ovog
rada je bio da se ispita biokompatibilnost nanostrukturnih biomaterijala na bazi kalcijum
aluminata (CA) u komparaciji sa kalcijum silikatom, kalcijum silikat hidroksiapatitom i
komercijalnim mineraltrioksid agregatom. Istrazivanje je realizovano u 4 faze: ispitivanje
citotoksi¢nosti materijala primjenom MTT testa, ispitivanje genotoksi¢nosti materijala
primjenom Komet testa, ispitivanje biokompatibilnosti materijala implantacijom u potkozno
tkivo pacova i ispitivanje biokompatibilnosti materijala nakon direktnog prekrivanja
eksponirane pulpe pacova. Prema rezultatima MTT-a samo je CS-HA pokazao citotoksi¢nu
aktivnost, dok je ista izostala kod CA i MTA. Komet test je raden na istoj ¢elijskoj liniji
(MRC-5) sa CA i CS-HA cementom. Prilikom Komet testa CA nije ispoljio genotoksi¢ni
efekat, procenat oSte¢enja DNK pri svim primijenjenim koncentracijama je bio na nivou
netretiranih  kontrolnih ¢elija, dok je CS-HA pokazao genotoksiéni potencijal pri
koncentracijama > 12,5 mg/mL. Prilikom in vivo studije potkozne implantacije na 18 pacova
Wistar soja CA je pokazao komparativan rezultat sa CS-HA i MTA kad je u pitanju
zapaljenje, uz najbolje organizovanu fibroznu kapsulu oko materijala i blagu naruSenost
strukture vezivnog tkiva. Prema rezultatima DPP kod vecine ispitivanih uzoraka zuba
zapaljenje je bilo odsutno ili je konstatovano prisustvo nekoliko rastrkanih upalnih celija.
Bakterije nisu bile prisutne ni u jednom uzorku. Kod svih primijenjenih materijala je posle 30
dana doslo do formiranja dentinskog mosta. Kalcijum aluminat je indukovao stvaranje

najkompletnijeg dentinskog mosta.
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Summary: Biocompatibility is the ability of the material to perform a certain function in the
body after an application without causing an adverse response to the host tissue. The aim of
this paper was to examine the biocompatibility of calcium aluminate nanostructured
biomaterials (CA) in comparison with calcium silicate, calcium silicate hydroxyapatite and
commercial mineraltrioxide aggregate. The research was carried out in 4 phases: testing of
cytotoxicity of the material using MTT test, examination of the genotoxicity of the material
using the Comet test, testing of the biocompatibility of the material by implantation in the
subcutaneous tissue of the rat and testing of the biocompatibility of the material after direct
overlap of the exposed rat pulp. According to MTT results, only CS-HA showed cytotoxic
activity, while it was absent in CA and MTA. The comet test was performed on the same cell
line (MRC-5) with CA and CS-HA cement. During the Comet test CA did not exhibit a
genotoxic effect, the percentage of DNA damage at all applied concentrations was at the level
of untreated control cells, while CS-HA showed a genotoxic potential at concentrations of >
12.5 mg / mL. During the in vivo subcutaneous implantation study of 18 rats, Wistar CA CA
showed a comparative score with CS-HA and MTA when it comes to inflammation, with the
best-organized fibrous capsule around the material and a mildly damaged structure of the
connective tissue. According to DPP results, most infections of the tooth test were absent or
the presence of several scattered inflammatory cells was observed. Bacteria were not present
in any sample. With all the materials used, after 30 days, the dentine bridge was formed.
Calcium aluminate induced the creation of the most complete dentine bridge.
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1. UvOD

Teznje naucnih istrazivanja konstantno su usmjerene ka otkrivanju novih
biomaterijala koji ¢e, uz posjedovanje biokompatibilnosti, bioaktivnosti i bioinduktivnosti,
odredenim izmjenama u sastavu i poboljSanim karakteristikama, prevazi¢i uocene nedostatke

postojeéih.

Biokompatibilnost se definiSe kao svojstvo materijala da nakon aplikacije ne izaziva
nezeljeni odgovor tkiva domacina. Prema definiciji koju je dao Wataha JC. (2001),
biokompatibilnost podrazumijeva harmoniju medusobne interakcije tkiva domacina,
kori§¢enog materijala i funkcije koju on obavlja, pri ¢emu se reakcija tkiva domacina
zadrzava u granicama tolerancije [1].

Kako bi se potvrdila biokompatibilnost, materijali moraju zadovoljiti niz preduslova i
pro¢i kroz brojna in vitro testiranja, pa sve do klini¢kih studija na ljudima. Primarni zadatak
testova za biokompatibilnost je da se, na osnovu eksperimenata na ¢elijama ili Zivotinjama,
predvide svi rizici primjene tih materijala i obezbijedi zastita pacijenata na kojima Ce se isti
primjenjivati, kao i osoblja koje ¢e rukovati sa njima. Testovi kojima se procjenjuje
biokompatibilnost materijala podijeljeni su u tri grupe: 1) prva grupa su primarni testovi
(testovi citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti in vitro); 2) druga grupa su sekundarni testovi
(ispituju sistemsku toksi¢nost na zivotinjama putem intramuskularne ili potkozne
implantacije i 3) treca grupa pretklinicki ili “usage” testovi (kod kojih se posmatra reakcija
tkiva nakon primjene materijala na ciljanim tkivima zivotinja, odnosno klini¢ki testovi na
ljudima. Klini¢ka relevantnost rezultata dobijenih u uslovima in vitro je veoma diskutabilna,
ali se njima moze znatno smanjiti broj testova na zivotinjama. Prava ocjena 0 nekom
materijalu se moze donijeti tek nakon njegove duze klini¢ke primjene [2-4].

Kalcijum aluminatni cementi (CAC) su razvijeni pocetkom 20. vijeka kao hemijski
izdrzljiviji materijali od Portland cementa. Njihova hidraulicka kalcijumska faza obi¢no
sadrzi 30 do 50 % aluminijuma, dok kod Portland cementa na aluminijum otpada manje od 5
%. Procentualna zastupljenost pojedinih elemenata koji ulaze u sastav CAC-a, u osnovi se
moze predstaviti na slede¢i nacin: Al,03 (43%); CaO (19%); H,0 (15%); ZrO, (19%), dok na
ostale sastojke (magnezijum, silicijum, Zeljezo, titan i alkalni oksidi) otpada manje od 10%
[5-7].



Kalcijum aluminatni cementi, koji se koriste u biomedicinske svrhe, su modifikacija
aluminatnih cemenata, koji se upotrebljavaju u gradevinarstvu i izradi kanalizacionih cijevi,
zahvaljujuéi njihovoj otpornosti na kiseline i koroziju, te sposobnosti da izdrze veoma visoke

temparature [8].

Zahvaljujuéi inertnosti, biokompatibilnosti i dovoljnoj jacini kalcijum aluminati se

uspjesno primjenjuju i U medicini, za izradu ortopedskih implantata [5].

U stomatologiji se pokusalo sa primjenom kalcijum aluminata za direktne
restaurativne ispune na bo¢nim zubima, kod kaviteta I, ITi V klase. Naime, kalcijum aluminat
u prahu je inkorporiran u sastav direktnog restaurativnhog materijala (DoxaDent; Doxa AB,
Uppsala, Sweden, Scandinavia) i glasjonomer cementa (Ceramir C&B, Doxa AB). Materijal
je trebalo da posluzi kao ,biokeramicka“ alternativa za amalgam i konvencionalne
kompozite. Bazirao je na dva osnovna sastojka: Al,Oz i CaO, uz male primjese ZnO,, Fe;03 i
SiO,. Ocekivalo se da ¢e direktne restauracije ovim materijalom pokazati trajnost kao
komercijalni kompoziti. Medutim, tokom dvogodi$njeg klini¢kog pracenja, Doxa nije
pokazala klinicki uspjeh, vjerovatno zbog inferiornih mehanickih osobina 1 teSkog rukovanja

[9,10].

Ceramir (Ceramir C&B), bioaktivni stomatoloski cement, hibridni materijal sastavljen
od kalcijum aluminatnog i glasjonomer cementa nije ispunio ocekivanja kao materijal za
restaurativne ispune, ali je potvrdio pozitivne karakteristike prilikom trajnog cementiranja
fiksnih protetskih radova. Ovaj materijal je jednostavan i brzo se priprema, lako se uklanja,
posjeduje dobru marginalnu adaptaciju, dobru retenciju uz odsustvo marginalne diskoloracije,
ne izaziva iritacije gingive i subjektivnu osjetljivost kod pacijenata, tokom dvogodisnjeg

klinickog pracenja [10].

Kalcijum aluminat uz dodatak rentgen kontrastnog sredstva, pomijesan sa vodom ili
fizioloSkim rastvorom, dao je endodontski cement slicnih indikacija kao komercijalno
dostupni trikalcijum silikatni cementi (EndoBinder, Binderweare, Sao Carlos, SP, Brazil).
EndoBinder je razvijen sa namjerom da se ocuvaju pozitivna svojstva i klinicka primjena
MTA, ali bez njegovih negativnih karakteristika. Proizveden je procesom kalcinisanja Al,O3 i
CaCOj3 na temparaturi izmedu 1315°C 1 1425°C. Nakon procesa hladenja 1 trituracije

formiraju se Cestice kalcijum aluminata odgovarajuce veli¢ine sa visokim stepenom ¢istoce,



uz otklanjanje tragova slobodnog MgO i Cao koji su odgovorni za nepozeljno Sirenje
materijala i Fe,O3, odgovornog za tamnjenje zuba. Kao kontrastno sredstvo najcesce se
dodaje bizmut oksid, koji se pokazao efikasnijim u poredenju sa cink oksidom i cirkonijum
oksidom [11,12-14].

Prema rezultatima vise studija novijeg datuma EndoBinder je pokazao primjerene
bioloske i fizicko-hemijske karakteristike, dobru antimikrobnu aktivnost protiv Enterococus
fecalisa, Stafilokokus aureusa i Candide albicans, a nakon implantacije u potkozno tkivo

pacova uzrokovao je manju inflamatornu reakciju u odnosu na MTA [6,12,13].

CAEC je kalcijum aluminatni cement dizajniran za endodontsku upotrebu, sa
osnovnom namjerom da prevazide neke nedostatke MTA, ukljucujuéi i dugo vrijeme
vezivanja ovog cementa. Sira upotreba ovog materijala moze biti postignuta dodavanjem
aditiva koji ubrzava proces precipitacije i posljedi¢no uzrokuje brze stvrdnjavanje. Ovaj
materijal je pokazao odgovaraju¢e fizicke i mehanicke karakteristike i zadovoljavajuéu

biokompatibilnost i antibakterijsku aktivnost [12,15-17].

Capasio (Primus Consulting, Bradenton, FL) je eksperimentalni kalcijum
aluminosilikatni cement, sastavljen uglavhom od praha Kkalcijum aluminosilikata,
stomatoloSkog stakla i bizmut oksida kao kontrastnog sredstva, a isporucuje se u vidu
vodenog gela. Posjeduje nesto nizi pH (10,9) od bijelog MTA (11,6), radno vrijeme od oko 9

minuta i poboljsanu otpornost na kiseline i ispiranje [18-20].

Nedavno Capasio prah je rafiniran i preimenovan u Quick- Set (Primus Consulting
Primus). Uklonjen je katjonski surfaktant iz te¢ne gel komponente, za koji se mislilo da
ometa biokompatibilnost. Materijal pokazuje sli¢an osteogeni i dentinogeni potencijal kao
bijeli MTA [21,22].

Uprkos cinjenici da je poslednjih desetak godina neSto veéi akcenat stavljen na
istrazivanja kalcijum aluminatnih cemenata, te da su u mnogim studijama dobijeni i dobri
rezultati, koji ovaj materijal kvalifikuju kao prihvatljivu opciju za klini¢ku upotrebu, Sira
primjena ovih materijala u stomatoloskoj praksi svakako zahtijeva dodatna ispitivanja novijeg

datuma.

Istrazivanja €iji je cilj sinteza novih kalcijum aluminata koji ¢e imati sli¢na fizicka 1

bioloska svojstva kao MTA, ali bez njegovih negativnih karakteristika (kratko radno vrijeme



od svega par minuta, dugo vrijeme vezivanja, zamijeSani materijal zrnaste, pjeskaste

konzistencije, relativno teska klini¢ka manipulacija), jo$ uvijek su aktuelna.
Istovremeno sve je veci uticaj nanotehnologije i nanomaterijala u medicini.

Dugotrajan rad profesora Jokanovi¢a i njegovih saradnika rezultirao je nastankom
novosintetisanog nanostrukturnog biomaterijala na bazi kalcijum aluminata. Materijal je
sintetisan nanotehnologijom, inovativnom kombinacijom hidrotermalne sol-gel metode i
metode samosagorjevajucih talasa. Znacajno krace vrijeme vezivanja u odnosu na MTA, bi
mogla da bude njegova prednost u uslovima eventualne klini¢ke primjene, a hemijska priroda
materijala i nacin sinteze bi trebalo da obezbijede zadovoljavajuce biolo§ko ponasanje ovog

materijala u zivim tkivima.



1.1. PREGLED LITERATURE

1.1.1. Fizicko-hemijske karakteristike kalcijum aluminatnih sistema

U eri moderne stomatologije, paznja mnogih istrazivaca je fokusirana upravo na
ispitivanja fizicko-hemijskih karakteristika kalcijum aluminata.

Upotrebu nekog dentalnog materijala u klinickoj praksi, dobrim dijelom diktiraju
njegove mehanic¢ke i fizicko-hemijske karakteristike: snaga veze za tvrda zubna tkiva,
vrijeme stvrdnjavanja materijala, pH vrijednost, rentgen kontrasnost, rastvorljivost, otpornost
na pritisak, tvrdoca, zatezna ¢vrstoca, resorpcija vode, dezintegracija.

Sunnegardh-Gronberg i saradnici su sproveli tri studije koje su se bavile
proucavanjem fizicko-hemijskih karakteristika kalcijum aluminatnog cementa (CAC)[23-25].

U prvoj studiji (2002.) su ispitivali tvrdo¢u i otpornost na troSenje DoxaDenta u
komparaciji sa cetiri hibridna kompozita (RC) -on polyacid-modificirani RC, smolom
modifikovanim  glasjonomercementom (RMGI), konvencionalnim glasjonomernim
cementom (GIC) i cink fosfatnim cementom. DoxaDent je pokazao veliku tvrdo¢u (jednaku
tvrdo¢i cink fosfatnog cementa, znacajno vecu u odnosu na kompozite, ali ipak manju u
odnosu na smolom modifikovani glasjonomer cement) i malu otpornost na trosenje [23].

Druga studija ovih autora (2003.) je ispitivala hrapavost povrSine DoxaDenta
namijenjenog za bocne restaurativne ispune, nakon tretmana sa razli¢itim sredstvima za
poliranje. Cetrdeset osam DoxaDent uzoraka je polirano sa dijamantskim svrdlima na 15,550
ili 27,000 rpm, Sof-Lex diskovima, silikonskim gumicama i univerzalnim polirerima i
uporedivano sa amalgamskim uzorcima poliranim silikonskim gumicama. Hrapavost je
mjerena pomocu profilometra. Najglatkija povr§ina DoxaDent uzoraka je uocena nakon
upotrebe Sof-Lex diska (prosjecna hrapavost [Ra] 0.26 um). Dijamantska svrdla pri ve¢im
brzinama 1 polireri su takode dali dosta dobre rezultate (Ra 0,58-0,72 um). Povecanje
hrapavosti je zapaZeno pri upotrebi dijamantskih svrdala manjom brzinom (Ra 2.3 um), dok
je najglatkiju povrsinu u ovoj studiji pokazao ispolirani amalgam (Ra 0.17 um) [24].

Tre¢a studija Sunnegardh-Grénberga i saradnika (2003.) se fokusirala na ispitivanje
otpornosti na savijanje i modula elasti¢nosti DoxaDenta u poredenju sa ¢etiri hibridna RC
spolyacid-modifikovana RC cementa, RMGI cementom, konvencionalnim GIC i cink
fosfatnim cementom. Otpornost na savijanje i modul elasti¢nosti su testirani prema ISO
standardu 4049 i odredivani nakon 1 dan, 1 sedmicu i 2 sedmice. Zajedno sa cink fosfatnim

cementom, DoxaDent je pokazao najmanju otpornost na savijanje (13-22 MPa), a najveci



modul elasti¢nosti (17-19 GPa). Najvecu otpornost na savijanje su pokazali RC cement i
polyacid-modifikovani RC cement (83-136 MPa). Otpornost na savijanje DoxaDenta se sa
vremenom znacajno smanjivala, dok je modul elasti¢nosti 0stajao nepromijenjen [25].

Hulme i sar. (2006.) su komparirali postignute rezultate nakon kostane augmentacije
20 ljudskih torakolumbalnih vertebralnih pr§ljenova PMMA cementom (DePuy Acromed) i
bioaktivnim CAC cementom. Nakon mehanic¢kih testiranja, izvodenih u tri faze (na
intaktnim, frakturiranim 1 vertebralnim prsljenovima augmentiranim cementima), oba
cementa su pokazala veoma slican rezultat u pogledu ¢vrstoce i krutosti prsljenova.
Bioaktivni CAC cement se pokazao kao prihvatljiva opcija za postupak augmentacije kosti,
potvrdiv$i odli¢ne karakteristike ubrizgavanja, poboljSanu rentgen kontrastnost i slicna

mehanicka svojstva PMMA cementu [26].

Pameijer i saradnici (2010.) su ispitivali rubno zaptivanje i bakterijsku
mikropropustljivost kalcijum aluminatnog cementa (Ceramir C&B) u poredenju sa dva
komercijalno dostupna cementa: glas-jonomer cementom (Ketac-Cem (KC) , koji je sluzio
kao kontrola i smolom modifikovanim glas-jonomer cementom (Rely X Luting Plus (RX). 30
premolara je ispreparisano i nasumic¢no podijeljeno u tri grupe. Nakon restauracije
pomenutim cementima uzorci su termociklirani (X2000, na temparaturi izmedu 5 i 55 °C, u
trajanju od 35 sekundi), a zatim pohranjeni u sterilni fosfatni pufer 7 dana na 37°C. Nakon
tog perioda uzorci su izlagani bakterijskom mikrocurenju u dvokomornim aparatima, tokom
60 dana. Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu grupa cementiranih sa CM i RX dok su
obe grupe pokazale znatno manje mikrocurenje (P <0,05) u odnosu na grupu sa KC [27].

Pet godina kasnije, sposobnost bioaktivnog kalcijum aluminatnog cementa (Ceramir
Crown & Bridge,Doxa Dental AB, Uppsala, Sweden) da obezbijedi adekvatno rubno
zaptivanje je bila i predmet istrazivanja preliminarne laboratorijske studije Jefferiesa SR i
saradnika (2015). U ovoj studiji, kalcijum aluminatni cement je uporedivan sa jo$ 4
stomatoloSka cementa : konvencionalnim glasjonomer cementom (Fuji | Luting Cement, GC,
Tokyo, Japan), konvencionalnim smolom modifikovanim glasjonomercementom (Rely X
Luting Cement,3M-ESPE Minneapolis, MN, SAD), konvencionalnim samonagrizaju¢im
cementom (Rely X Unicem Cement, 3M-ESPE) i bioaktivnim kalcijum silikatnim cementom
(White ProRoot MTA/Dentsply International, York, PA, USA). Od svjeze ekstrahovanih
nekarioznih bo¢nih zuba su najprije nacinjeni gledno-dentinski diskovi (debljine oko 1mm),
koji su potom pohranjivani u sterilnoj destilovanoj vodi na temparaturi od 4 °C u periodu od

2 nedelje. Nakon toga, ovi gledno/dentinski diskovi su postavljani uz diskove jednog od 5
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ispitivanih stomatoloSkih cemenata, pri ¢emu su izmedu njih vjeStatki formirane
mikropukotine debljine 50-um. Ovako dobiveni artificijani ,,jaz sklopovi® za svaku vrstu
ispitivanog cementa su potopljeni u fosfatom puferisani simulator tjelesne te¢nosti (STF) na
period od 8 mjeseci. U tom periodu je posmatrana okluzija vjeStacki stvorenih
mikropukotina, a primjenom mikrokompjuterizovane tomografije analizirano je i prisustvo
nataloZenih kristala nalik mineralnim depozitima, u istim. Prema njihovim rezultatima, nije
bilo dokaza koji bi govorili u prilog marginalne okluzije vjestackih mikropukotina kod tri
konvencionalna kontrolna cementa, dok su, nasuprot tome, oba bioaktivna stomatoloska
cementa pokazala okluziju vestacki stvorenih marginalnih pukotina i sposobnost formiranja
apatitnih kristala i time potvrdili sposobnost adekvatnog rubnog zaptivanja u simuliranim

fizioloskim uslovima [28].

Emmanuel Silva i saradnici (2014.) su komparirali bijeli MTA (WMTA) sa
endodontskim cementom na bazi kalcijum aluminata (EndoBinder), ispituju¢i pri tome
citotoksi¢nost, antimikrobnu aktivnost i fizicko-hemijske karakteristike ova dva materijala.
EndoBinder je kalcijum aluminatni endodontski cement koji se uglavnom sastoji od Al,O3
(>68.5%), CaO (<31.0%), SiO; (0,3-0,8%), MgO (0.4-0.5%) i Fe,03 (<0,3%), a sam finalni
proizvod je rezultat hemijske reakcije: CaCO3z+Al,03=Ca (AlO,),+CO,. Od fizicko-hemijskih
karakteristika provjeravana je pH vrijednost (mjerena u periodu nakon 3, 24, 72 i 168 sati), te
rastvorljivost i resorpcija vode. EndoBinder i WMTA su pokazali bazi¢an pH tokom ¢itavog
perioda trajanja eksperimenta, sa maksimalnom pH vrijedno$¢u nakon 3 sata (EndoBinder
8,96; WMTA 10.22). Kod oba materijala je konstatovan lagani pad pH vrijednosti sa
napredovanjem eksperimenta, a WMTA je pokazao statisti¢ki znac¢ajno visu pH vrijednost
nakon svakog evaluacionog perioda (P<05). U pogledu rastvorljivosti, EndoBinder je
pokazao manju rastvorljivost u odnosu na WMTA (P<05), dok u pogledu resorpcije vode nije
bilo statisti¢ki znacajne razlike pri ¢emu su i EndoBinder i WMTA imali priblizno iste
vrijednosti, povec¢anja mase od 9.47%, odnosno od 9,17% [12].

Slicne rezultate u pogledu pH vrijednosti kalcijum aluminatnih cemenata dala je i
studija brazilskih istrazivaca iz 2013. godine, koja je imala za cilj da ocijeni pH vrijednost,
otpustanje jona Ca i antimikrobnu aktivnost EndoBindera (EB) sa dodatkom tri razli¢ita
rentgen kontrastna sredstva: Bi,Os, ZnO i ZrO, i to poredi sa MTA. Uzorci testiranih
cemenata su uronjeni u 10 ml destilovane i dejonizovane vode na 37°C, a vrijednosti pH su
odredivane nakon 2, 4, 12, 24, 48 h; 7, 14 i 28 dana. Kvantifikacija oslobodenih jona Ca je

vrSena atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom, a antimikrobna aktivnost cemenata



testirana na S. aureus, E. coli, E. faecalis i C. Albicans. MTA je i u ovoj studiji, na kraju
evaluacionog perioda, pokazao ve¢u pH vrijednost i nesto vece otpustanje jona Ca u odnosu
na EndoBinder, ali bez statisticki znacajne razlike. Vecu pH vrijednost MTA su objasnili
prisustvom kalcijum hlorida u sastavu MTA cementa, koji se Koristi da ubrza vezivanje
materijala. Ispoljena antimikrobna aktivnost oba cementa je bila ista, sem u slu¢aju kada su
kao rentgen kontrastna sredstva koristeni ZnO i ZrO,, gdje je izostao antimikrobni efekat EB

na neke sojeve (E. coli, E. faecalis i C. Albicans) [13].

Superiorne mehanicke i mikrostrukturne karakteristike EndoBindera (EB) u odnosu
na MTA potvrduje i studija Garcie i saradnika iz 2011. godine u kojoj je EB pokazao veéu
tvrdocu i otpornost na pritisak, uz statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na WMTA(7/21 dana)
i veCu zateznu Cvrstocu sa statisticki zna¢ajnom razlikom u odnosu na GMTA (7/21 dana) i
WMTA (21 dana), primjenom skening elektronske mikroskopije (SEM-a) [29].

Kombinacije EndoBindera sa tri razliita kontrasta (EndoBindert+bizmut oksid;
EndoBinder+cink oksid; EndoBinder+cirkonijum oksid) pokazuju slicno ponasanje kao bijeli
I sivi MTA, ispitivanjem rastvorljivosti i dezintegracije. Kombinacija EB+Bi,O3 je pokazala
najmanji gubitak mase (5,08%), a WMTA najvisi (6,65%), ali bez statisticki znacajne razlike.
Prilikom dezintegracije je doslo do oslobadanja nekoliko hemijskih elemenata, uglavnom
jona metala. Kod GMTA i EB+Bi,O3 je konstatovano oslobadanje Cr, sa statisticki
znacajnom razlikom (P<0,5). Kombinacija EB+ZnO je pokazala najvisi nivo otpusStanja Pb, a
zatim slijedi WMTA (P<0,5). Takode kod kombinacije EB+ZnO je zabiljezen i najvisi nivo
otpustanja As, dok je kod GMTA bio najnizi (P<0,5). Koli¢ine otpustenog i As i Pb su bile

nize od sigurnosne granice utvrdene standardom ISO 9917-1 [7].

Rendgenska vidljivost je vazna fizicka osobina cemenata koji se upotrebljavaju u
endodontskoj praksi. Iz tog razloga se u sastav cementnih pasti koje se koriste za punjenje
kanala korijena zuba dodaju razli¢ita rentgen kontrastna sredstva, kako bi se omogucilo
razlikovanje materijala od susjednih anatomskih struktura [30].

Prema ISO 6876-7,8 standardu endodontski cementi bi trebali posjedovati rendgensku
vidljivost iznad 3,0 mm u odnosu na aluminijumsku skalu [31].

Aguilar i saradnici (2011.) su ocjenjivali rendgensku vidljivost novog cementa na bazi
kalcijum aluminata (EndoBinder), sa dodatkom tri razlicita rentgen kontrasta (bizmut oksid,
cink oksid ili cirkonijum oksid) i obe verzije MTA (bijeli i sivi), u uzorcima razli¢itih

debljina. Rezultati su pokazali da je kod debljih uzoraka cemenata, bila i ve¢a rendgenska



vidljivost. Samo je kalcijum aluminatni cement sa dodatkom bizmut oksida i sivi MTA
pokazao adekvatnu rendgensku vidljivost (iznad 3,0 mm od aluminijumske skale), bez obzira
na debljinu uzorka. Rentgen kontrastno sredstvo koristeno u oba cementa u ovom slucaju je
bizmut oksid (20% po tezini), koji ima veéi atomski broj (Z=83) u odnosu na cirkonijum
(Z=40) i cink (Z=30). Kod kalcijum aluminatnog cementa sa dodatkom cink oksida, potrebna
rendgenska vidljivost je postignuta samo na uzorcima debljine 2,0 mm, a kod kalcijum

aluminatnog cementa sa dodatkom cirkonijum oksida, na uzorcima debljine 2,5 mm [32].

Porter i saradnici (2010.) su uporedivali WMTA sa tri eksperimentalna endodontska
cementa Capasiom (Primus Consulting, Bradenton, FL), Ceramicretom-D (Tulsa Dental
Specialties/Argonne National Laboratory, Argonne, IL), i Generexom-A (Dentsply Tulsa
Dental Specialties, Tulsa,OK) ispituju¢i pri tome vrijeme vezivanja, RTG kontrasnost,
otpornost na pritisak, pH, otpornost materijala na ispiranje i zateznu Cvrstocu. Prema
njihovim rezultatima Capasio i alternativni materijali su pokazali superiornost u odnosu na
WMTA kad je u pitanju otpornost na ispiranje i rukovanje materijalom, zadovoljavajucu
RTG vidljivost, dobru otpornost na pritisak (Generex-A> Capasio> WMTA> Ceramicrete-D)
I bazi¢nu pH vrijednost, izuzev Ceramicrete-D Kkoji je pokazao loSije fizicko hemijske
karakteristike (slabiju RTG vidljivost, najmanju otpornost na pritisak i kiseo pH). Njihova

preporuka je da se nastave dalja ispitivanja Generex-A i Capasia klini¢kim studijama [18].

U jednoj vrlo interesantnoj studiji Oliveira i saradnici (2010.) su proucavali fizi¢ka i
hemijska svojstva endodontskog cementa na bazi kalcijum aluminata (Secar-71, Kerneos), sa
i bez dodatka raznih aditiva (polimernog rasprsivaca, CaCl, kao plastifikatora i ZnO kao
rentgen kontrasta), u odnosu na sivi mineral trioksid agregat Gray-MTA (Angelus).
Ispitivano je vrijeme stvrdnjavanja, pH, jonska provodljivost, snaga pritiska, poroznost i
distribucija pora. Kalcijum aluminatni cement, bez dodatka aditiva, je pokazao vrijeme
stvrdnjavanja od oko 60 min, a u kombinaciji sa Li,CO3 kao aditivom, vrijeme vezivanja je
bilo kra¢e za 10 min. Osim toga, dodatak aditiva je poboljsao i njegova druga svojstva, te je
materijal pokazao sposobnost oslobadanja Ca®* iona, bazian pH, lakse rukovanje, bolju
fluidnost, ve¢u mehanicku ¢vrstocu (81 MPa) i manju poroznost 4% (sa porama malog
promjera 0.25 Im), u odnosu na Gray-MTA Angelus: mehanicka ¢vrstoca 34 MPa, poroznost
28 % (sa porama promjera 2.5 Im) [17].

U skladu sa ovim rezultatima su i rezultati studije Luza i Pandolfellija iz 2014,
godine, koji su ocjenjivali fizicke osobine (otpornost na pritisak, dimenzionalnu stabilnost,

poroznost i RTG kontrasnost) kalcijum aluminatnog cementa CAC (Secar-71, Kerneos)
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unaprijedenog dodatkom polimernog rasprSiva¢a, na bazi polietilen glikola. Dodatak
polimernog rasprSivaca rezultirao je ve¢im, ali pogodnim, Sirenjem cementa, povecanom
otpornos¢u na pritisak 73-87 MP nakon 15 dana, manjom porozno$c¢u i zadovoljavaju¢om
rentgen kontrasnoscu. Njihov zakljuéak je da CAC (Secar-71, Kerneos) ,sa dodatim
polimernim rasprsivacem, ima potencijal za primjenu u endodonciji [33].

Iste godine, Oliveira i saradnici proucavaju, takode, uticaj raznih aditiva (polimernog
rasprSivaca, plastifikatora, cink oksida i bizmut oksida kao rentgen kontrastnih sredstava) na
pojedina fizicka i mehani¢ka svojstva, te RTG vidljivost kalcijum aluminatnog cementa
(CAC). Najvecu rendgensku vidljivost je pokazao CAC sa dodatkom Bi,O3, kao kontrasta
(25% vecu u odnosu na ZnO). Medutim, dodatak vece koli¢ine Bi,O3 povectava poroznost i
smanjuje mehanic¢ku ¢vrstinu kalcijum aluminatnog cementa, zbog velikog rastojanja izmedu
Cestica, koje su izduzenog oblika. Sa druge strane, ZnO posjeduje mnogo finije Cestice od
Bi,0s3, §to dovodi do povecanja mehanicke snage CAC, ali rendgenska vidljivost ZnO je niza
od one predvidene standardima ISO 6876: 2012. Kombinacija 15% Zn0:10% Bi,O3 je
povecala otpornost na pritisak i smanjila poroznost CAC, te se pokazala kao najoptimalnije
rjesenje da se postigne kompromis izmedu dobrih fizi¢kih i mehanickih svojstava i idealna
rendgenska vidljivost [34].

Kineski nau¢nici Ann i Cho (2014.) su pokusali da povecaju otpornost kalcijum
aluminatnog cementa (CAC) na koroziju, na na¢in da su CAC pomijesali sa obi¢nim Portland
cementom (OPC), u rasponu od 5% do 15%, kao vezivom. Ovako dobivena mjeSavina
kalcijum aluminatnog cementa CAC je pokazivala znacajno veéu otpornost na koroziju
(preko 3,0% po masi veziva, dok je kod OPC i CAC ova vrijednost oko 0,5%-1,0%) , krace
vrijeme vezivanja , ali i manju otpornost na pritisak (oko 20 MPa, dok je kod OPC oko 30-35
MPa) [35].

Pokusaj kombinacije trikalcijum aluminata (CazAl,Og) sa trikalcijum silikatima
(CasSiOs), rezultirao je boljim fizicko-hemijskim osobinama (ubrzanim procesom hidratacije,
kra¢im vremenom stvrdnjavanja, veCom otpornoS¢u na pritisak), bioaktivnoséu i
biokompatibilno$¢u (stimulativni ucinak na rast L929 (celija) u odnosu na Cciste
trikalcijumsilikate (CasSiOs). To je pokazala studija grupe kineskih naucnika, koji su prah
CazSiOs i1 CazAl,06 (0,5%, 10% i1 15%) pomijesali sa destilovanom vodom, a potom ispitali
fizicko-hemijske osobine i biokompatibilnost dobijene smjese. Novonastalom kombinacijom
vrijeme stvrdnjavanja je sa 110 min smanjeno na 43 min, odnosno (P<0,05), a otpornost na
pritisak povecana od 6,75-16,20 MPa nakon jednog dana (P<0,05) tj. 17,73-29,13 MPa,
nakon 28 dana [36].
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Seung-Han Oh i saradnici (2002.) su proucavali efekte dodavanja litijum fluorida
(LiF) i maleinske kiseline (MA) kalcijum aluminatnom cementu (CAC) na fizicko-hemijske
karakteristike (vrijeme vezivanja, otpornost na pritisak) i biokompatibilnost CAC-a. Za
procjenu fizicko-hemijskih karakteristika su koristili X-ray difrakciju (XRD), dok su Agar
test difuzija, tetrazolium bromid (MTT) test i test hemolize primijenjeni za otkrivanje
biokompatibilnosti novonastale cementne kompozicije. Prema njihovim rezultatima
sadrzi 0,5 g LiF i 8,75 g MA, jer je posjedovao najkraCe vrijeme vezivanja i najvecu
otpornost na pritisak (111,64+/-7.74 MPa), a u isto vrijeme je bio biokompatibilan, tj. nije
uzrokovao hemolizu niti ispoljavao citotoksi¢ne efekte [37].

Engqvist i saradnici (2004.) su istrazili propustanje svjetlosti kroz biokeramicki
restaurativni material baziran na kalcijum aluminatu, uzimaju¢i u obzir funkciju vremena
(nakon 3,7,24,48,96, 168, 432, i 672 sata ), razliite debljine uzoraka materijala (0,5 i 1
mm), talasnu duzinu svjetlosti (300-1100 nm) i dodavanje pigmenata (A, B, i C, boje), u
odnosu na komercijalni glasjonomerni cement (Fuji 1) i kompozitnu smolu (Tetric Ceram).
Rezultat je bio povecano propustanje svjetlosti kroz kalcijum aluminat sa odmicanjem
vremena, od niskih vrijednosti nakon jednog sata, do vrijednosti propustanja svjetlosti skoro
kao kod glasjonomer cementa, nakon sedam dana. Kompozitha smola je imala gotovo
dvostruko vecu propusnost svjetlosti (32%), u odnosu na kalcijum aluminatni materijal i
glasjonomer cement (14-15%). Ocekivano, tanji uzorci debljine 0,5 mm prenose svjetlost
skoro duplo vise od debljih uzoraka, debljine 1 mm. Sto se ti¢e talasne duzine, plavo svetlo je
pokazalo nisku prozirnost, dok je kod crvenog svjetla prozirnost bila visoka. Dodatak
pigmenata je doprinio dodatnom smanjenju prozirnosti. Kao $to je i o¢ekivano, smanjenje je

bilo vece za tamnije nijanse [38].

EndoBinder formira snazniju vezu sa dentinom u poredenju sa MTA, ta razlika je
statisticki znacajna u odnosu na WMTA (P<0,05), odnosno bez statistiCke znacajnosti u
odnosu na GMTA . Ovo je pokazala studija Garcia i saradnika iz 2014. godine koja je radena
na 30 ekstrahovanih humanih gornjih molara, na kojima su uradene hemisekcije, te nakon
opsezne pripreme uzoraka, ispitana snaga veze endodontskih cemenata sa dentinom,
primjenom univerzalnog uredaja za testiranje (EMIC-DL, Sdo José dos Pinhais, PR,Brazil)
[14].

Materijali zasnovani na kalcijum aluminatnim sistemima su pokazali uporediv rezultat

sa komercijalnim kalcijum-silikatnim cementom (MTA Angelus, Londrina, Brazil) u studiji
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Josipovié i saradnika 2017. Ovi autori su testom penetracije boje ispitali marginalnu
mikropropustljivost novosintetisanih nanomaterijala na bazi kalcijum aluminata i MTA 6
mjeseci nakon njihove aplikacije u interradikularne perforacije ekstrahovanih zuba. Studija je
obuhvatila 36 ekstrahovanih ljudskih molara. Prodor boje je analiziran primjenom
svjetlosnog mikroskopa sa uvec¢anjem od 30x (Leica DM 2000, a dobijeni rezultat je
statisticki analiziran kori$¢enjem jednosmjernog ANOVA testa. Najmanja srednja penetracija
(mm) je izmjerena za MTA (1.40), dok su zabiljezene neSto vece vrijednosti marginalne

penetracije za kalcijum aluminatne cemente (1,73), ali bez statisticki znacajne razlike [39].

Primjena kalcijum aluminata kao materijala za trajno cementiranje se pokazala
uspjeSnom prema rezultatima studije Jefferiesa i saradnika (2012.) koji su novi bioaktivni
stomatoloSki cement (Ceramir C&B, ranije XeraCem), hibridni materijal sastavljen od
kalcijum aluminatnog i glasjonomer cementa, upotrijebili za trajno cementiranje kod 17
pacijenata (38 protetskih krunica, 6 fiksnih mostova, 2 fiksne udlage). Ocjenjivali su
karakteristike cementa tokom same pripreme: rukovanje cementom, radno vrijeme,
jednostavnost uklanjanja cementa, kao i nakon cementiranja: rubno zatvaranje, marginalna
diskoloracija, prisustvo sekundarnog karijesa, stanje gingive, osjetljivost zuba, primjenom
vizualne analogne skale (VAS). 15 od 17 ispitanika se odazvalo na ispitivanje nakon godinu
dana, a 13 pacijenata nakon 2 godine. Sama priprema, odnosno mije$anje cementa, Se
pokazala veoma jednostavnom i prihvatljivom. Sve restauracije su imale dobru adheziju
nakon cementiranja. Marginalni integritet svih restauracija / nadogradnji nakon 2 godine je
ocijenjen "alfa" kategorijom. Average VAS rezultat za osjetljivost zuba je smanjen sa 7,63
mm na pocetku do 0,44 mm nakon 6 mjeseci, 0,20 mm nakon 1 godine i 0.00 mm nakon 2
godine. Gingivalni indeks pokazuje da je upala gingive smanjena sa 0,56 mm na pocetku do
0,11 mm nakon 6 mjeseci, 0,16 mm nakon 1-godine, a 0.21 mm nakon 2 godine. Nakon dvije
godine nije doslo do gubitka (rascementiranja) niti jedne restauracije, nije bilo marginalne

diskoloracije, ni sekundarnog karijesa, a pacijenti su negirali i subjektivnu osjetljivost [10].

Nasuprot ovim studijama, studije koje svjedoe o pokuSaju primjene kalcijum
aluminata za direktne restaurativne ispune, nisu potvrdile pozitivne fizicko-hemijske i

mehanicke osobine ovih materijala.

Sunnegardh-Gronberg i saradnici (2004.) su u svojoj studiji potvrdili da Doxadent
ima bolju adheziju za dentin u odnosu na kompozit Tetric Ceram/Syntac TC/SS (72%:49%),
dok je njegova veza sa gledi slabija, od veze koju ostvaruje kompozit TC/SS (84%:93%). Do
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ovih rezultata su dosli primjenom skening elektronske mikroskopije, kvantitativnom
analizom 16 kaviteta Il klase, restaurisanih pomenutim materijalima. Slabiju marginalnu
adaptaciju na gled i veéu sklonost dimenzionalnim promjenama Doxadenta, objasnjavaju

sirenjem kalcijum aluminatnog cementa [40].

Berglund i saradnici (2006.) ne preporucuju klini¢ku primjenu Doxadenta, kalcijum
aluminata razvijenog sa namjerom da posluzi kao alternativa dentalnom amalgamu i
kompozitu za ispune u bocnoj regiji. Doxadent je pokazao slabiju dimenzionalnu stabilnost u
odnosu na dva testirana kompozitna materijala InTen-S i Esthet-X, na 360 uzoraka, u vlaznoj
I suvoj sredini. U suvoj sredini, kod Doxadent uzoraka konstatovano je povecanje zapremine
od 2,0% 1 tezine od 5,5%, a u vlaznoj sredini povecanje zapremine 4,1 % 1 tezine 6,3%.
Zapremina kompozita je povecana svega 0,8% ili manje, U suvoj i vlaznoj sredini, dok je
povecanje u tezini za Inten-S iznosilo 1,2% u vlaznoj sredini, a 0,6% u suvoj sredini, odnosno

za Esthet-X 0,7% u vlaznoj sredini, a 0,2% u suvoj sredini [41].

U skladu sa ovim rezultatima su i rezultati dvije prijasnje studije Loofa i saradnika
(2003. i 2005.), koje su pokazale inferiorne mehanicke osobine kalcijum aluminata (Doxa
Certex Uppsala, Sweden, Scandinavia) u odnosu na kompozit (Tetric Ceram)
glasjonomercement (Fuji 11) i amalgam, kao i studija Dijkena i saradnika (2003.) u kojoj su,
nakon dvogodis$njeg klini¢kog pracenja 120 direktnih ispuna Il klase restaurisanih kalcijum
aluminatom (Doxa Certex Uppsala, Sweden, Scandinavia) i kompozitnom smolom (Tetric
Ceram), bolje klinicke performanse i trajnost, pokazali ispuni restaurisani kompozitom
[9,42,43].

Upotreba kalcijum aluminatnog cementa (Doxa Certex, Uppsala, Sweden) u
restauraciji kaviteta V klase, takode se pokazala neprihvatljivom. Nakon trogodi$njeg
klinickog pracenja 119 restauracija ocjenjivanih u skladu sa blago modifikovanim kriterijima
USPHS nakon 6 mjeseci, 1, 2 i 3 godine, rezultat je bio 32% potpuno ili djelimi¢no
izgubljenih restauracija sa kalcijum aluminatnim cementom, u odnosu na 5% izgubljenih

restauracija sa kompozitom (RC; Tetric Ceram) [44].

Svakako ne treba zanemariti ni sve veci uticaj nanotehnologije u svim oblastima, pa
tako i u podru¢ju biomedicinskih nauka. Propustljivi porozni nanomaterijali imaju Siroku

primjenu na polju inZinjeringa [45].
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Nedavno je predstavljen novi sistem poroznog kalcijum aluminatnog / fosfatnog
(CAP) nanokompozita. Novi CAP nanokompoziti imaju jedinstvenu trodimenzionalnu
nanostrukturu sa gusto rasporedenim, medusobno povezanim nanoporama veli¢ine 200-500
nm i pokazuju odli¢énu propustljivost tecnosti I adsorpciju. Poroznost je od 19% do 40%.
Snaga savijanja i otpornost na pritisak su 40,3 MPa i 195 MPa. CAP nanokompoziti su
visokopropusni, tako da kapljica vode moze potpuno prodrijeti za 10 sekundi. S obzirom na
nanoCestice porozne strukture, dobru propusnost/ adsorpciju i izvanredna mehanicka
svojstva, CAP nanokompoziti imaju veliki potencijal za aplikacije u hemijskom i

biomedicinskom inzenjeringu [45].

1.1.2. Bioloska aktivnost materijala na bazi kalcijum aluminata

Biokompatibilnost je esencijalna osobina svakog materijala koji se koristi u
stomatologiji, a podrazumijeva sposobnost materijala da nakon aplikacije obavlja odredenu
funkciju u organizmu, ne izazivajuci pri tome nezeljeni odgovor tkiva domacina [46].

Testovi za ispitivanje biokompatibilnosti sluze za detekciju sastojaka materijala koji
bi mogli da uzrokuju povrede ili oste¢enja na tkivima usne duplje ili organizma uopste.
Nezeljena reakcija tkiva moze biti posljedica toksi¢nosti primijenjenog materijala, ali i drugih
faktora, kao §to je akumulacija infektivnog materijala. Testovi biokompatibilnosti se realizuju
u invitro i in vivo uslovima [47].

Savremeni  aspekt ispitivanja  biokompatibilnosti  stomatoloskih  materijala
podrazumijeva:

1) testiranje materijala u laboratorijskim uslovima na kulturama celija, tkiva ili organa.
2) eksperimente na zivotinjama, sa ciljem da se simuliraju uslovi u organizmu coveka.
3) klinicke testove na ljudima, koji podrazumijevaju razlicite testove primjene materijala

u klinickim uslovima [4].

Prilikom primjene nekog testa za ispitivanje biokompatibilnosti, prioritet je moguénost
ponavljanja testa, kao i komparacija dobijenih rezultata sa drugim laboratorijama [2,3,48].

Faris i saradnici (2006.) su provjeravali bioaktivnost tri cementa namijenjena za
ortopedsku primjenu: kalcijum fosfatnog cementa (Norian SRS), eksperimentalnog kalcijum
silikatnog cementa i eksperimentalnog kalcijum aluminatnog cementa. Uzorci sa cementima
su pohranjeni u fizioloski rastvor puferovan fosfatom (PBS) na temparaturi od 37 ° C, tokom
1h, 24 h, 7 dana i 30 dana, a nakon toga su podvrgavani analizi. Primjenom SEM-a, X-Ray

difrakcije (TF-XRD) i energijom disperzivne spektroskopije (EDS) je potvrdeno formiranje
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apatita na povrsini sva tri ispitivana materijala, odnosno svi materijali su pokazali biolosku
aktivnost u uslovima in vitro [49].

In vitro studija Loofa i sar. (2008.) se bavila ispitivanjem bioaktivnosti dva
eksperimentalna cementa na bazi kalcijum aluminata (CA) u poredenju sa
glasjonomercementom (GIC). Pri tome, jedna od formulacija CA je bio hibrid izmedu CA i
GIC. Uzorci ispitivanih materijala su potopljeni u fosfatni puferisani fizioloski rastvor i
pohranjeni na 37 °C na vremenske periode : 1h, 1 dan, 7 dana i 4 sedmice. Nakon
skladiStenja su podvrgnuti analizi (X-ray difrakcija (GI-XRD), skening elektronska
mikroskopija (SEM) i X-ray fotoelektronska spektroskopija (XPS), kako bi se ustanovilo da
li je doslo do formiranja povrSinskog sloja hidroksiapatita. Oba kalcijum aluminatna cementa
su pokazala bioaktivnost, za razliku od GJC cija biokativnost je izostala tokom perioda
testiranja. Najveci stepen bioaktivnosti je pokazao Cisti kalcijum aluminatni cement, gdje je
relativno debeli sloj hidroksiapatita formiran ve¢ nakon 24 ¢asa [50].

U sliénoj studiji Engstrand i sar. (2012.) su provjerili bioaktivnost kalcijum
aluminatnog cementa (Ceramir Crown & Bridge). Diskove izradene od pomenutog cementa
su uranjali u ljudsku pljuvacku i fizioloski rastvor puferovan fosfatom (PBS) tokom 7 dana, a
potom ih susili i analizirali. Analiticke metode koje su koristene u cilju provjere formiranja
HA na povrsini su: X-ray difrakcija (GI-XRD), skening elektronska mikroskopija (SEM) i X-
ray fotoelektronska spektroskopija (XPS). Njihovi rezultati su pokazali da je do formiranja
HA doslo i na povrsini uzoraka uskladistenih u pljuvacki i na uzorcima pohranjenim u PBS.
Zakljucili su da bi ovo pozitivno svojstvo Ceramira moglo biti od pomo¢i u sprecavanju
nastanka sekundarnog karijesa.[51].

Carmo SS i sar. (2018.) su takode dokazali sposobnost nekoliko formulacija kalcijum
aluminatnih cementa (CACb) uporedivu sa Biodentinom i MTA da formiraju apatitne kristale
na svojoj povrsini, nakon kontakta sa PBS ili dejonizovanom vodom tokom 14 dana.
Povrsine cemenata su analizirane pomoc¢u SEM, EDS-X i FTIR [52].

Interesantna je studija Birda i saradnika (2012.) koja je ispitivala sposobnost
penetracije kalcijum aluminatnog cementa Capasia (Primus Consulting, Bradenton, FL) u
dentinske tubule, u komparaciji sa mineral trioksid agregatom (MTA), ali i sposobnost ovih
cemenata da dovedu do formiranja apatitnih kristala na svojoj povrsini, prilikom
pohranjivanja u sinteti¢koj tjelesnoj te¢nosti (STF). Za pristupne kavitete je upotrijebljeno 30
intaktnih prednjih humanih zuba. Svi kanali korijena zuba su obradeni i obturisani sa
Capasiom i MTA, a potom pohranjeni na 4 sedmice u STF. Na 1, 2, i 3 mm od povrsine Su

uradeni presjeci zuba, koji su potom posmatrani pod elektronskim mikroskopom sa ciljem
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odredivanja dubine penetracije materijala u tubule (SEM). Nasuprot Capasiu, ¢ija je
penetracija u dentinske tubule uocena na svim nivoima, nije konstatovan prodor MTA u
dentinske tubule niti na jednom nivou. Oba cementa su pokazala sposobnost formiranja
apatitnih kristala, koji po strukturi odgovaraju hidroksiapatitu sto potvrduju SEM, EDXA i
XRD analize) [19].

Godinu dana kasnije, Oliveira i saradnici (2013.) su ocijenili bioaktivnost
eksperimentalnog kalcijum aluminatnog cementa (CAEC), koji u svom sastavu sadrzi aditive
za poboljsanje Kkarakteristika rukovanja, ubrzavanje procesa stvrdnjavanja i povecanje
mehanic¢ke otpornosti, u poredenju sa MTA. PovrSina cementa je dovedena u kontakt sa
simulatorom telesnih te¢nosti (SBF, Kokubo i Rigo), a analizirana je SEM mikroskopijom.
Autor je primijetio da i MTA i CAEC pokazuju biolosku aktivnost u kontaktu sa SBF, ali da
MTA cement otpusta viSe jona kalcijuma i promovise vi$i pH u odnosu na eksperimentalni
cement na bazi kalcijum aluminata. Ovo se objasnjava &injenicom da Ca?* i OH™ joni
otpusteni iz MTA, uglavnom zbog disocijacije kalcijum hidroksida reaguju sa jonima fosfora
iz solucije KSBF ,sto je rezultiralo precipitacijom kalcijum fosfata na povrsini MTA cementa.
Ova faza je sli¢na sastavu neorganske komponente Kkostiju, te dolazi do bioloske integracije i
stvaranja hemijske veze izmedu kostiju i povrsine apatita. Za CAEC optimalnije uslove za

precipitaciju kalcijum fosfata stvara kontakt sa RSBF solucijom [53].

Isti autori, dvije godine kasnije, primjenjuju identi¢cnu metodologiju, dovodeéi u
kontakt povrSinu 4 razli¢ita uzorka kalcijum aluminatnih cemenata sa simulatorom tjelesnih
te¢nosti (SBF, Kokubo i Rigo), a potom ih podvrgavaju analizi primjenom SEM, EDX i XRD
tehnike. Kalcijum aluminatni cementi ukljuceni u ovo istrazivanje su proizvedeni procesom
kalcinisanja CaO i Al,O3 u elektri¢noj peéi na visokim temperaturama i podijeljeni su u 4
grupe: CA(CaO+Al,03—CaAl,04); CA2(CaO+2Al,03— CaAl;0;); C3K (3CaO+Al,0; —
CazAl;,06); C12A7 (12 CaO+7 Al,03—Caj2Al14033). U Kontaktu povrsine CAC cemenata sa
KSBF nije doslo do taloZenja kalcijum fosfata, a oslobadanje OH- jona je bilo nedovoljno da
se poveca pH vrijednost i poboljsa KSBF 's supersaturacija. Nasuprot tome, kontakt CAC
cemenata sa RSBF je rezultirao viSom pH vrijednosti 1 posljedicnom precipitacijom
magnezijum fosfata na povrsinama svih CAC uzoraka, dok je samo za uzorke CA2 cementa
konstatovana precipitacija kalcijum fosfata i hidroksiapatita. Zahvaljuju¢i sposobnosti da
stimuliSe taloZenje hidroksiapatita u kontaktu sa SBF, CA2 cement se pokazao najpogodnijim

za biomedicinsku primjenu, uz preporuku za daljnjim ispitivanjima [54].
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Studija Engqvista i saradnika (2004.) je u in vivo uslovima istrazivala bioaktivnost
kalcijum aluminatnog cementa namijenjenog za restauracije zuba. Na umnjacima su
okluzalno ispreparisani kaviteti | klase, koji su potom restaurisani kalcijum aluminatnim
cementom. Nakon 4 nedelje zubi su podvrgavani ekstrakciji i uradeni su presjeci zuba koji su
potom posmatrani skening elektronskom mikroskopijom (SEM), fokusnom jonskom
mikroskopijom (FIB) i prenos elektronskom mikroskopijom (TEM). Kako bi se analizirala
distribucija elemenata na spoju zuba sa ispunom koristeni su STEM i EDX. Rezultati su
pokazali da se jaka veza materijala za punjenje i zuba, bez mikropukotina, moze naci ¢ak i na
visokim uvecanjima. Zona $irine 100-200 nm uz povecano prisustvo kiseonika je otkrivena u
gledi, uz sam ispun. Zona je bila gus¢a od ostatka gledi. EDX analizom je ustanovljeno

formiranje apatita in situ [38].

Inicijalno sagledavanje biokompatibilnosti stomatoloskih materijala najcesce se
obavlja kroz testove citotoksi¢nosti. Ispitivani bioloski sistemi mogu biti: kulture tkiva i
organa, ¢elijske kulture i organele. Za in vitro ispitivanja toksi¢nosti stomatoloskih materijala
koriste se jednoslojne kulture ¢elija, trodimenzionalni (3D) modeli oralne mukoze dobijeni
tkivnim inzinjeringom, permanentne ¢elijske linije (fibroblastne, epitelne, osteoblastne,
osteoklastne, odontoblastne, tumorske) i primarne ¢elijske linije, dobijene biopsijom oralne
sluzokoze, pulpe, parodonta ili iz periferne krvi , ustanovljene u samoj laboratoriji [55, 56].

Kontakt izmedu c¢elijske kulture i ispitivanog materijala se ostvaruje direktnim i
indirektnim putem i posredstvom ekstrakata. U slucaju direktnog kontakta, citotoksi¢nost se
mjeri stopom celijske smrti u funkciji vremena, ekspozicije i udaljenosti od uzorka koji mora
biti u ¢vrstom agregatnom stanju. Indirektni kontakt ¢éelija i materijala podrazumijeva
upotrebu propustljivog intermedijuma, najéesc¢e sinteti¢kog filtera ili dentinske membrane.
Ovaj metod ne uslovljava agregatno stanje materijala, pa on moze biti u ¢vrstom, polute¢nom
ili tenom stanju. Ipak, najéeS¢e primenjivana metoda ispitivanja citotoksi¢nosti razlicitih
stomatoloSkih materijala (restaurativni materijali, dentalni cementi, amalgami, akrilati za
bazu zubne proteze i dentalni adhezivi) je posredstvom ekstrakata ,tj. ekstrahovanjem
oslobodenih komponenti rastvara¢em : ¢elijski medijum, destilovana voda, fizioloski rastvor i
puferisani rastvori soli [56,57].

BioloSka reakcija ¢elija mozZe da se opiSe morfoloski ili kvanititativnom analizom. Za
jednostavnija istrazivanja potencijalne toksi¢nosti stomatoloskih materijala koriste se metode
koje se baziraju na oStecenju celijske membrane i ispitivanju stepena celijske vijabilnosti i

proliferacije (agar i filter difuzioni test, almar plavo, tripan plavo, neutral crveno, LDH i
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MTT test, propidijum jodid test, testovi inkorporacije radioizotopa, kao $to su 3H-timidin i
bromo dezoksouridin. U cilju istrazivanja mehanizma toksi¢ne aktivnosti ispitivanog
materijala koriste se nesto komplikovaniji testovi, bazirani na c¢elijskim funkcijama (mjerenje
koli¢ine proteina zapaljenja i proteina indikatora celijskog stresa Heat-Shock proteina

(HSPs), test determinacije glutationa, odredivanje tipa ¢elijske smrti i dr.) [58].

1.1.2.1. Ispitivanje biokompatibilnosti kalcijum aluminatnih sistema u in vitro studijama

Franz i sar. (2006.) su uporedivali citotoksi¢ne efekte kalcijum aluminatnog cementa
(DoxaDent) sa nekoliko direktnih restaurativnih materijala: tri kompozita (QuiXfil, Tetric
Ceram, Filtek Supreme), cink fosfatnim cementom (Harvard Cement) i glas jonomer
cementom (Ketac Molarna), primjenom metode proto¢ne citometrije na celijskoj liniji
fibroblasta (L-929). Medu svjezim uzorcima materijala najnizu citotoksi¢nost je pokazao
kalcijum aluminatni cement (DoxaDent) i kompozit QuiXfil, dok je glasjonomer cement
Ketac Molarna ispoljio najveci stepen citotoksi¢nosti. Nakon 7 dana preinkubacije cink
fosfatni cement (Harvard Cement) i kompozitni materijal Filtek Supreme su pokazali visi
stepen citotoksi¢nosti u odnosu na ostale materijale (Pb/0.005) [59].

U jednoj opseznoj studiji Pameijer i sar. (2008.) su potvrdili biokompatibilnost
kalcijum aluminatnog cementa Ceramir® Crown & Bridge (ranije XeraCem ™). Njihova
studija je ukljucivala in vitro ispitivanja: ispitivanje citotoksi¢nosti, ispitivanje mutagenosti
primjenom Amesovog testa (testa reverzibilne mutacije) i in vivo ispitivanja: test
senzibilizacije na kozi zamoraca i procjena reakcije pulpe majmuna (Rhesus macaques)
nakon cementiranja inleja VV klase Ceramir C & B cementom. Prema rezultatima njihove
studije Ceramir C & B nije ispoljio mutagenost, dok je citotoksi¢ni efekat cementa bio
neznatan. Ovaj kalcijum aluminatni cement nije izazivao iritacije ni senzibilizaciju koze
zamoraca niti u jednom slucaju, dok, uz izuzetak jednog uzorka kod koga je konstatovana
upala, prilikom cementiranja inleja V klase ovim cementom nisu pronadeni znakovi
inflamacije pulpe nakon 30 i nakon 85 dana [60].

Studija na kulturi ¢elija. u kojoj je kalcijum aluminatni cement CAC postavljen u
direktan kontakt sa osteoblastima na 10 dana je dala dobre rezultate, CAC je prouzrokovao
povecéanje broja Celija (ustanovljeno nakon Trypan plavog bojenja) ,vecu ¢elijsku odrzivost
(MTT test) i vecu aktivnost alkalne fosfataze (ALP) u odnosu na MTA [16].
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Utvrdivanje biokompatibilnosti i osteogenog potencijala novije generacije
endodontskih materijala Generexa A i Generexa B (kalcijum silikatnih cemenati), Capasia
(kalcijum-aluminatni- silikatni cement) i Ceramicrete-D (zasnovanog na magnezijum fosfatu)
u poredenju sa MTA, na primarnim osteoblastima (uzetim od pacova Calvaria soja) bavili su
se Washington i sar. (2011.). Trypan plavo bojenje je koriSteno za procjenu vitalnosti ¢elija
1.-6. dana. Mineralizacioni potencijal je ocijenjen skening elektronskom mikroskopijom
(trazilo se prisustvo nodula). Generex A je, jedini materijal iz ispitivane novije generacije
endodontskih materijala koji je, pokazao osteogeni potencijal i podrzao primarni rast
osteoblasta, uz ve¢ potvrdeni osteogeni potencijal MTA. Nije bilo razlike u mineralizaciji i

formiranju nodula izmedu testiranih materijala [21].

Godinu dana kasnije, dokazan je i dentinogeni potencijal kalcijum aluminatnih
cemenata Quick-set (Primus Consulting, Bradenton, FL) kao kod WMTA (Dentsply Tulsa
Dental Specialities, Tulsa, OK), na ¢elijskoj liniji nalik odontoblastima MDPC-23, izvedenoj
iz dentalne papile pacova Murina soja. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromid test je koriSten za utvrdivanje efekata cemenata na metabolicku aktivnost
mitohondrija, a proto¢na citometrija i konfokalna skening laserska mikroskopija za
utvrdivanje efekata cemenata na celijsku smrt. Nakon prve sedmice Quick-Set i WMTA su
pokazali vecu citotoksi¢nost od teflon negativne kontrole (P<.05), a izloZzene c¢elije vise
apoptoza/nekroza.(P<0,5). Nakon druge sedmice oba cementa su bila biokompatibilna kao

teflon, a izlozZene ¢elije su pokazale minimalne apoptoze/nekroze [22].

EndoBinder (Binderware, Sa~o Carlos, SP, Brazil) nije pokazao citotoksi¢an efekat
prilikom direktnog kontakta sa fibroblastima, u istrazivanju koje su realizovali Silva i sar.
(2012.). Cilj im je bio da utvrde citotoksi¢nost (primjenom MTT testa) i ekspresiju matriksne
metaloproteinaze (MMP-2 i MMP-9) kod tri materijala: EndoBindera, MTA Angelus,
Londrina, PR, Brazil) i kalcijum hidroksida (Biodinamica, Ibipora~, PR, Brazil), na ¢elijskoj
liniji 3T3 fibroblasta. Nakon 24 sata fibroblasti, koji su bili u direktnom kontaktu sa kalcijum
hidroksidom su pokazali znatno vec¢u ekspresiju MMP-2, u odnosu na ¢elije koje su bile u
kontaktu sa EndoBinderom i MTA (P<0,05). Inace, matriksna metaloproteinaza-2 je enzim
kome se pripisuje vazna uloga u nastanku hroni¢ne upale pulpe i periapikalnog tkiva. U
pogledu citotoksi¢nosti, nije bilo znacajne razlike izmedu EndoBindera i MTA, ali je
konstatovana znacajno manja celijska odrzivost 3T3 fibroblasta, koji su bili u direktnom
kontaktu sa kalcijumom hidroksidom (P<0,05) [61].
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Clafshenkel WP i saradnici (2012.) su sproveli interesantno istrazivanje u kome su
ispitivali mogucénost primjene kalcijum aluminatnog skafolda sa dodatkom melatonina i
plazme bogate trombocitima (PRP) kao kostanog autotransplantata. Melatonin i plazma
bogata trombocitima su poznati po osteoinduktivnim svojstvima, pa su ocekivanja bila da
CA-Mel skafoldi pokazu dobru sposobnost regeneracije i osobine slicne prirodnoj kosti.
Biokompatibilnost CA i CA-Mel skafolda je testirana u uslovima in vitro (provjerom
citotoksi¢nosti na kulturi NIH3T3 fibroblasta) i in vivo (implantacijom skafolda kod 33
Sprague-Dawley pacova). Prema njihovim rezultatima CA-Mel skafoldi su potvrdili
biokompatibilnost i pokazali bolju adheziju, vecu ¢elijsku odrzivost i proliferaciju osteoblasta
u poredenju sa CA skafoldima, odnosno potvrdili osteokonduktivni i osteoinduktivni efekat
nakon 3 i nakon 6 mjeseci [62].

Zanimljiva je studija grupe kineskih nauénika koji su ispitivali bioaktivnost,
biokompatibilnost i neke fizicko-hemijske karakteristike trikalcijum aluminatnih cemenata. U
istrazivanje su bile ukljuc¢ene tri eksperimentalne grupe sastavljene od uzoraka proizvedenih
sol-gel metodom (oznacene kao PSC-91, PSC-73, i PSC-55, §to odgovara molarnim
odnosima od 9/1, 7/3, i 5/5), dok je kao negativna kontrola koriStena grupa sastavljena od
uzoraka MTA. Evaluirani su: vrijeme vezivanja, pH, otpornost na pritisak, bioaktivnost,
biokompatibilnost (ispitivanjem citotoksi¢nosti pomocu laktat dehidrogenaze i raden (WST-
1) kit test za ispitivanje celijske odrzivosti). Mineralizacija je ocijenjena pomocu alizarin-
crveno S bojenja. Prema njihovim rezultatima pocetno vrijeme vezivanja za PSC-73 i PSC-55
je bilo u rasponu izmedu 15 i 25 min; te vrijednosti su bile znacajno (p, 0,05, ANOVA i post-
hoc test) nize od onih dobivenih za MTA (165 min) i PSC-91 (80,5 min). Svi PSC cementi su
pokazali bioaktivnost nakon potapanja u simulator tjelesne te¢nosti. Takode svi testirani
cementi, su potvrdili biokompatibilnost, istu kao negativna kontrola (MTA cement), osim
PSC-55, koji je pokazao blagu citotoksi¢nost. Zakljucili su da je PSC-91 povoljan materijal
za terapiju vitalne pulpe jer pokazuje optimalnu otpornost na pritisak, kratko vrijeme

vezivanja i visok stepen biokompatibilnosti i bioloske aktivnosti [63].

Bioloska svojstva kalcijum aluminatnog cementa CAC+, bila su i predmet izu¢avanja
jedne vrlo obimne in vitro studije iz 2017. godine. Castro i saradnici su istrazili uticaj CAC +
na osteoblaste indirektnim kontaktom ispitivanog materijala 1 c¢elija, primjenom
Transwellove® membrane, polazeci od pretpostavke da ne postoji statisticki znacajna razlika
u osteogenom odgovoru celija, izmedu CAC + i MTA. Za procjenu citotoksi¢nosti raden je

MTT test, gdje je nakon jednog i nakon 7 dana, ¢elijska odrzivost bila veéa u CAC +
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kulturama celija u poredenju sa MTA kulturama, a i CAC + kulture i MTA kulture ¢elija su
imale nize vrijednosti Celijske odrzivosti u odnosu na kontrolu. CAC + kultura je pokazala
vecu ekspresiju osteoblastnih markera : vezanog faktora transkripcije 2 (RUNX2), osterixa
(OSX), kostanog sijaloproteina (BSP) i osteokalcina (OC) u odnosu na MTA, 7.-og i 10-0g
dana. Najvisi nivo ekspresije gena konstatovan je 7-og dana kod kontrolne kulture ¢elija, dok
je 10.-og dana bio najvisi za CAC + kulture. (p<0,05). Kada je u pitanju efekat cemenata na
aktivnost alkalne fosfataze 1 mineralizaciju ekstracelularnog matriksa, 10-og dana,
CAC+kulture su pokazale najvise nivoe ALP aktivnosti, a zatim slijedi kontrola i MTA
grupe. lako je mineralizacija matriksa otkrivena u svim grupama, depoziti kalcijuma su
nasumicno distribuirani kod kontrolne kulture, dok su za MTA kulture i CAC + kulture oni
otkriveni samo na periferiji. Autori su zakljuéili da bi CAC + mogao biti obecavajuéi cement
u terapiji reparacije koStanih defekata periapeksne regije i preporucili provjeru ovih rezultata

in vivo studijama [64].

Kalcijum aluminatni cement (CAC C,), dobiven dodatkom vodenog rastvora LiCl
kalcijum aluminatnom cementu (CAC) se pokazao kao bioaktivan materijal, koji ne uzrokuje
hemolizu, ne ispoljava citotoksi¢ne efekte, ima zadovoljavaju¢u otpornost na pritisak i
skraceno vrijeme vezivanja, te je potencijalni kandidat za biomedicinske aplikacije, prema

misljenju Gutiérrez i saradnika [65].

Soares DG i sar. (2016.) su realizovali interesantno istrazivanje u kome su testirali
uticaj biomembrane (BM) sastavljene od matrice citosan/kolagena sa ugradenim
mikrocesticama kalcijum-aluminatnog cementa na humane ¢elije zubne pulpe. Kao negativna
kontrola je sluzio inertni materijal polistiren. Citokompatibilnost je ocijenjena nakon 1, 7, 14
i 28 dana u kulturi. Mjerena je aktivnost alkalne fosfataze (ALP), ukupna proizvodnja
proteina, ekspresija gena za DMP-1/DSPP i taloZenje mineralizovanih nodula. Celije zubne
pulpe koje su bile u kontaktu sa biomembranom su pokazale vec¢u sposobnost proliferacije
¢elija nalik odontoblastima u odnosu na kontrolu. Kontakt BM sa celijama je izazvao
intenzivniju ALP aktivnost, viSu proizvodnju proteina u 14 dana, te veée ekspresije gena
DSPP i DMP-1 nakon 28 dana, $to je dovelo do taloZzenja od oko pet puta vise

mineralizovanih nodula u odnosu na kontrolu [66].

Oliveira IR i saradnici (2017.) su potvrdili da mjesavine kalcijum aluminatnih
cemenata CAC (sa kolagenom, cirkonijumom, cink oksidom, trikalcijum fosfatom,

hidroksiapatitom i kolagenom) pokazuju veliki potencijal za primjenu u odontologiji i
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ortopediji u poredenju sa komercijalnim proizvodima za primjenu u stomatologiji (MTA,
glasjonomer cement Vidrion) i ortopediji (PMMA) Ovi istazivaci su ispitali citotoksi¢nost
cementnih kompozicija na osteoblastima ,u uslovima in vitro , primjenom MTT testa za
procjenu celijske vijabilnosti i mjerenjem aktivnosti alkalne fosfataze. CAC mjeSavine su
pokazale vecu aktivnost alkalne fosfataze u poredenju sa kontrolom. U pogledu
prezivljavanja osteoblastnih ¢elija, mjeSavine CAC su pokazali vecu c¢elijsku odrzivost u
odnosu na komercijalne proizvode i to CAC sa kolagenom (1.59 + 0.04), cink oksidom (1.58
+ 0.01) i cirkonijumom (1.55 £ 0.02) uz statisticki znacajnu razliku u odnosu na PMMA
(p<0,001). Sem toga ispitali su i bioaktivnost kalcijum aluminatnih cementnih mjeSavina.
Uzorci cemenata koji su prethodno tretirani rastvorom natrijum silikata su potapani u
simulator tjelesne te¢nosti (SBF), a potom je primjenom SEM-a, rentgenske analize (EDX) i
konfokalne ramanske spektroskopije procijenjena sposobnost formiranja apatita . Rezultati su
pokazali da je na povrSinama svih uzoraka CAC mjesavina doslo do precipitacije kalcijuma i
fosfora uz posljedi¢no formiranje kalcijum fosfata, a konstatovano je i obrazovanje

homogenog sloja apatita [67].

1.1.2.2. Ispitivanje biokompatibilnosti kalcijum aluminatnih sistema u in vivo uslovima

In vivo testovi biokompatibilnosti podrazumijevaju eksperimentalna istrazivanja na
zivotinjama ili na pacijentima koji su dobrovoljno pristali na tu saradnju (zubi indikovani za
ekstrakciju iz ortodontskih ili parodontoloskih razloga). Skoro da nema vrste i podvrste
zivotinjskoga svijeta na kojoj se nije obavljalo neko nauc¢no istrazivanje. Ipak, kad su u
pitanju stomatoloska istrazivanja prednost se daje pacovima. Prvi pisani trag o
eksperimentisanju pacovima potice iz sredine XIX vijeka, kada je Philipeaux izuavao na
koji na¢in adrenaloktomija uti¢e na albino pacove [68]. Prvi pacovi uzgojeni za potrebe
medicinskih ispitivanja su bili na Wistar institutu u Filadelfiji [69,70]. Iako danas postoji viSe
stotina Cistokrvnih i1 oko pedeset ukrStenih sojeva pacova, u stomatoloskim eksperimentima
najvise se upotrebljavaju sojevi Wistar i Sprague-Dawley [70].

Eksperimentalna istrazivanja biokompatibilnosti na malim laboratorijskim
zivotinjama se vrse primjenom potkozne implantacije, alergijskim testovima i ispitivanjima
akutne i hroni¢ne sistemske toksi¢nosti stomatoloskog materijala. Efikasnost testova na
zivotinjama je veca U 0dnosu na in vitro istrazivanja. Sa druge strane, ovi testovi su upitne

eti¢nosti, dosta su skupi, a i teSko je pratiti kontrolne varijabile [70].
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Aguilar i sar. (2012.) su potvrdili biokompatibilnost i bolju reakciju tkiva kod
primjene kalcijum aluminatnog cementa EndoBindera u odnosu na GMTA, nakon potkoZne
implantacije ovih materijala u tkivo pacova. Studija je sprovedena na 15 pacova, kod svakog
su nafinjene po 2 incizije na potkoznom tkivu leda, te izvrSena potkozna implantacija
polietilenskih tubica sa testiranim materijalima. Zivotinje (po 5 pacova) su Zrtvovane u 3
opservaciona perioda: nakon 7, 21 i 42 dana. Nakon 42 dana, EndoBinder nije prouzrokovao
inflamatornu reakciju, dok je na mjestu primjene GMTA konstatovano prisustvo blage
inflamatorne reakcije, koja govori u prilog hroni¢nom zapaljenju [71].

Garcia i sar. (2014.) u sli¢noj studiji, uporeduju biokompatibilnost EndoBindera sa
mineralnim trioksid agregatom i kalcijum hidroksidom, takode, nakon potkozne implantacije.
Polietilenske cjevcice sa ispitivanim cementima su implantirane u dorzalno potkozno tkivo
30 pacova. Nakon eksperimentalnog perioda od 7, 30, i 90 dana, pacovi su zrtvovani, uzeti su
uzorci koze sa cjevCicama za patohistolosku analizu. Analizirani su prisustvo upalnih
medijatora i citokina. EndoBinder nije prouzrokovao inflamatornu reakciju nakon 90 dana, a
slican rezultat su pokazali i mineraltrioksid agregat i kalcijum hidroksid. Debljina fibrozne
kapsule je znaGajno povecana tokom perioda pracenja (P<.05). Sto se ti¢e upalnih medijatora,
prisustvo Ptges, i II-10 je konstatovano samo nakon 7 i nakon 30 dana, bez statisticki
znacajne razlike medu eksperimentalnim grupama [6].

Godinu dana kasnije, u zanimljivoj studiji Garcia i sar. (2015.) proucavaju reparaciju
kostanih defekata nakon primjene kalcijum aluminatnog cementa (EndoBinder), mineral
trioksid agregata (MTA), i kalcijum hidroksida. Nakon pripreme, cementi su ubaceni u
mehanicki stvorene koStane defekte (veli¢ine 3.3 mm) u desnoj i lijevoj tibiji 30 stakora
Wistar soja. U kontrolnoj grupi, kostani defekti su ispunjeni ugruskom krvi samih zivotinja.
Nakon vremenskih intervala od 7, 30, i 90 dana radena je biopsija kosti (n = 5). Odgovor
kostanog tkiva, stvoren u kontaktu sa materijalima je analiziran pomoc¢u mikroskopa. Tokom
eksperimentalnog perioda u svim grupama je uoceno znacajno povecanje procenta
novoformiranog kostanog tkiva. Za EndoBinder i MTA (30 i 90 dana), procenat
novoformiranog koStanog tkiva je bio statisti¢ki znacajno ve¢i od onog u kontrolnoj grupi
(P<0,5), ali vrlo slican procentu novoformiranog kostanog tkiva nakon primjene kalcijum
hidroksida (P>0,05). Zaklju¢ili su da kalcijum aluminatni cement (EndoBinder) pokazuje
sli¢no ponasanje kao MTA, te favorizuje potpuni oporavak kosti nakon 3 mjeseca [72].

Palmquist i saradnici (2009.) su u svojoj studiji komparirali osteointegraciju kobalt
hrom (CoCr) implantata bez premaza, u odnosu na kobalt hrom implantate sa premazom

kalcijum aluminata. Implantati cilindri¢nog dizajna sa piramidalnom povrsinskom strukturom
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su aplicirani u udove novozelandskih bijelih ze¢eva. Poslije 6 nedelja, zecevi su zrtvovani, a
uzorci su podvrgnuti histoloskoj analizi i histomorfometriji. CoCr implantati sa kalcijum-
aluminatnim premazom su rezultirali znatno veé¢im stepenom kostanog kontakta, u odnosu na
nativne CoCr implantate [73].

Romeo McGowan i saradnici (2012.) su u uslovima in vivo potvrdili
biokompatibilnost, osteokonduktivnost i osteoinduktivnost kalcijum aluminatnih melatonin
skafolda (CA-Mel) nakon implantacije u kalvarijumske defekte kod zenki ovariektomisanih
pacova. Potvrdeni su znaci tkivne inkapsulacije, biodegradacija kao i znaci regeneracije kosti
nakon 3 i nakon 6 mjeseci od implantacije skafolda (fluorohromskim bojenjem). Sem
toga,uradili su i ispitivanja u in vitro uslovima i dokazali da CA-Mel skafoldi u poredenju sa
CA skafoldima povecavaju adheziju, odrzivost i proliferaciju ¢elija normalnih ljudskih
osteoblasta, ali ne i fibroblasta NIH3T3 [74].

Miljkovi¢ ND i saradnici (2009.) su par godina ranije u sli¢noj studiji dosli do nesto
drugadijih rezultata. Kalcijum aluminat (CaAl), CaAl modifikovan arginin-glicin-asparticnom
kiselinom i beta-trikalcijum fosfat (TCP) su implantirali u kalvarijumske defekte pacova.
Procenat novoformirane kosti i osteointegracije su odredivani primjenom 3 razli¢ite metode:
radiografije, mikrokompjuterizovane tomografije i histoloske analize. Nakon 4 sedmice, nije
utvrdeno postojanje novoformirane kosti niti znaci osteointegracije u kostima lobanje
tretiranim sa CaAl ili CaAl-modifikovanim arginin-glicin-asparticnom kiselinom, dok su
debele fibrozne kapsule bile vidljive oko cijelog obima implantata u obema ispitivanim
grupama. U beta-TCP grupi je primjec¢ena neovaskularizacija implantata, $to je u skladu sa
ranom fazom formiranja nove kosti. Osim toga, u beta-TCP grupi su nakon 4 sedmice bili
prisutni i znaci osteointegracije implantata. Nije bilo reakcije mekog tkiva oko implantata
beta-TCP. Zapazanja ovih autora ukazuju na to da su potrebni specifi¢niji peptidi adhezije za
aktiviranje bioinertnog CaAl implantata i promovisanje formiranja kostiju u kraniofacijalnom
skeletu [75].

Kalcijum-aluminatni cementi su pokazali mali afinitet za rast bakterija, nisku
toksic¢nost, i imunogenost kada se koriste kao restaurativni materijali, ali nisu testirani in vivo
u postupcima pulpotomije. Prva studija te vrste sprovedena je u septembru 2014. godine na
pulpi pacova. Kalcijum aluminatni cement (Quick-Set) je testiran sa 2 mineral trioksid
agregata, ProRoot MTA i MTA Plus. Ovi cementi su primijenjivani nakon pulpotomije, a
kontrola su bili pacovi kod kojih nije radena pulpotomija, ili pacovi kod kojih nakon uradene
pulpotomije nisu primijenjivani ispitivani cementi. Prisustvo inflamacije je odredivano

kvantifikacijom proinflamatornih citokina, interleukina (IL) -1B i IL-1a u pulpi tretiranih
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zuba, a histoloska analiza radena nakon 30 i nakon 60 dana od postavke cemenata (parametri
koji su analizirani su stvaranje dentinskog mosta, prisustvo bakterija i vitalitet pulpe).
Nociceptivni odgovor je procjenjivan mjerenjem duzine trajanja obroka pacova. Prema
rezultatima ove studije koncentracije IL-1p i IL-1a su smanjene kod zuba sa cementima, ali
nije bilo znacajne razlike izmedu 3 cementa. Dentinski most je otkriven nakon 30 i nakon 60
dana kod primjene svakog od 3 cementa, a i svi zubi su ostali vitalni nakon 60 dana. Trajanje
obroka je znaajno skraceno nakon postavljanja cemenata, §to ukazuje na nociceptivni
odgovor, ali nije bilo razlike izmedu materijala. Kalcijum aluminatni cementi su u ovoj
studiji pokazali slicne osobine mineral trioksid agregatima i potvrdili moguénost primjene

nakon pulpotomije [76].

Radovié i sar. (2017.) su u vrlo interesantnoj studiji novijeg datuma dokazali da novi
nanostrukturni cement na bazi kalcijum aluminata ima povoljan terapijski efekat u postupku
direktnog prekrivanja pulpe ovaca. Istrazivanje je sprovedeno na 10 zuba dvije ovce (Ovis
ovaca). Nakon preparacije kaviteta V klase na bukalnim povr§inama ovih zuba izvr$eno je
direktno prekrivanje eksponirane pulpe novim kalcijum aluminatnim cementom,koji je
sintetisan na Institutu za nuklearna istrazivanja u Vin¢i i sadrzi kalcijum aluminat, kalcit i
barijum sulfat u odnosu 1:2:2. Svi kaviteti su potom restaurisani glasjonomercementom.
Period opservacije je bio 28 dana nakon ¢ega su Zivotinje eutanizirane, a preparati podvrgnuti
histoloskoj analizi. HistoloSka analiza je pokazala da je dentinski most formiran na gotovo
svim uzorcima zuba (izuzev u jednom uzorku). Konstatovano je blago do umjereno
zapaljenje pulpe. U vecini uzoraka je zapazena neoangiogeneza sa proliferacijom postojecih
krvnih sudova. Zakljucili su da nanostrukturni materijal zasnovan na kalcijum aluminatnom
cementu pokazuje dobar potencijal za prekrivanje pulpe, uz preporuku za daljnjim

istrazivanjima bioloskog efekta ovog cementa na pulpu i parodontalna tkiva [77].

1.1.3. Primjena materijala na bazi kalcijum silikata u stomatologiji

Kalcijum silikatni cementi spadaju u najvise istrazivane materijale danasnjice.

Najpoznatiji komercijalni kalcijum silikatni cement je Mineral trioksid agregat (MTA).

MTA je razvijen iz Portland cementa (PC) i proizvodi koji su danas dostupni na

trziStu u svom sastavu sadrze 50-80% PC-a. Dostupan je na trzi$tu kao dvokomponentni
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sistem u obliku praha i te¢nosti, ili u obliku dvije paste. Za razliku od Portland cementa,
MTA cementi imaju duze radno vrijeme, ne sadrze teSke metale ni toksi¢ne spojeve i imaju
manje Cestice. Hemijski sastav MTA-a ¢ine: dikalcijum silikat, trikalcijum silikat, trikalcijum
aluminat, tetrakalcijum aluminoferit, kalcijum sulfat dehidrat, bizmut oksid, a u tragovima su
prisutni: silicijum oksid, kalcijum oksid, magnezijum oksid, kalcijum i natrijum sulfat.
Kalcijum sulfat dihidrat i tetrakalcijaluminoferit uti¢u na vrijeme stvrdnjavanja. Zahvaljujuci
prisustvu bizmut oksida materijal je rentgenkontrastan i njegov udio u materijalu zavisi od

proizvodaca [78].

Postoje dva tipa MTA-a, bijeli (engl. White MTAWMTA) i sivi (engl. Gray MTA,
GMTA). WMTA ima finije ¢estice homogenije strukture, veli¢ine od 1 do 30 um, za razliku
od GMTA-a ¢ije su Cestice veli¢ine od 1 do 10 um [79]. Glavna razlika izmedu ova dva tipa
MTA, je veéa koncentracija oksida gvozda u Grey MTA, koji je, prema nalazima nekih
studija, glavni uzrok prebojenosti stomatoloskih tkiva [6]. MTA se stvrdnjava reakcijom
hidratacije. S obzirom da je reakcija vezivanja hidratacija, u samom materijalu mora biti
prisutna dovoljna koli¢ina vode, ali i oko njega, $to ga ¢ini naroCito pogodnim materijalom za
rad u ustima. Kad se primjenjuje u kombinaciji pasta/pasta, prilikom pripreme se istisnu
jednake koli¢ine obe paste, dok se u kombinacij prah/voda priprema u omjeru 3:1[80].
Reakcija vezivanja materijala se odvija u nekoliko faza. Pocetna faza je hidratacija
dikalcijum i trikalcijum silikata pri ¢emu se kao rezultat stvara kalcijum hidroksid i hidrirani
oblik kalcijum silikata. Oni formiraju koloidnu gel masu u kojoj nadalje minerali otopljeni u
vodi i njihovi hidrirani produkti stvaraju mrezu kristala. Izmedu kristala je amorfna struktura
prozeta porama kroz koje prolazi slobodna voda. U osnovi kristalne strukture su medusobno
isprepletani kubiéni i iglicasti kristali, pri ¢emu iglicasti kristali Stvaraju ogranic¢ene linearne
nakupine, koje ispunjavaju prostore izmedu kubic¢nih kristala [80]. Pocetna faza vezivanja se
zavrSava nakon 3-4 sata, dok konacno sazrijevanje strukture i otpornost prema lomu,

materijal postize nakon duzeg vremena (do 3 nedelje) [81].

Sluyk i sar. (1998.) su misljenja da bi vrijeme mijeSanja prilikom pripreme materijala
trebalo biti krace od cetiri minute zbog mogucnosti dehidratacije [81]. MTA je
biokompatibilan i bioinduktivan materijal i prema razli¢itim istrazivanjima, to je zasluga
otpustanja jona kalcijuma iz strukture MTA-a i formiranja kristala kalcijuma na povrsini
dentina, te aktivacije enzimskih i prekursorskih sistema u organizmu koji su odgovorni za
poveéanje celijske aktivnosti i reparacije [81-83]. Prema istrazivanju Wu-a i sar.

bioinduktivnost i biokompatibilnost su posljedica stvaranja mineralnog sloja izmedu GMTA-
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a i zubnog tkiva [84]. Istrazivanja pokazuju kako WMTA djeluje na osteogeni fenotip s
indukcijom aktivnosti alkalne fosfataze i produkcije osteonidogena, osteonektina i
osteopontina [85]. Uporedivanjem rezultata dobivenih istrazivanjima koja svjedoce 0 uticaju
MTA-a, amalgama, ZOE pasti, smola i kalcijum hidroksida na kosti parodonta, doslo se do
zakljucka kako jedino MTA djeluje induktivno na metabolizam celija, podstice
cementogenezu, osteogenezu i proliferaciju svih c¢elija, ne izazivajué¢i pri tome upalni
odgovor organizma [86-88].

Preporuka je da se nakon aplikacije MTA preko njega postavi podloga
glasjonomercementa bez nagrizanja povrsine, kako bi se izbjegao kontakt koncentrovane
slobodne poliakrilne kiseline i MTA-a. Kiseline poput poliakrilne ili ortofosforne, koje su u
upotrebi za pripremu povrsine tvrdih zubnih tkiva, ulaze u strukturu MTA-a i otapaju kristale
povecéavajuci poroznost [89,90]. Ako postoji potreba treba postaviti kompozitni ispun
direktno na MTA i to najmanje 96 sati nakon postavljanja MTA-a, jer ortofosforna kiselina
znatno narus$ava njegovu strukturu [91]. Torabinejad i Chivian preporucuju postavljanje
kuglice vate namocene u sterilnu vodu na povrSinu MTA-a u slucaju upotrebe materijala za
prekrivanje pulpe, retrogradno punjenje korijenskih kanala ili zatvaranje jatrogenih
perforacija [91]. Kuglicu vate treba odstraniti nakon 24 sata, kako ne bi doslo do prevelikog
vezivanja vode, koja ¢e umanjiti pritisnu ¢vrsto¢u tokom 72 sata od postavljanja [92].

MTA posjeduje izvanredno rubno zatvaranje, zahvaljujuc¢i ekspanziji prilikom
stvrdnjavanja, ali i otpustanju jona kalcijuma sa posljedicnom precipitacijom kalcijum
hidroksida i hidroksiapatita na svojoj povrsini. U poredenju sa amalgamom, Super EBA-om i
IRM-om Kkoji su prouzrokovali nastanak rubne pukotine veli¢ine od 3,8 do 14,9 um, MTA
nije pokazao sklonost nastanku rubnih pukotina [93].

Kalcijum silikatni cementi su nasli Siroku primjenu u svim granama stomatologije, a
pokazali su i neke pozitivne karakteristike, koje im omogucavaju potencijalnu primjenu u
ortopedskoj hirurgiji, za reparaciju kosStanih defekata. U prilog tome govori in vitro
istrazivanje, u kome je bijeli Portland cement u kontaktu sa simuliranom tjelesnom tec¢nos$éu
(SBF), tokom 7 dana, pokazao veéu precipitaciju hidroksiapatita na svojoj povrsini.
Pretpostavlja se da ovaj sloj hidroksiapatita predstavlja osnovu za povezivanje i proliferaciju
kostanih ¢elija in vivo i da ¢e vjerovatno povecati stopu formiranja novog koStanog tkiva

[94].

Indikacije za primjenu MTA su: fos rut, prekrivanje pulpe u svrhu apeksogeneze kod

zuba s nezavr$enim rastom Korijena, oCuvanja vitaliteta pulpe kod zuba sa zavrSenim rastom
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korijena, apeksifikacija kod mladih trajnih zuba kod kojih je doslo do odumiranja pulpe,
retrogradno punjenje kanala korijena zuba prilikom apikotomije, zatvaranje otvorenih
furkacija, popunjavanje defekata uzrokovanih internom ili eksternom resorpcijom i punjenje
korijenskih kanala [95].

MTA ima neke poznate nedostatke, kao $to su: dugo vrijeme vezivanja, kratko radno
vrijeme, relativno teSka klinicka manipulacija, visoka cijena, i potencijalna diskoloracija.
Poslednjih godina sintetisane su i brojne nove formulacije materijala na bazi kalcijum

silikata, nalik MTA, djelimi¢no izmijenjenog hemijskog sastava [95].

Bijeli MTA (WMTA) se smatra prvom poboljsanom verzijom MTA. WMTA je
uveden sa ciljem prevazilazenja potencijalne diskoloracije uzrokovane primjenom GMTA.

Osnovna razlika izmedu ove dvije varijante MTA, je iskljuCenje Zeljeza iz sastava bijelog
MTA [96-99].

MTA Angelus, kalcijum silikatni cement, kod koga je uklonjen gips i prema
specifikaciji vrijeme vezivanja 10-15 minuta kra¢e u odnosu na ProRoot. MTA Angelus se

pokazao veoma uspjesnim u lijeCenju internih resorpcija i fos ruta [99,100].

MTA Plus je nova komercijalna verzija MTA, kraceg vremena vezivanja i Sa manjom

veli¢inom Cestica u odnosu na ProRoot, kod koga polovina ¢estica ne prelazi 1 pm [101].

MTA Bio, bijela verzija kalcijum silikatnog cementa. Po sastavu je slican bijelom
MTA Angelusu. Sinteza ovog cementa se odvija u posebno kontrolisanim laboratorijskim
uslovima kako bi se izbjegao uticaj nezeljenih zagadivaca, posebno arsena. Indikacije za
primjenu MTA Bio su identiéne MTA, materijal stimulise biomineralizaciju i pokazuje malu
citotoksic¢nost [102-104].

Bioagregat- prvi komercijalni nanostrukturni cement na bazi trikalcijum silikata.
Sadrzi oko 41% trikalcijum silikata, a kao kontrastno sredstvo u njegov sastav ulazi tantal
oksid [105-107]. Materijal je pokazao biokompatibilnost uporedivu sa MTA, a prema
rezultatima jedne studije ne djeluje toksicno na ljudsku pulpu i ¢elije periodontalnog
ligamenta [108]. Ipak, treba biti pazljiv kad se koristi u terapiji direktnog prekrivanja
eksponirane pulpe, ili kad se aplicira na vrlo tanak preostali sloj dentina, kako bi se sprijecila
eventualno moguca bakterijska kontaminacija, jer Bioagregat nema antibakterijsko dejstvo na

Lactobacilus, $to je potvrdeno studijom Yalcina i sar [109].
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Biodentin kao i MTA, predstavlja trikalcijum silikatni cement, s tim $to za razliku od
MTA sadrzi cirkonijum oksid kao rentgen kontrastno sredstvo i ne sadrzi trikalcijum
aluminate. Dodatak 15% kalcijum karbonata u njegov sastav poboljSao je mikrostrukturu i
olaksao rukovanje cementom. Tec¢nost cementa sacinjavaju kalcijum hlorid, voda i
hidrosolubilni polimer, koji je odgovoran za nepovoljnu osobinu-ispiranje Biodentina. Osim
toga, nedostatak ovog cementa je i slabija rentgen kontrasnost u odnosu na druge kalcijum
silikatne cemente, s obzirom da umjesto bizmut oksida, sadrzi cirkonijum oksid kao kontrast
[110-113]. Koristen je u razli¢itim studijama kao sredstvo za prekrivanje pulpe [114,115] kod

pulpotomije [116] za retrogradno punjenje kanala korijena zuba [117].

U jednoj interesantnoj skorasnjoj studiji Chalas i sar. (2015.) potvrduju obecavajuéi
bioaktivni potencijal Biodentina i MTA plus. Analizom dentinskih diskova nac¢injenih od
humanih zuba i prethodno ispunjenih ispitivanim materijalima, pomoc¢u semielektronske
mikroskopije, EDS-a i Raman spektroskopije uporeduju hemijske reakcije izmedu materijala
i dentina. Dobiveni rezultati su otkrili razlike u elementarnom sastavu izmedu materijala.
Uzorci Biodentina sadrze definitivno viSe kalcijuma i malo vise Kiseonika, dok je nivo
sadrzaja ugljenika uporediv. Biodentin je pokazao vecu aktivnost u dentinu, sa vise kristalnih
formacija u sastavu i boljim kontrastom izmedu svijetlih i tamnih kristala, kao i
medupovrsinski sloj vece Sirine (53 um) u odnosu na MTA + (18 um). Mikroskopskom
analizom je utvrdeno bolje kanalno zaptivanje u odnosu na MTA+, gdje se vidjela
fragmentarna granica izmedu materijala i dentina. Raman spektroskopija je istrazivacima
omogucéila i uvid u hemijske karakteristike dentina, Biodentina i MTA +. Rezultati su
pokazali da uzorkovani dentin sadrzi apatit, Biodentin sadrzi trikalcijum silikate, a oba

materijala sadrze kalcit [118].

1.1.3.1. Studije biokompatibilnosti kalcijum silikatnih cemenata

Biokompatibilnost kalcijum silikatnih cemenata je bila predmet brojnih istrazivanja

na Celijskim kulturama [119-122] i eksperimentalnim Zivotinjama [123-136].

Vecina ovih istrazivanja se bazirala na komparaciji kalcijum silikata sa kalcijum

hidroksidom [136-139] ili sa drugim kalcijum silikatnim cementima [140-145].
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Uporedo sa popularizacijom kalcijum aluminatnih cemenata poslednju deceniju,
povecao se i broj studija koje su fokusirane na proucavanje biokompatibilnosti i fizicko-
hemijskih svojstava ovih materijala u komparaciji sa, dobro poznatim, kalcijum silikatnim

cementima.

Emmanuel Silva i saradnici (2014.) su u svojoj studiji komparirali bijeli MTA
(WMTA) sa endodontskim cementom na bazi kalcijum aluminata (EndoBinder), ispitujuci
pri tome citotoksi¢nost, antimikrobnu aktivnost i fizi¢ko-hemijske karakteristike ova dva
materijala (pH, rastvorljivost, resorpciju vode). Citotoksi¢nost je ispitivana na fibroblastima,
na ¢elijskoj liniji 3T3, primjenom tri testa za ispitivanje citotoksi¢nosti: XTT, NR (neutral
red) i CVDE. Antimikrobna aktivnost je utvrdivana protiv Enterococcus fecalisa,
Stafilokokus aureusa i Candide albicans, primjenom agar difuzione metode, a od fizicko-
hemijskih karakteristika je odredivan pH (mjeren u periodu nakon 3, 24, 72 i 168 sata, te
rastvorljivost i resorpcija vode. Prema njihovim rezultatima, ni EndoBinder ni WMTA nisu
pokazali citotoksi¢nost, u 3 pomenuta testa za mjerenje Celijske vijabilnosti. Oba ispitivana
materijala djeluju inhibitorno na testirane mikrobioloSke uzroénike. EndoBinder i WMTA su
pokazali alkalan pH tokom C¢itavog perioda trajanja eksperimenta, sa maksimalnom
vrijednos¢u pH nakon evaluacionog perioda od 3 sata (EndoBinder 8,96; WMTA 10.22).
Kod oba materijala je konstatovan lagani pad pH vrijednosti napredovanjem eksperimenta, a
WMTA je pokazao statisticki znac¢ajno visu pH vrijednost nakon svih evaluacionih perioda
(P<0,5). U pogledu rastvorljivosti, EndoBinder je pokazao manju rastvorljivost u odnosu na
WMTA (P<0,5), dok u pogledu resorpcije vode nije bilo statisti¢ki znacajne razlike, te su i
EndoBinder i WMTA imali priblizno iste vrijednosti pove¢anje mase od 9.47%, odnosno od
9,17% [12].

Studija Ashraf A. Eida i saradnika (2013.) je potvrdila sli¢na osteogena/dentinogena
svojstva eksperimentalnog kalcijum aluminosilikatnog cementa (Quick-set) sa kalcijum
silikatnim cementom (WMTA) i zakljucila da ovaj cement moze biti potencijalna zamjena za
komercijalno dostupne trikalcijum silikatne cemente. Za evaluaciju promjena u mMRNA,
odnosno  pracenje  ekspresije  gena  povezane sa  osteogenom/dentinogenom
diferencijacijacijom i mineralizacijom, proizvodnjom alkalne fosfataze i mineralizacijom
ekstracelularnog matriksa (Alizarin crveno S bojenje) je koristena celijska linija nalik
odontoblastima (MDPC-23), pacova Murina soja. Kao negativna kontrola su koristeni diskovi
od teflona. Kada je u pitanju ekspresija gena (RUNX2, OCN, BSP, i DMP1), nije bilo

statisticki znaCajne razlike izmedu ispitivanih cemenata u odnosu na negativnu kontrolu.
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Aktivnost alkalne fosfataze se ne razlikuje znacajno nakon 7 dana i nakon 15 dana izmedu
kultura ¢elija sa Quick-set i WMTA, ali je zna¢ajno veca (P<0,5) u poredenju sa negativnom
kontrolom u obema sedmicama. Sem toga, Quick-set i WMTA su pokazali i zna¢ajno vecu
sposobnost mineralizacije ekstracelularnog matriksa (P<0,01), u odnosu na negativnu
kontrolu [5].

Li-na-Niu i sar. (2015.) su uporedivali ¢elijski odgovor mati¢nih ¢elija ljudske pulpe
(hDPSCs) na primjenu eksperimentalnog kalcijum aluminatnog cementa (Quick SET2) i
komercijalno dostupnog kalcijum silikatog cementa (white mineral trioksid agregat; WMTA).
Kao pozitivna kontrola je sluzio cink oksid-eugenol cement. Za procjenu ¢elijske odrzivosti i
proliferacije je primijenjeno 6 razli€itih testova (za ispitivanje integriteta plazma membrane,
curenja citosolnih enzima, aktivnosti kaspaze-3, za rane apoptoze, oksidativni stres,
metaboli¢ke aktivnosti mitohondrija (MTT) i intracelularnog sadrzaja DNK). Rezultati su
pokazali da su i Quick-Set2 i WMTA u prvih 24 h ispoljavali citotoksi¢ne efekte na hDPSCs
¢elije, s tim da je Quick-Set2 bio relativno manje citotoksi¢an od WMTA u ovoj fazi. Nakon
dva ciklusa starenja, profili citotoksi¢nosti dva hidrauliéna cementa se nisu znacajno
razlikovali i oba cementa su pokazala mnogo slabiju citotoksi¢nost U poredenju sa

pozitivnom kontrolom (cink oksid-eugenol cementom) [146].

Proucavanjem biokompatibilnosti kalcijum silikatnih 1 kalcijum aluminatnih cemenata
se bavila i grupa brazilskih nau¢nika predvodena Claudijom Huck (2017). Oni su ispitivali
citotoksi¢nost kalcijum aluminatnog cementa (EndoBindera) sa dodatkom razli¢itih rentgen
kontrastnih sredstava : Bi,Os, ZnO ili ZrO,, porede¢i ga sa kalcijum silikatnim cementom
Mineralnim trioksid agregatom (WMTA). U skladu sa I1SO standardom 10993-12:2012, po
0,2 g svakog cementa je postavljeno u transwell pregrade i kultivisano 24 ¢asa u 1 ml kulture
¢elijskog medijuma (DMEM). Za potrebe ovog istrazivanja, je primijenjena celijska linija
MDPC-23, nalik odontoblastima, a citotoksicnost je procjenjivana upotrebom MTT testa,
mjerenjem aktivnosti alkalne fosfataze (ALP), mjerenjem ukupne proizvodnje proteina i
posmatranjem celijske morfologije (Skening elektronskom mikroskopijom—SEM). Osnovane
su sljedece grupe (n=6): NC-negativna kontrola (bez tretmana); EB-EndoBinder bez rentgen
kontrasta; EBBO-EndoBinder+Bi,O3;; EBZnO-EndoBinder+ZnO; EBZrO-EndoBinder+ZrO,
i WMTA-Bijeli MTA. Podaci su podvrgnuti statistiCkoj analizi (Kruskal-Wallis test, nivo
znadajnosti=5%). Celije koje su bile izloZene razli¢itim verzijama EndoBindera su pokazale
blago smanjenje vitalnosti, nesto slabiju ukupnu proizvodnju proteina i nesto manju aktivnost

alkalne fosfataze, u poredenju sa negativnom kontrolom i bijelim MTA, ali bez statisticki
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znaCajne razlike. Takode, nije bilo znacajnijih promjena ni kad je u pitanju celijska
morfologija. Prema rezultatima ovog istrazivanja, kalcijum aluminatni cement EndoBinder
kao i kalcijum silikatni cement WMTA nije ispoljio negativan uticaj na metabolizam ¢elija
nalik odontoblastima, tj potvrdio je citokompatibilnost, bez obzira na dodatak razli¢itih

rentgen kontrastnih sredstava [147].

Kineski istrazivaci Lio i saradnici (2012.) su se fokusirali na proucavanje ¢injenice na
koji nacin se dodatak razli¢itih koli¢ina trikalcijum aluminata (CazAl,Og, C3A), kalcijum
silikatnom cementu, odrazava na njegovu biokompatibilnost i fizicko-hemijske karakteristike.
Rezultati njihovog istrazivanja su pokazali da se najboljom i najprihvatljivijom, pokazala
kombinacija sa dodatkom trikalcijum aluminata u koli¢ini od 5 do 10 %, jer je ova
kombinacija potvrdila bioaktivnost i biokompatibilnost (primjenom MTT testa na ¢elijskoj
liniji L929), pokazala stimulativni efekat na rast ¢elija i stoga se u buduénosti moze smatrati
potencijalnim cementom za endodontsku primjenu. Osim toga, dodavanje trikalcijum
aluminata u kalcijum silikatni cement je doprinijelo i pozitivnijim fizicko-hemijskim
svojstvima materijala, pobolj$alo je otpornost na pritisak, ali i skratilo ukupno vrijeme

vezivanja cementa [148].

Zanimljivo istrazivanje o biokompatibilnosti kalcijum aluminatnog cementa Quick-
Set (Avalon Biomed Inc, Bradenton, FL) u komparaciji sa ve¢ poznatim kalcijum silikatnim
cementom White ProRoot MTA (Dentsply Tulsa Dental specijaliteti, Tulsa, OK), radeno na
premolarima Beagle pasa, su realizovali Kohout i saradnici (2015.) Na 42 donja premolara
Beagle pasa su uradeni pristupni kaviteti i potom, ociséeni, oblikovani i opturisani kanali
korijena zuba sa Quick-set ili bijelim MTA. Odmah potom su, na istim zubima, uradene
osteotomije i apikotomije. Psi su zrtvovani nakon 90 dana, a zubi i okolna tkiva su uklonjeni i
pripremljeni za histoloski analizu. Kao parametri za procjenu biokompatibilnosti pomenutih
cemenata su koristeni: prisustvo inflamacije u podrucju apeksa, formiranje novog cementa,
formiranje periodontalnih ligamenata i kvalitet kosti. Nakon 3 mjeseca, Quick-Set i bijeli
ProRoot MTA su pokazali podjednake efekte: odlican kvalitet kosti, formiranje novog
cementa na povrsini materijala, regeneraciju parodontalnog ligamenta. Jedina znacajna

razlika je u intenzitetu inflamatornog odgovora, koji je bio izrazeniji u Quick-Set grupi [149].

U studijama koje su biokompatibilnost ispitivale, primjenom metodologije potkozne
implantacije polietilenskih tubica na ledima pacova, kalcijum silikatni i kalcijum aluminatni

cementi su pokazivali ili identi¢ne rezultate [6], ili su kalcijum aluminati imali za nijansu veéi
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stepen biokompatibilnosti tj. potpuno odsustvo inflamatornog odgovora, dok je na mjestu

primjene kalcijum silikata konstatovano prisustvo blage inflamatorne reakcije [71].
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2. RADNA HIPOTEZA

1. Nanomaterijali na bazi kalcijum kalcijum aluminata ne ispoljavaju toksi¢ne efekte na
¢elije zivog tkiva.
2. Nanomaterijali na bazi kalcijum aluminata imaju povoljan efekat na reparatorne

sposobnosti pulpe
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

OSNOVNI CILJ: Ispitati biokompatibilnost nanostrukturnih biomaterijala na bazi kalcijum

aluminata u in vitro i in vivo uslovima.

Za postizanje osnovnog cilja istrazivanja, definisani su sljedeci blizi ciljevi | zadaci:

BLIZI CILJEVI ISTRAZIVANJA:

1. Ispitati biokompatibilnost nanostrukturnog biomaterijala na bazi kalcijum aluminata u

in vitro uslovima, primenom MTT testa na humanim pluénim fibroblastima (MRC-5).

2. lspitati biokompatibilnost nanostrukturnog biomaterijala na bazi kalcijum aluminata u
in vitro uslovima, primenom Komet testa na humanim plu¢nim fibroblastima
(MRCS5).

3. Ispitati biokompatibilnost nanostrukturnog biomaterijala na bazi kalcijum aluminata
u in vivo uslovima, na eksperimentalnim Zivotinjama, implantacijom materijala u potkozno

tkivo pacova.

4. lspitati biokompatibilnost nanostrukturnog biomaterijala na bazi kalcijum aluminata
nakon direktnog prekrivanja eksponirane pulpe pacova (in vivo testovi).
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4 MATERIJAL | METOD RADA

Istrazivanje je realizovano u 4 faze: ispitivanje citotoksi¢nosti materijala- in vitro
studija, ispitivanje genotoksi¢nosti materijala- in vitro studija, ispitivanje biokompatibilnosti
materijala implantacijom u potkozno tkivo pacova- in vivo studija 1 ispitivanje
biokompatibilnosti materijala u in vivo uslovima nakon direktnog prekrivanja eksponirane

pulpe pacova.

Ispitivan je novosintetisani nanomaterijal na bazi kalcijum aluminata. Kao kontrolni
materijal je koristen bijeli MTA (MTA Angelus®).

e ”)—wa s
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Slika 1. Testirani materijali

Proces sinteze novih kalcijum aluminatnih sistema po metodi Jokanovica i saradnika

Za sintezu aktivnog kalcijum aluminatnog sistema bilo je neophodno prvo sintetisati
pojedinacne komponente: kalcijum aluminat (CaOAl;O3), kalcijum karbonat (CaCOsg) i

monocikliéni Bi,Os ili BaSO, (kao rentgen kontrast).

Kalcijum aluminatna faza je sintetisana koristenjem CaCl,x5H,0, a aluminatna sol
(AIOOH) je dobivena hidrotermalnim tretmanom. Trialuminijum-dva-butoksid je rastvoren u
mjesavini etanola i vode (u omjeru 1:4). Ova mjesavina se potom zagrijavala na 85°C, uz
energi¢no mijesanje. Nakon 2 sata zagrijavanja, rastvor se hladio na sobnoj temparaturi,
dodavala se H;SO,. Ovako dobiven rastvor se mijeSa0 sa stoihiometrijskom koli¢inom

CaClyx5H,0 (Merck, Germany) i prenosio u autoklav, gdje je ostajao narednih 5 sati pri
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temparaturi od 150 °C i pritisku 5 bara. Dobiveni gel se susio na 150 °C, radi isparavanja

vode.

Kalcijum hlorid tetrahidrat (CaCl,x4H,0) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) je koristen
kao prekursor u sintezi kalcijum karbonata. Koli¢ina od 5 mmol CaCl,x4H,0 je rastvorena u
50 ml etilen glikola (Sigma-Aldrich) dejstvom ultrazvuka na 40°C (Elmasonic S30H). Potom
je 10 mmol NaHCOj; dispergovano u 50 ml etilen glikola kap po kap, tokom 30 min uz
mehani¢ko mijeSanje. Dobivena disperzija je potom zagrijavana 30 min na 40°C. Kalcijum
karbonat je potom izdvojen iz mutnog rastvora centifugiranjem (3.4 g, 30 min), ispiran
nekoliko puta u mjesavini vode i etanola (1:4) i na kraju, samo u vodi. Sulfonil duodecil
sulfat (0.5%) se dodavao kao antiglomeraciono sredstvo. Dobijene nanocestice su potom
izlagane dejstvu ultrazvuka 30 min, uz snazno mehani¢ko mijesanje tokom 5 sati. Ovako
dobijen prah , nakon suSenja na 120 °C tokom 5 sati, se zagrijavao na 500°C jedan sat, kako
bi se dobila kalcijum karbonatna faza.

Monocikli¢ni Bi,O3 je proizveden kalcinacijom Bi(NOs); (Kemika, Croatia) na
450°C, tokom 20 sati. Ova procedura je izvedena sa ciljem da se dobije stabilna tetragonalna
Bi,O; faza, zasi¢ena kiseonikom. Pored Bi,O3;, BaSO, je takode koriSten kao kontrastno

sredstvo.

Novi kalcijum aluminat nazvan ALBO-MCCA se dobio mijeSanjem CaCOs i Bi,Og ili
BaSQ; sa kalcijum aluminatnom fazom u omjeru 2:2:1. Ova mjeSavina se mijeSala sa vodom

(voda:prah 1:2), da se dobije konzistencija paste.
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4.1. ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI KALCIJUM ALUMINATNIH SISTEMA

Ispitivanje citotoksi¢nosti materijala je radeno na kulturi ¢elija u uslovima in vitro,
upotrebom MTT reagensa (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid), na
Institutu za Onkologiju u Beogradu, u skladu sa preporukama medunarodnog 1SO standarda
(1ISO 10993-5:2009, Part 5: Test for cytotoxicity: in vitro method).

4.1.1 Testirani materijali

Ispitivana je citotoksi¢nost nanomaterijala na bazi kalcijum aluminatnih sistema (CA),
kalcijumsilikatnih sistema (CS) i mjeSavine hidroksiapatita i kalcijumsilikatnih sistema (HA-
CS). Kao kontrolni materijali je koristen bijeli MTA (MTA Angelus®).

4.1.1.1 Priprema ispitivanih cemenata

Stok ekstrakti ispitivanih cemenata su pripremljeni u kompletnoj hranljivoj podlozi
inkubiranjem 100 mg svakog cementa u 1 mL hranljive podloge tokom 24 h na 37 °C.
Ekstrakti su potom centrifugirani i filtrirani (0,20 um), te razblazivani hranljivom podlogom
do odgovarajucih radnih koncentracija. Kori§¢ena hranljiva podloga je RPMI 1640 medijum
u koji je dodato 3 mmol/L I-glutamina, 100 mg/mL streptomicina, 100 1U/mL penicillina, 10

% FCS-a i 25 mM Hepesa, podesenog na pH vrijednost 7.2 bikarbonatnim rastvorom.

4.1.2. Hranljiva podloga i reagensi

RPMI 1640 medijum sa i bez fenol reda, L-glutamin, penicilin/streptomicin, HEPES i
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) su nabavljeni od
“Sigma Chemicals Co”. Serum fetalnog goveceta (FCS) je dobijen iz ,,Veterinarskog zavoda“
(Novi Sad). Neposredno prije upotrebe, MTT je bio rastvoren u PBS-u pH vrijednosti 7,2 u
koncentraciji od 5 mg/ml i filtriran kroz Millipore filter (0,20 pm).
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4.1.3. Celijska linija

U radu je koriStena normalna Celijska linija nabavljena od ATCC-a (American Type
Culture Collection) i to MRC-5 (normalni humani fibroblasti plué¢a). Celije su gajene u
jednoslojnoj kulturi, u kompletnom hranljivom medijumu, na temparaturi 37 °C u vazduhu

obogaéenom sa 5% CO; i zasi¢enom vodenom parom.

4.1.4. Odredivanje intenziteta citotoksicnog dejstva ispitivanih cemenata

Citotoksicno dejstvo agenasa moze biti direktno kada se indukuje direktna smrt celije
ili indirektno kada se indukuje reproduktivna ¢elijska smrt, kada je Celija Ziva, ali se ne
umnozava. Citotoksi¢no dejstvo ispitivanih tetraoksana je procijenjeno indirektnim putem,

preko odredivanja prezivljavanja ciljnih ¢elija, nakon njihovog rasta u prisustvu tih agenasa.

Prezivljavanje ¢éelija (S-engl. Survival) je procjenjivano kao odnos broja prezivjelih
¢elija u uzorku tretiranom ispitivanim agensom (N_) i broja ¢elija u kontrolnom uzorku u
kome su celije rasle samo u prisustvu hranljive podloge (Nk). Obi¢no se izrazava u

procentima (S %0).
S (%) = (NL/Nk)-100

Iz ovako dobijenih vrijednosti nacinjen je dijagram koji predstavlja procenat
prezivljavanja Celija u funkciji koncentracije ispitivanih jedinjenja. Iz tog dijagrama se
odreduje mjera intenziteta citotoksi¢nog dejstva nekog jedinjenja koja je karakteristicna za
svako jedinjenje, 1Cso vrijednost. 1Csy se definiSe kao ona koncentracija koja snizava
prezivljavanja ciljnih ¢elija na 50 % u odnosu na kontrolni uzorak. ICsq je obrnuto srazmjerna
intenzitetu citotoksi¢nog dejstva nekog jedinjenja. ICsy dobijena na osnovu izmjerenih

prezivljavanja ¢elija je mjera i direktne i indirektne-reproduktivne toksi¢nosti.
4.1.4.1. Tretman celija (odredivanje ¢elijskog prezivljavanja)

MRC-5 ¢elije su sadene u mikrotitarske ploce sa 96 otvora sa ravnim dnom (5000
¢elija po otvoru u 50 pl podloge), a 20 h kasnije, nakon celijske adherencije pet razli¢itih
koncentracija ispitivanih ekstrakata su dodate u otvore ploca, kako bi finalne koncentracije
bile u opsegu od 4,7-75 mg/mL. Po dodavanju ekstrakata celije su inkubirane 72 h na
temparaturi 37 °C u vazduhu, zasiéenom vodenom parom i 5 % CO,. Po isteku 72 h ¢elije su

fotografisane na invertnom mikroskopu, a zatim je u otvore ploc¢a dodato po 10 pl rastvora
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MTT-a (5 mg/ml u PBS-u). Uslijedila je inkubacija ¢elija 4 h, a zatim je redukcija MTT-a u

obojeni formazan prekinuta dodavanjem 100 pl 10% SDS-a.

Apsorbanca je mjerena na 570 nm, 24 h kasnije. S obzirom da je apsorbanca
novonastalog formazana direktno srazmjerna broju zivih cCelija, da bi dobili prezivljavanje
¢elija (S%), A uzorka sa ¢elijama tretiranih razli¢itim koncentracijama ispitivanih tetraoksana
(Ap), podijeljena je apsorbancom kontolnih netretiranih ¢elija (Ag) i potom je ta vrijednost
pomnozena sa 100. Apsorbanca blanka je uvijek oduzeta od apsorbance odgovarajuceg

uzorka.
S(%)=(AL/Ak)-100
Pri ¢emu je:
AL - Apsorbanca uzorka u kome su ¢€elije rasle u prisustvu ispitivanih ekstrakata
Ak - Apsorbanca kontrolnih ¢elija.

Srednje vrednosti i standardne devijacije rezultata MTT testa su radene u Microsoft Excel-u.
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4.2. ISPITIVANJE GENOTOKSICNOSTI KALCIJUM ALUMINATNIH SISTEMA

Ovaj dio istrazivanja je ,takode, realizovan na Institutu za onkologiju u Beogradu.
Primijenjen je Komet test, u skladu sa preporukom medunarodnog standarda ISO/DIS 10993-
3 (Test for genotoxicity, carcinogenicity and reproductive toxicity. U radu je koriStena
normalna celijska linija nabavljena od ATCC-a (American Type Culture Collection) i to
MRC-5 (normalni humani fibroblasti plu¢a). Celije su gajene u jednoslojnoj kulturi, u
kompletnom hranljivom medijumu, na temparaturi 37 °C u vazduhu obogaé¢enom sa 5% CO,
i zasicenom vodenom parom. Komet test ili elektroforeza pojedina¢nih éelija u agaroznom
gelu je brz i osjetljiv metod za ispitivanje integriteta DNK na nivou pojedinacne celije.
Predstavlja tehniku za brzu detekciju oSte¢enja i1 pracenje reparacije u molekulu DNK.
Upotrebljava se na svim tipovima ¢elija, osim eritrocita, a najéesce se testira na limfocitima
periferne krvi.

U praksi se izvode neutralna i alkalna verzija komet testa. Za potrebe naSeg

istrazivanja smo primijenili alkalnu verziju, pridrzavajuci se protokola prema Singhu i sar.

(1988).

4.2.1. Testirani materijali

Ispitivali smo genotoksi¢nost kalcijum aluminatnih sistema (CA) i1 mjeSavine

hidroksiapatita i kalcijumsilikatnih sistema (HA-CS).

4.2.2. Priprema reagenasa
Reagensi:

Dinatrijum EDTA

Etidijum Bromid

PBS (Cat++, Mg++ free)

Natrijum hlorid (NaCl)

Natrijum hidroksid (NaOH)

Triton X-100

Trizma Baza

Procedura:

1. Pufer zalizu: za 1000 mL: 2.5 M NaCl
146.1¢g

100 mM EDTA 37.2¢g
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10 mM Trizma baza 129

Svi sastojci su dodati u 700 mL destilovane H,O . Nakon $to smo promijesali
ovako dobivenu smjesu, dodato je ~8 mg NaOH i ostavljeno oko 20 min kako bi
doslo do rastvaranja. pH vrijednost je podesena na 10, koris¢enjem koncentrovane
HCI, a potom je izvrSeno dopunjavanje sa destilovanom H,O do 990 mL.

Uslijedilo je cuvanje na sobnoj temperaturi.

Finalni pufer za lizu: Dodat je svjezi 1% Triton X-100 koji je ostavljen u

frizideru 30 minuta prije tretiranja uzoraka na slajdovima..

2. Pufer za elektroforezu (300 MM NaOH /1 mM EDTA):

Stok rastvori:
1. 10 N NaOH (200 g/500 mL dH,0)
2. 200 mM EDTA (14.89 g/200 mL dH0, pH 10)

Cuvali su se na sobnoj temperaturi.

Za 1X pufer (kojeg smo pripremali svjezeg prije svake elektroforeze): po 1 litru,
je dodavano 30 mL NaOH i 5.0 mL EDTA, dopunjavano do 1000 mL uz
energi¢no mijeSanje. Prije upotrebe smo obavezno provjeravali pH pufera koji je

morao biti>13.
3. Pufer za neutralizaciju: 0.4 M Tris - 48.5 g je dodato u~800 mL destilovane

H,0, pH vrijednost je podesena na 7.5 pomocu koncentrovane (>10 M) HCI: g.s.

do 1000 mL sa destilovanom H,O i sve je cuvano na sobnoj temperaturi.

4. Rastvor za bojenje:
Etidijum Bromid (EtBr; 10X stok - 20 pg/mL): dodato je 10 mg u 50
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mL destilovane H,O i drzano na sobnoj temperaturi. Za 1X stok — pomijesano je 1
mL 10X stoka sa 9 mL destilovane H,O.

Sa EtBr-om je rukovano sa posebnom dozom opreza, s obzirom da je poznati

kancerogen.

4.2.3. Priprema slajdova za SCGE/Komet test

Materijal:

Normalna tackasta agaroza (NMA)
Low Melting Point agaroza (LMPA)
Metanol

Pokrovna stakalca (No. 1, 24 x 60 mm)
Mikrocentrifugirajuce cjevcice
Mikropipetor

Mikroskopski slajdovi

Mikro gel elektroforeza (MGE) slajdovi
Koplin tegle (neprozirne)

Aparatura za horizontalnu gel elektroforezu
Elektroforeza Power Supply

Priprema slajdova

1. Najprije su pripremljeni 1% (500 mg u 50ml PBS) i 0.5% LMPA (250 mg u 50 ml
PBS) i 1.0% NMA (500 mg u 50 ml u Milli Q vodi). Uslijedilo je njihovo
zagrijavanje u mikrotalasnoj pe¢nici skoro do klju¢anja, do rastvaranja agaroze.

2. Uzorci LMPA od po 5 mL su ¢uvani u frizideru, do momenta upotrebe kada je vrSeno
njihovo otapanje u mikrotalasnoj peénici. Nakon toga, ovi uzorci su smjeStani U
vodeno kupatilo na 37 °C , do postizanja stabilizacije temperature.

3. Slajdovi su potapani u metanol, a potom smo prelazili preko plamenika sa ciljem da

se uklone eventualni ostaci ulja i prasine.
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4. Dok je agaroza bila topla, slajdovi su uranjani do trec¢ine $lifovanog dijela i lagano

izvadeni. Obrisali smo njihovu donju stranu, kako bi se uklonila agaroza, postavljali

ih na ravnu povrsinu , kako bi se osusili i potom ih ¢uvali na sobnoj temperaturi.

4.2.4 Tretman Celija

Celijska kultura (monoslojna kultura)

Komet test je raden na celijskoj liniji MRC-5 (normalnim humanim fibroblastima pluca).

Neposredno nakon uklanjanja medijuma, izvrSeno je dodavanje 0,005% tripsina (visoka

koncentracija tripsina poveéava osteéenja DNK). Celije su drzane na temparaturi od 37 °C, 5

minuta, dok nije doslo do njihovog odvajanja, odnosno odljepljivanja od podloge. Potom je

izvrSeno dodavanje medijuma sa FCS-om, kako bi se zaustavilo enzimsko dejstvo tripsina i

podesena gustina na 1x106 ¢elija po mL.

5-10 pl ¢elija je mijesano sa 75 mL LMPA , a dalji rad je nastavljen po protokolu za Komet

test.

4.2.5. Elektroforeza mikrogel slajdova

Elektroforeza je realizovana u alkalnim uslovima (pH>13). Sproveden je sljede¢i

postupak:

Inkubacija 2 sata na 4 °C , a potom lagano vadenje slajdova iz pufera za lizu i
njihova postavka u kadicu, sto blize , jednog do drugog.

Punjenje rezervoara kadice svjezim puferom za elektroforezu, tako da te¢nost
potpuno pokriva slajdove.

Ostavljanje slajdova na 20 minuta u alkalnom puferu za elektroforezu , sto je
dovelo do odvijanja DNK na mestima alkalnih labilnih o$tecenja.

Podesen je napon na ~0.74 V/cm i struja na 300 i pustena elektroforeza u
trajanju od 30 minuta.
Nakon isklju¢ivanja napona, slajdovi su lagano izvadeni i koso polozeni u
kadicu za neutralizaciju. Pipetom je nanosen pufer za neutralizaciju i ostavljan

na 5 minuta. Zatim je uslijedilo ponavljanje neutralizacije, jos dva puta.
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e Slajdovi su bojeni sa 80 pL 1X etidijum bromidom. Boja je ostavljana 5
minuta, a nakon toga su slajdovi uranjani u hladnu destilovanu vodu, sa ciljem
odstranjivanja viska boje. Potom je na slajd postavljena pokrovna plocica i
odmah uraden skoring.

e Slajdovi su ocijedeni , drzani 20 min u ledenom 100% etanolu, osuseni na
vazduhu i ¢uvani na suvom mjestu.

e Slajdovi su rehidrirani hladnom destilovanom vodom i obojeni etidijum
bromidom, kao u koraku 6. Poslije skoringa je uklonjena pokrovna plocica,

slajd ispran u 100% alkoholu , osusen i sacuvan za arhivu.

Koraci 1-4 su radeni pod prigusenim zutim svjetlom, da bi se sprecilo ostecenje DNK od

strane bijelog fluorescentnog svjetla.

4.2.6. Evaluacija DNK oStecenja

Za vizuelizaciju DNK osteCenja je upotrijebljen 40x objektiv na fluorescentnom
mikroskopu.

lako su mnogi sistemi za analizu slike pogodni za kvantifikaciju SCGE podataka mi smo
koristili Komet 5 image analysis softver (Kinetic Imaging, Ltd. Liverpool, UK) povezan sa
CCD kamerom u cilju kvantitativne i kvalitativne procjene DNK oste¢enja, mjerenjem duZzine
migracije DNK i procenta migirane DNK. Generalno, 50-100 nasumi¢no izabranih c¢elija je

analizirano po uzorku.

4.2.7. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu rezultata Komet testa je koristen Comet Assay IV (Perceptive

Instruments).
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4.3. ISPITIVANJE BIOKOMPATIBILNOSTI KALCIJUM ALUMINATNIH SISTEMA
IMPLANTACIJOM U POTKOZNO TKIVO: IN VIVO STUDIJA

Ovaj dio istrazivanja je sproveden nakon odobrenja Etickog odbora Univerzitetskog
klinickog centra iz Banja Luke, broj 01-9-192.2/15, Bosna i Hercegovina.
Eksperiment je realizovan u Vivarijumu Prirodno matematickog fakulteta, Univerziteta

u Banjaluci 1 u Laboratoriji Zavoda za patologiju, Klinickog centra Banjaluka.

4.3.1. Eksperimentalne zivotinje

Animalni model su bili pacovi Wistar soja (18 pacova, starosti 10-11 sedmica,
prosjeéne tezine 190-280 g.). Citav period trajanja eksperimenta, pacovi su imali slobodan
pristup hrani i vodi, 12-to ¢asovnu smjenu svjetla i mraka, temperatura vazduha se kretala 20-
23°C, a vlaznost 60%+10%.

4.3.1.1. Rasporedivanje pacova po grupama

18 pacova je podijeljeno u dvije eksperimentalne grupe, koje smo oznacili kao I'i II, u

svakoj grupi po 9 pacova.

U grupi | su sa desne strane implantirane polietilenske tubice do pola ispunjene
kalcijum aluminatom (CA), a sa lijeve strane tubice sa MTA.

U grupi Il su sa desne strane postavljane polietilenske tubice sa kalcijum silikat
hidroksiapatitom (HA-CS), dok su sa lijeve strane takode bile tubice sa MTA.

Po 6 pacova (3 iz obe grupe) smo zrtvovali u tri opservaciona perioda: nakon 7,

nakon 15 i nakon 30 dana.

4.3.2. Testirani materijali

Ispitivani su nanomaterijali na bazi kalcijum aluminatnih sistema (CA) i komparirali
ih sa mjesavinom hidroksiapatita i kalcijumsilikatnih sistema (HA-CS), a kao pozitivna

kontrola je koristen bijeli Mineral Trioksid Agregat (MTA Angelus®).
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4.3.3. Postupak rada

Radena je potkozna implantacija polietilenskih tubica (duzine 10 mm, unutrasnjeg
promjera 1mm), do polovine ispunjenih testiranim materijalima (CA, CS-HAP, MTA), a od
polovine praznim. Prazna polovina cjevéice je predstavljala negativnu kontrolu. Postavljene
su po dvije tubice na ledima svakog pacova, i to, sa desne strane cjev€ica Sa testiranim
materijalom, a sa lijeve strane ki¢menog stuba cjevCica sa MTA (pozitivna kontrola).
Cjev¢ice su bile orjentisane tako da je materijal uvijek bio okrenut prema glavi, a prazni dio

cjevcice prema repu.

Prije samog hirur§kog zahvata, pacovi su uvedeni u opstu anesteziju. Doza anestetika
je odredivana prema tjelesnoj tezini pacova, koja je izmjerena za svakog pacova pojedinacno.
Za anesteziranje pacova smo upotrijebili Ketamin 90 mg/kg tjelesne tezine (Ketamine
Hydrochloride Injection USP) Rotexmedica-Germany u kombinaciji sa Ksilazinom 5 mg/kg
telesne tezine (2% Xylazin, Cp Pharma, Bergdorf, Germany), sto nam je obezbijedilo trajanje

anestezije oko sat vremena.

4.3.3.1 Hirurska intervencija

Poslije uvodenja pacova u opstu anesteziju je uslijedio hirurski zahvat, izveden od
strane iskusnog veterinara sa dugogodiSnjom uspjeSnom praksom. Najprije je izvrSena
priprema operativnog polja, dezinfekcijom koze na ledima pacova, 10 % rastvorom povidon
jodida, a potom i brijanje koze. U smjeru glava-rep veterinar je nacinio inciziju hirur§kim
skalpelom (Surgical Disposable Scalpels, BRAUN, Aesculap AG & Co.Tuttlingen,
Germany), a zatim, tupom disekcijom, desno i lijevo od ki¢menog stuba, formirao dva dzepa
dubine od oko 1,5 cm. U ovako obrazovane dzepove je sterilnom pincetom postavio sterilne

polietilenske tubice, prethodno ispunjene svjeZe zamijeSanim testiranim materijalima.

Nakon toga je uslijedilo Sivenje rane. Primijenjen je pojedina¢ni ¢vorasti Sav (igla za
Sivenje  6007L/R7, UNIMED S.A.,SWISS MADE) i neresorptivni najlonski konac.
(N0.USP6/0-2,Shandong Sinorgmed Co., Ltd China).
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Slika 2. Pripremljeno operativno polje Slika 3. Implantiranje tubice sa ispitivanim

sa nacinjenom incizijom materijalom u potkozno tkivo pacova

Postoperativno, zZivotinje su bile smjeStene po jedna u kavezu u kontrolisanoj sredini,
sa kontrolisanom ishranom i dnevnom profesionalnom njegom. Na smjestanje po jednog
pacova u kavezu postoperativno, je odlu¢eno iz mjera predostroznosti, uzimajuc¢i u obzir

¢injenicu da su pacovi Wistar soja hanibali.

Kontrola zdravstvenog stanja je vrSena tri puta dnevno u toku opservacionog perioda.
Po 6 zivotinja, u svakom opservacionom periodu, je zrtvovano nakon 7, 15, 1 30 dana. U tu
svrhu smo upotrijebili intravensku injekciju Pentobarbitola (Pentobarbital sodium salt

100mg/ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany)
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Slika 4. Polietilenska tubica u potkoznom tkivu pacova

Ispreparisano potkozno tkivo, zajedno sa tubicama, je potopljeno u 10% formalin i

dostavljano laboratoriji Zavoda za patologiju, Klinickog centra u Banjaluci.

4.3.3.2. HistoloSka analiza

U laboratoriji je uradena obrada tkiva za histolosku analizu. Za histolosku analizu iz

svake zivotinje je uzimano po 4 uzorka:

e tkivo oko cjevcice sa testiranim materijalom
e tkivo oko prazne cjev€ice (negativna kontrola materijala)
e tkivo oko cjevcice sa MTA (pozitivna kontrola)

e tkivo oko prazne cjevéice (negativna kontrola MTA)

Nakon toga je izvrSeno fiksiranje tkivnih isjeaka zajedno sa polietilenskim tubicama u 10%

puferisanom formalinu.

Uslijedilo je uklanjanje polietilenskih tubica i priprema tkiva za svjetlosnu mikroskopiju
(dehidrataciju tkiva u seriji alkohola rastu¢e koncentracije; prosvetljavanje u ksilolu i
kalupljenje u parafinu, te bojenje parafinskih isjecaka (4 pm debljine) hematoksilin-eozinom
(HE).
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Slika 5.a) i b) Uzorci potkoznog tkiva sa polietilenskim tubicama

Analiza preparata je radena na svetlosnom mikroskopu (Olympus BX-51, Japan), od
strane iskusnog patologa, koji nije ucestvovao u uzorkovanju materijala. Na taj nafin smo
zeljeli da izbjegnemo bilo kakav vid pristrasnosti. Prema medunarodnim standardima (ISO
10993-6. Biological evaluation of medical devices-Part 6: Test for lokal effect after
implantation) je procjenjivana lokalna reakcija u tkivu gde je prethodno bio implantiran

materijal.

Parametri koji su analizirani su:zapaljenska reakcija, vaskularna kongestuja, fibrozna

kapsula i o¢uvanje integriteta vezivnog tkiva.
Zapaljenska reakcija

0 — bez zapaljenja (nema inflamatornih Celija)

1 — minimalna (inflamatornih ¢elija<25)

2 — blaga reakcija (26-50 inflamatornih celija)

3 — umerena reakcija (51-100 inflamatornih ¢elija)
4 —izrazita reakcija (>100 inflamatornih ¢elija)
Vaskularna kongestija

0 — odsutna

1 — minimalna

2 —blaga

3 — umerena
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4 —izrazita, sa pucanjem krvnog suda

Fibrozna kapsula

0 —nema kapsule

1 — minimalna kapsula

2 — tanka kapsula

3 — umereno debela kapsula

4 — debela kapsula

OcCuvanje integriteta vezivnog tkiva

0 — kompletno o¢uvanje

1 — minimalna narusenost strukture
2 — blaga naruSenost strukture

3 —umjerena naruSenost strukture

4— nekroza

4.3.4. StatistiCka obrada podataka

Za statistiCku analizu dobijenih rezultata potkozne implantacije je KkoriSten

parametrijski Dunn's test koji je modifikacija Tukey's testa i koristi se kada imamo grupe

podataka sa veoma sli¢nim vrijednostima i kada imamo malo vrijednosti u okviru jedne

grupe, a pri tome imamo tri ili vise parametara, te Vilkoksonov neparametrijski test za

zavisne uzorke.
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4.4. ISPITIVANJE BIOKOMPATIBILNOSTI KALCIJUM ALUMINATNIH SISTEMA
NAKON DIREKTNOG PREKRIVANJA PULPE

U ovom dijelu eksperimenta, kao animalni model, takode, su nam posluzili pacovi
Wistar soja. Glavni razlog zbog koga smo se opredijelili za ove eksperimentalne Zivotinje je
sli¢nost izmedu njihovih 1 ljudskih molara. Sem toga, oni ne mogu povracati i stoga se koriste
kao Cest poCetni model za brojna ispitivanja toksicnosti i kancerogenosti stomatoloskih
materijala. Nadalje, pacovi imaju dobre reproduktivne sposobnosti i dobro se uzgajaju u
laboratorijskim uslovima.

U studiju je uklju¢eno 18 laboratorijskih pacova soja Wistar, tj. 36 prvih gornjih
molara i 36 drugih gornjih molara. Studija je sprovedena u vivarijumu Prirodno-
matematickog fakulteta u Banjaluci (odobreno od strane Dekana Prirodno-matemati¢kog
fakulteta), a nakon dobivanja saglasnosti Etickog odbora Univerzitetskog klinickog centra iz
Banja Luke, broj 01-9-192.2/15, Bosna i Hercegovina.

4.4.1. Uslovi eksperimenta

Zivotinje su bile stare 10-11 sedmica i prosjeéne tezine 190-280 g. Tokom
eksperimenta, svim pacovima je bio obezbijeden slobodan pristup hrani i vodi, 12-to ¢asovna
smjena svjetla i mraka, temperatura vazduha se kretala 20-23°C, dok je vlaznost vazduha

iznosila 60%=+10%.

Prije same stomatoloSke procedure pacove smo anestezirali, uvodenjem u opStu
anesteziju. Doza anestetika je odredivana prema tjelesnoj tezini pacova, koja je izmjerena za
svakog pacova pojedinacno. Za anesteziranje pacova smo upotrijebili Ketamin u dozi od 50

mg/kg tjelesne tezine (Ketamine Hydrochloride Injection USP) Rotexmedica-Germany.
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Slika 7. Wistar pacov, prije uvodenja u Slika 8. Sterilna svrdla za tehnicki
anesteziju mikromotor

4.4.1.1. Eksperimentalne grupe

Pacovi su podijeljeni u dvije eksperimentalne grupe, oznacene kao A i B, po 9 pacova

u svakoj grupi.

U grupi A, na otvorenu pulpu gornjih molara sa desne strane smo postavljali kalcijum
aluminat (CA), a sa lijeve MTA.

U grupi B, na otvorenu pulpu gornjih molara sa desne strane je apliciran kalcijum
silikat (CS), dok je sa lijeve strane u prvi gornji lijevi molar postavljen kalcijum silikat

hidroksiapatit (HA-CS), a u drugi gornji lijevi molar MTA.

e 6 pacova, po 3 iz svake grupe je zrtvovano 7—0g dana od direktnog prekrivanja pulpe (tri
kod kojih je DPP uradeno sa kalcijum aluminatom sa desne strane i MTA sa lijeve strane
i tri kod kojih je DPP uradeno sa kalcijum silikatom sa desne strane, a sa lijeve strane
gornje vilice jedan molar prekriven sa CSHAP, a drugi sa MTA).

e 6 pacova, po 3 iz svake grupe je zrtvovano 15-0g dana od direktnog prekrivanja pulpe
(tri kod kojih je DPP uradeno sa kalcijum aluminatom sa desne strane i MTA sa lijeve
strane i tri kod kojih je DPP uradeno sa kalcijum silikatom sa desne strane, a sa lijeve
strane gornje vilice jedan molar prekriven sa CSHAP, a drugi sa MTA)

e preostalih 6 pacova, po 3 iz svake grupe je zrtvovano 30-0g dana od direktnog

prekrivanja pulpe.
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Slika 9. Odredivanje tjelesne tezine pacova

4.4.2. Terapijski postupak direktnog prekrivanje pulpe sa kalcijum aluminatom

Neposredno prije pocetka rada zubi su oc¢is¢eni od mekih naslaga mehanicki malom
Cetkicom, a potom dezinfikovani chlorhexidin digluconatom (0.1% Chlorhexamed-Fluid,
GlaxoSmithK, Buhl, Germany). Zbog otezanog pristupa i smanjene vidljivosti molara
pacova, koristili smo lupu (magnification: X4.5, Zeiss, Germany). Pacovi imaju veoma
specifi¢éno zubalo u anatomo-morfoloskom smislu. Sprijeda su pozicionirani sjekutiéi, zatim
velika dijastema, pa tri molara, postavljena daleko iza sjekutica, §to je na$ stomatoloski rad
ucinilo zahtjevnijim i izazovnijim. Stoga smo u radu angazovali tim saradnika u koji je bio
ukljucen iskusni veterinar, koji je anestezirao pacove i dao nam oshovne smjernice 0
najboljem pristupu zubima, oralni hirurg, endodont i dva asistenta koja su bila podijeljena u 2

grupe 1 vr$ila pripremu/mijeSanje ispitivanih materijala.

Nakon preparacije kaviteta na okluzalnoj povrsini nekarioznih prvih i drugih gornjih
molara (i na lijevoj i na desnoj strani), je uradena trepanacija krova kavuma pulpe i postavljen
jedan od testiranih materijala za direktno prekrivanje, po nacinu prethodno opisanom.

Kaviteti su restaurisani kompozitom (Tetric Ceram, Ivoclar Vivadent, Schaan Lichtenstein).
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Slika 10. Trepanacija kavuma pulpe Slika 11. Polimerizacija kompozita

Za preparaciju je koristen tehni¢ki mikromotor i okruglo svrdlo 1ISO 008, naravno uz
stalno vodeno hladenje. Perforacija na krovu kavuma je uradena o$trom stomatoloSkom
sondom. Po pojavi krvarenja, pulpalnu krv smo uklonili sterilnim papirnim apoenima, a
kavitet isprali fizioloSkim rastvorom, kako bi uklonili eventualne ostatke krvi i dentinsku

prasinu.

Nakon sprovedene preparacije kaviteta, kako je ve¢ ranije gore navedeno, aplicirano

je sredstvo za direktno prekrivanje, a kaviteti restaurisani kompozitom.

4.4.3.Zrtvovanije Zivotinja

Zivotinje su Zrtvovane intravenskom injekcijom pentobarbitola. Prema planu studije,

zrtvovanje zivotinja je uradeno u tri navrata:

e 7-0g dana: - 6 pacova po 3 iz svake grupe (tri kod kojih je DPP uradeno sa kalcijum
aluminatom sa desne strane i MTT sa lijeve strane i tri kod kojih je DPP uradeno sa
kalcijum silikatom sa desne strane, a sa lijeve strane kalcijum silikatom hidroksiapatitom u
prvom, a mineraltrioksid agregatom na drugom molaru gornje vilice).

e 15 -0g dana — 6 pacova, po 3 iz svake grupe (tri kod kojih je DPP uradeno sa kalcijum
aluminatom sa desne strane i MTT sa lijeve strane i tri kod kojih je DPP uradeno sa
kalcijum silikatom sa desne strane, a sa lijeve strane kalcijum silikatom hidroksiapatitom u
prvom, a mineraltrioksid agregatom na drugom molaru gornje vilice).

e 30-0g dana -preostalih 6 pacova, po 3 iz svake grupe.

e odvajanje gornjih vilica hirurskim skalpelom i makazama (dekapitulacija)

e njihovo pohranjivanje u 10% neutralnom puferovanom formalinu
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Slika 12. Dekapitulacija

Uslijedilo je dostavljanje materijala laboratoriji Zavoda za patologiju, Klini¢ckog

centra u Banjaluci i njegova priprema za patohistoloSku analizu.

4.4.4, Patohistolo$ka analiza

Priprema materijala je zapocela dekalcifikacijom vili¢nih kostiju u EDTA (etilen-
diamino-tetraciklin-acetat) u trajanju od 3 sata, nakon Cega su presjeci pulpe kalupljeni u

parafinske blokove. Rezanje je vr§eno mikrotomom (na svakih 4 pm).

Bojenje presjeka je uradeno metodom hematoksilin-eozin. Kvalitativna kvantifikacija
mikroskopskih preparata je obavljena od strane patologa, koji nije zaposlenik laboratorije u
kojoj je radena priprema preparata za mikroskopiranje, kako bi rezultati bili bez bilo kakvog

subjektivnog uticaja. U te svrhe, patolog je upotrijebio svjetlosni mikroskop.
Analizirano je:

1. odsustvo bakterija
2. prisustvo bakterija u 1/3 pulpe zuba
3. prisustvo bakterija u 2/3 pulpe zuba

4. difuzno prisustvo bakterija u pulpi
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Nadalje, ocjenjivan je inflamatorni odgovor pulpe, upotrebom sljedecée skale:

odsustvo zapaljenja tj. nijedna ili nekoliko rastrkanih upalnih ¢elija
prisustvo malog broja polimorfonuklearnih leukocita

prisustvo velikog broja polimorfonuklearnih leukocita

nekroza

owbhE

Uzimano je u obzir i formiranje dentinskog mosta na kraju opservacionog perioda, kao jedan

od mogucih pokazatelja uspjesnosti terapije.

4.4.5, Statisticka analiza

Za statisticku analizu dobijenih rezultata direktnog prekrivanja pulpe pacova Wistar

soja je koristen neparametrijski Wilkoksonov test za zavisne uzorke.
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5. REZULTATI

5.1. REZULTATI ISPITIVANJA CITOTOKSICNOSTI KALCIJUM ALUMINATNIH
SISTEMA PRIMJENOM MTT TESTA

Citotoksi¢na aktivnost ispitivanih cemenata prema MRC-5 c¢celijama (normalnim

humanim fibroblastima plu¢a) je odredena u uslovima in vitro, MTT testom.
Rezultati ispitivanja citotoksi¢nosti materijala su prikazani tabelama 1 i 2 kao i slikom 13.

Citotoksi¢nost eluata kalcijum aluminatnog cementa CA , kalcijum slikatnog cementa CS,
kalcijum silikatnog hidroksiapatita CS-HA i mineraltrioksid agregata (MTA Angelus) je
testirana u pet opadajuéih koncentracija 66,7 mg/ml, 33,3 mg/ml, 16,7 mg/ml, 8,3 mg/ml i 4,2

mg/ml.

Tabela 1. Koncentracije ispitivanih cemenata koje indukuju pad u prezivljavanju (ICsp )
MRC-5 ¢elija

IC50
| Il 1] Av [mg/mL] Sd
Kalcijum silikat hidroksiapatit 41,28 | 49,35 | 49,27 | 46,6 + 4,6
Mineraltrioksid agregat >66.7 | >66.7 | >66.7 | >66.7 *
Kalcijum silikat >66.7 | >66.7 | >66.7 | >66.7 *
Kalcijum aluminat >66.7 | >66.7 | >66.7 | >66.7 *

Sve testirane koncentracije kalcijum aluminata CA, Kkalcijum silikata CS i
mineraltrioksid agregata MTA su rezultirale visokim prezivljavanjem ¢elija u kulturi.
Najsnaznije citotoksi¢no dejstvo je ispoljio CS-HA sa 1C5=41,28 nakon prvog ciklusa
testiranja; 1C50=49,35 nakon drugog ciklusa; odnosno 1Csy=49,27 nakon treceg ponavljanja
MTT testa.
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Tabela 2. Prezivljavanje MRC-5 c¢elija poslije 72 h kontinuiranog djelovanja eluata

ispitivanih cemenata.

c Kalcijum MTA Kalcijum Kalcijum
[mg/mL] siliikat Angelus silikat aluminat
hidroksiapatit

0,0 100,0 100,0 100,0 100,0
4,2 94,4 98,6 96,8 103,9
8,3 90,3 97,9 99,1 105,6
16,7 87,8 99,6 90,6 104,4
33,3 66,2 100,8 88,1 101,2
66,7 32,5 90,8 85,1 89,5

Kalcijum aluminat CA, kalcijum silikat CS i MTA nisu ispoljili citotoksi¢ne efekte, te je
konstatovan veoma visok procenat prezivljavanja celija 1 pri najve¢oj primijenjenoj
koncentraciji ovih materijala (66,7 mg/mL): za CA 89,5 %, za CS 85,1%, a za MTA 90,8
%.(tabela 2,slika 13)

U skladu sa oc¢ekivanjima, utvrdena je zavisnost citotoksi¢nog efekta CS-HA od
primijenjene koncentracije ovog materijala. Najvec¢i procenat prezivljavanja celija (94,4%) je
konstatovan pri najmanjoj primijenjenoj koncentraciji materijala (4,2 mg/mL), dok je
najmanji procenat prezivljavanja celija (32,5 %) konstatovan pri najvecoj primijenjenoj

koncentraciji ovog cementa (66,7 mg/mL).

120
100 &a.@
80
o —@— CSHA
X 60
—@— MTA Angelus
40 CS
—8—CA
20
0
0 20 40 60 80

concentration [mg/mL]

Slika 13. Prezivljavanje MRC-5 ¢elija poslije 72h kontinuiranog djelovanja eluata ispitivanih

cemenata.
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5.2 REZULTATI ISPITIVANJA GENOTOKSICNOSTI KALCIJUM ALUMINATNIH
SISTEMA PRIMJENOM KOMET TESTA

Primjenom alkalne verzije Komet testa na celijskoj liniji MRC-5 (normalnim
humanim fibroblastima pluca) ispitivan je genotoksi¢ni potencijal kalcijum aluminatnog
cementa CA i kalcijum silikat hidroksiapatita CS-HA, materijala koji je jedini ispoljio
citotoksi¢nu aktivnost prilikom prethodno uradenog MTT testa za procjenu potencijalne

citotoksi¢nosti materijala.
Rezultati su prikazani na tabeli 3 i slici 14.

Tabela 3. DNK ostec¢enje (% DNK u repu komete)

C(mg/mL) CS-HA CA
0 53 8,8
6,25 4,7 9
12,5 8,3 8,7
25 15,9 9,4

50 18,9 8,9
100 38,1 9,6

Ekstrakt kalcijum aluminatnog cementa CA nije ispoljio genotoksi¢ni efekat, to jest,
procenat ostecenja DNK 1 pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji cementa je iznosio 9,6 % i

ostao na nivou netretiranih kontrolnih ¢éelija.

Ekstrakt kalcijum silikatnog hidroksiapatitnog cementa CS-HA je pokazao

genotoksi¢ni potencijal pri koncentracijama > 12,5 mg/mL (tabela 3,slika 14.)

Kod kalcijum silikatnog hidroksiapatita CS-HA najvec¢i procenat DNK oste¢enja od
38,1 % je zabiljezen pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji materijala (100 mg/mL), dok je
najmanji procenat DNK oste¢enja od 4,7 % konstatovan pri koncentraciji CS-HA od 6,25
mg/mL. (tabela 3,slika 14).

60



45

15

10

oll II II
0

40
<

S 35

a

= 30

©

-

X 25

(]

20 m CSHA
€ mCA
3

<

pd

a

[%;]

6,25 12,5 25 50

Concentration [mg/mL]

100

Slika 14. Procenat DNK ostecenja (% DNK u repu komete) u zavisnosti od primijenjene

koncentracije materijala
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5.3. REZULTATI ISPITIVANJA POTKOZNE IMPLANTACIJE POLIETILENSKIH
TUBICA KOD PACOVA WISTAR SOJA

U ovom dijelu su prikazani rezultati ispitivanja potkozne implantacije polietilenskih
tubica ispunjenih nanostrukturnim biomaterijalima na bazi kalcijum aluminata i kalcijum
silikat hidroksiapatita. MTA je sluzio kao pozitivna kontrola, a prazne polovine cjevc€ica su
predstavljale negativnu kontrolu.

Istrazivanje je sprovedeno nakon odobrenja Etickog odbora Univerzitetskog klinickog
centra iz Banja Luke, broj 01-9-192.2/15, Bosna i Hercegovina.

Potkozni implantati su radeni kod 18 pacova soja Wistar starosti 10-11 sedmica i
prosjecne tezine 190-280 g.

Postoperativni tok kod svih zivotinja je protekao bez kompikacija, proprac¢en urednim
zarastanjem rana.

Po zavrSetku svakog od tri evaluaciona perioda (7,15,30 dana), za patohistolosku
analizu je bilo dostupno po 6 pacova, koliko je bilo i predvideno dizajnom studije.

Parametri koji su uzimani u razmatranje prilikom patohistoloske analize bili su:
zapaljenska reakcija, vaskularna kongestija, prisustvo kapsule i o¢uvanje integriteta vezivnog
tkiva.

Rezultati potkozne implantacije su prikazani u tabelama 4-9 i slikama 15-30.
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5.3.1 Rezultati histoloske analize nakon 7 dana

Rezultati su prikazani tabelama 4 i 5 i slikama 15-18.

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

REAKCIJA Kalcijum Kalcijum silikat

aluminat hidroksiapatit MTA

Zapaljenska reakcija
0 - odsutna
1 - minimalno < 25 ¢elija
2 - blaga 26 - 50 ¢elija 3 3 3,7
3 - umerena 51 - 100 ¢elija
4 - izrazita > 100 ¢elija
Vaskularna kongestija
0 - odsutno
1 - minimalno
2 -blaga 3,3 3,7
3 - umerena
4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda
Kapsula

0 - odsutna
1 - minimalna 1
2 - tanka 0,7
3 - umereno debela
4 — debela

0,3

Ocuvanje integriteta vezivnog tkiva

0 - kompletno
1 - minimalna narausenost strukture 3 3 3
2 - blaga naruSenost strukture

3 - umerena naru$enost strukture
4 - nekroza

Patohistoloskom analizom poslije 7 dana je kod kalcijum aluminata CA i kalcijum
silikat hidroksiapatita CSHA zabiljeZena umjerena inflamatorna reakcija (ocjena 3), dok je
kod MTA zabiljeZena umjerena do izraZzena inflamatorna reakcija (ocjena 3,7) sa statisticki
znacajnom razlikom izmedu CA i MTA (p=0,2781), kao i izmedu CA i CS (p=0,2781).
Umjerena inflamacija je bila pracena i umjerenom vaskularnom kongestijom kod materijala
CA (ocjena 3) i materijala CSHA (ocjena 3,3). Nakon implantacije MTA je uocena umjerena
do izrazena vaskularna kongestija (ocjena 3,7). Kod svih ispitivanih materijala je registrovana
umjerena narusenost strukture vezivnog tkiva, dok je fibrozna kapsula nakon implantacije
materijala CA bila minimalna (ocjena 1). Minimalna (ocjena 0,7) ili odsutna (ocjena 0,3) je
registrovana nakon implantacije materijala CSHA i MTA (slike 15-17). Razlika u vaskularnoj
kongestiji i debljini fibrozne kapsule nakon implantacije materijala CA u odnosu na MTA je
bila statisticki znacajna (p=0,5567).
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Tabela 5. Rezultati histoloSke analize za kontrolne uzorke u opservacionom periodu od 7

dana.

KONTROLA

REAKCIA Kalcijum Kalcijum silikat

aluminat hidroksiapatit MTA

Zapaljenska reakcija
0 - odsutna
1 - minimalno < 25 ¢elija
2 - blaga 26 - 50 éelija 3 33 33
3 - umerena 51 - 100 ¢elija
4 - izrazita > 100 ¢elija

Vaskularna kongestija
0 - odsutno
1 - minimalno
2 - blaga
3 - umerena
4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda
Kapsula

33 33 35

0 - odsutna
1 - minimalna 0
2 - tanka 0,7
3 - umereno debela
4 — debela

0,2

Ocuvanje integriteta vezivnog tkiva

0 - kompletno
1 - minimalna naraugenost strukture 3 3 28
2 - blaga naruSenost strukture

3 - umerena naru$enost strukture
4 - nekroza

Kod kontrolnih preparata, 7 dana nakon potkoZne implantacije je konstatovano
prisustvo zapaljenske reakcije umjerenog intenziteta, te po jedan slucaj izrazene inflamatorne
reakcije (kontrole materijala CA i MTA). Krvni sudovi su pokazivali znake umjerene
vaskularne kongestije, koja je bila nesto izrazenija kod kontrole MTA. Kod svih kontrolnih
preparata je uocena umjerena narusenost strukture vezivnog tkiva, izuzev jednog slucaja
(MTA) sa blagom naruSenosti strukture vezivnog tkiva (ocjena 2). Fibrozna kapsula je bila
odsutna kod svih preparata kontrole CA, te kod vecine preparata kontrole MTA, izuzev u
jednom slucaju. Kod kontrole materijala CSHA je zabiljeZena njezna tanka kapsula u 2

slucaja (ocjena 1), te potpuno odsustvo kapsule u 1 uzorku (ocjena 0). (slika 18)
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Slika 15. Materijal CA u ekperimentalnom periodu od 7 dana. Na mikrofotografiji se uocava
defekt (od cjevéice) sa veoma tankom kapsulom i umjerenom vaskularnom kongestijom

(venska kongestija-crne strelice, kapsula-crvene strelice) (HE, x100)

Slika 16. Materijal CS-HA u ekperimentalnom periodu od 7 dana. Na mikrofotografiji
fibrozna kapsula nije prisutna, vidljiv dio defekta od cjev¢ice u dermisu bez prisustva krvnih
sudova i upalnog infiltrata u kozi uz defekt (defekt od cjevc¢ice-plave strelice, koza uz defekt
od cjevcice-crvene strelice) (HE, x200)
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Slika 17. Materijal MTA u ekperimentalnom periodu od 7 dana. Na mikrofotografiji se
uocava defekt (od cjevCice) bez prisutne vezivne kapsule, sa rijetkim kapilarnim krvnim
sudovima i pojedina¢nim upalnim ¢éelijama u kozi uz defekt od cjevcice (defekt od cjevcice-
plave strelice, kapilarni krvni sudovi u kozi uz defekt od cjevcice- crvene strelice) (HE,

x100).

Slika 18. Negativna kontrola (prazna cjevcica) u eksperimentalnom periodu od 7 dana

obavijena veoma tankom kapsulom (HEx200).
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5.3.2. Rezultati histoloske analize nakon 15 dana
Rezultati su prikazani tabelama 6 i 7 i slikama 19-22.

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

REAKCUA Kalcijum Kalcijum silikat

aluminat hidroksiapatit MTA

Zapaljenska reakcija
0 - odsutna
1 - minimalno < 25 ¢elija
2 - blaga 26 - 50 ¢elija
3 - umerena 51 - 100 ¢elija
4 - izrazita > 100 ¢elija
Vaskularna kongestija
0 - odsutno
1 - minimalno
2 - blaga
3 - umerena
4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda
Kapsula

0 - odsutna

1 - minimalna

2 - tanka

3 - umereno debela
4 — debela

2,3 2,3 2,2

Ocuvanje integriteta vezivnog tkiva

0 - kompletno
1 - minimalna narausenost strukture 2 2 2
2 - blaga naruSenost strukture

3 - umerena naruSenost strukture
4 - nekroza

Patohistoloskom analizom poslije 15 dana na mjestu implantacije svih ispitivanih
materijala je uocena blaga zapaljenska reakcija, tanka ili umjereno debela fibrozna kapsula
(slike 19-21) i blaga narusenost strukture vezivnog tkiva (ocjena 2). Vaskularna kongestija je
okarakterisana kao blaga (ocjena 2) kod materijala CA, odnosno kao umjerena ili blaga za
CSHA i MTA, sa statisticki znacajnom razlikom izmedu CA i CSHA (p=0,2974) kao i
izmedu CA i MTA (p=0,2974).
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Tabela 7. Rezultati histoloske analize za kontrolne uzorke u opservacionom periodu od 15

dana.

KONTROLA

REAKCIA Kalcijum Kalcijum silikat

aluminat hidroksiapatit MTA

Zapaljenska reakcija
0 - odsutna
1 - minimalno < 25 ¢elija
2 - blaga 26 - 50 ¢elija 3 2 2,3
3 - umerena 51 - 100 ¢elija
4 - izrazita > 100 celija

Vaskularna kongestija
0 - odsutno
1 - minimalno
2 -blaga
3 - umerena
4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda
Kapsula

2,7 2,3 2,3

0 - odsutna

1 - minimalna

2 - tanka

3 - umereno debela
4 — debela

Ocuvanje integriteta vezivnog tkiva

0 - kompletno
1 - minimalna narausenost strukture 2 2 2
2 - blaga naruSenost strukture

3 - umerena naruSenost strukture
4 - nekroza

Kod kontrolnih preparata nakon 15 dana, najslabiji inflamatorni odgovor je zabiljeZen
kod kontrole CSHA (ocjena 2), dok su kontrolni preparati za CA ocijenjeni ocjenom 3
(umjerena zapaljenska reakcija), a za MTA ocjenom 2,3 (blaga do umjerena zapaljenska
reakcija). Kod svih kontrolnih preparata konstatovana je blaga naruSenost strukture
rastresitog vezivnog tkiva (ocjena 2), koju je pratilo obrazovanje tanke fibrozne kapsule
(ocjena 2). Vaskularna kongestija je bila podjednako izraZena kod kontrole CSHA i MTA
(ocjena 2,3), dok je kod kontrole CA ocijenjena ocjenom 2,7.(slika 22).
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Slika 19. Materijal CA u ekperimentalnom periodu od 15 dana. Na mikrofotografiji se uocava

umjereno debela kapsula i blaga vaskularna kongestija i blaga inflamacija (HE x400).

Slika 20. Materijal CS-HA u ekperimentalnom periodu od 15 dana. Na mikrofotografiji se
uocava tanka kapsula i blaga zapaljenska reakcija. Prisutni su limfociti i rijetki plazmociti, $to

govori u prilog hroni¢noj zapaljenskoj reakciji.(HE x200)
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Slika 21. Materijal MTA u ekperimentalnom periodu od 15 dana. Na mikrofotografiji se

uocava umjereno debela kapsula i umjerena vaskularna kongestija (HE x200).

Slika 22. Negativna kontrola (prazna cjevcica) u eksperimentalnom periodu od 15 dana. Na
mikrofotografiji se uocava tanka kapsula i blaga vaskularna kongestija i blaga inflamacija
(HE x200).
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5.3.3. Rezultati histoloske analize nakon 30 dana

Rezultati su prikazani tabelama 8 i 9 i slikama 23-30.

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

REAKCIA Kalcijum Kalcijum silikat

aluminat hidroksiapatit MTA

Zapaljenska reakcija
0 - odsutna
1 - minimalno < 25 ¢elija
2 - blaga 26 - 50 ¢elija
3 - umerena 51 - 100 ¢elija
4 - izrazita > 100 celija
Vaskularna kongestija
0 - odsutno
1 - minimalno
2 - blaga
3 - umerena
4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda
Kapsula

0,7 0,7 1

0,7 0,7 0.8

0 - odsutna

1 - minimalna

2 - tanka

3 - umereno debela
4 — debela

Ocuvanje integriteta vezivnog tkiva

0 - kompletno
1 - minimalna narausenost strukture 1 0,7 0,7
2 - blaga naruSenost strukture

3 - umerena naru$enost strukture
4 - nekroza

Na kraju evaluacionog perioda od 30 dana dobijen je identi¢an inflamatorni odgovor
rastresitog vezivnog tkiva na mjestu implantacije CA i CSHA (ocjena 0,7), dok je na mjestu
implantacije MTA registrovana minimalna zapaljenska reakcija (ocjena 1).Konstatovano je
formiranje debele ili umjereno debele fibrozne kapsule (slike), koja je bila najdeblja kod CA
(ocjena 4). Na mjestu implantacije CA je registrovana minimalna naruSenost strukture
vezivnog tkiva (ocjena 1), dok je ista bila minimalna ili odsutna na mjestu implantacije
CSHA i MTA (ocjena 0,7) Statisticki znacajne razlike izmedu analiziranih parametara nije
bilo.
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Tabela 9. Rezultati histoloSke analize za kontrolne uzorke u opservacionom periodu od 30

dana.

KONTROLA

REAKCUA

Kalcijum
aluminat

Kalcijum silikat
hidroksiapatit

MTA

Zapaljenska reakcija

0 - odsutna

1 - minimalno < 25 ¢elija
2 - blaga 26 - 50 ¢elija

3 - umerena 51 - 100 ¢elija
4 - izrazita > 100 celija

0,7

0,7

Vaskularna kongestija

0 - odsutno

1 - minimalno

2 -blaga

3 - umerena

4 - izrazita, sa pucanjem krvnog suda

0,7

0,7

Kapsula

0 - odsutna

1 - minimalna

2 - tanka

3 - umereno debela
4 — debela

3,2

Ocuvanje integriteta vezivnog tkiva

0 - kompletno

1 - minimalna narausenost strukture
2 - blaga naruSenost strukture

3 - umerena naruSenost strukture

4 - nekroza

0,7

0,7

Kod kontrolnih preparata nakon 30 dana, slabiji inflamatorni odgovor, manja

vaskularna kongestija 1 bolji integrutet veziva su uoceni kod kontrolnih uzoraka CSHA 1

MTA (ocjena 0,7), u odnosu na kontrolu CA (ocjena 1). Formirana je umjereno debela ili

debela fibrozna kapsula (slika), najdeblja kod kontrole materijala MTA (ocjena 3,2), dok je

kod kontrole CA i CSHA ocijenjena ocjenom 3.

Grafikonima 23-26 je prikazana statistiCka analiza ispitivanih parametara (zapaljenska

reakcija, vaskularna kongestija, fibrozna kapsula, o¢uvanje integriteta vezivnog tkiva) izmedu
materijala CA, CSHA i MTA i njihovih kontrola.
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Slika 23.Graficki prikaz zapaljenske reakcije ispitivanih materijala u odnosu na kontrolu

Grafikon jasno prikazuje da je zapaljenska reakcija i kod ispitivanih materijala i njihovih
kontrola bila najizrazenija nakon 7 dana, dok nakon 15 dana i nakon 30 dana dolazi do pada u

intenzitetu zapaljenske reakcije.

Analizom dobijenih rezultata ,7 dana nakon potkozne implantacije, je zabiljeZena najveca
razlika u zapaljenskoj reakciji izmedu ispitivanih materijala i njihovih kontrola. Izrazenija
zapaljenska reakcija je uocena kod kontrolnih uzoraka u odnosu na CA, kao i kod kontrole u
odnosu na CSHA, sa statisticki znacajnom razlikom (p=0,2781). Sa druge strane, MTA je u
prvih 7 dana implantacije pokazao vecu zapaljensku reakciju u odnosu na kontrolu, uz

statisti¢ki znacajnu razliku (p=0,2781).(slika 23)

U drugom opservacionom periodu, 15 dana nakon potkozne implantacije, izrazenija
zapaljenska reakcija je registrovana jedino kod kontrolnih uzoraka u odnosu na CA. Razlika

je bila statisti¢ki znacajna (p=0,5656).

Nakon 30 dana nije bilo statisticki znacajne razlike u dobijenim vrijednostima zapaljenske

reakcije ispitivanih materijala i njihovih kontrola.
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Slika 24. Graficki prikaz vaskularne kongestije ispitivanih materijala u odnosu na kontrolu

Grafikon jasno prikazuje da je vaskularna kongestija i kod ispitivanih materijala i njihovih
kontrola najizrazenija nakon 7 dana, smanjuje se nakon 15 dana, a nakon 30 je minimalna ili

odsutna.

Analizom dobijenih rezultata ,7 dana nakon potkozne implantacije je uocena izrazenija
vaskularna kongestija kod kontrolnih uzoraka u odnosu na CA (p=0,5656). Sa druge strane,
vaskularna kongestija je bila izrazenija kod CSHA u odnosu na kontrolu (p=0,3333), kao i
kod MTA u odnosu na njegovu kontrolu (p=0,3434).

U drugom opservacionom periodu, 15 dana nakon potkozne implantacije rezultati vaskularne
kongestije su bili sli¢ni onima nakon 7 dana. Registrovana je izrazenija vaskularna kongestija
kod kontrole u odnosu na CA, sa statisticki znacajnom razlikom (p=0,1888).Vaskularna
kongestija je bila izraZzenija kod CSHA u odnosu na kontrolu sa statisti¢ki znacajnom
razlikom (p=0,1184), kao i kod MTA u odnosu na kontrolu (p=0,1888).

Nakon 30 dana razlika u vaskularnoj kongestiji je bila statisticki znacajna jedino kod CA u
odnosu na njegovu kontrolu (p=0,1185). I u ovom slucaju izrazenija vaskularna kongestija je

zabiljezena kod kontrole CA.
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Slika 25. Graficki prikaz debljine fibrozne kapsule ispitivanih materijala u odnosu na

kontrolu

Grafikon jasno prikazuje da je kod ispitivanih materijala i njihovih kontrola zabiljezeno

povecéanje debljine fibrozne kapsule u funkciji vremena. Najtanja je bila nakon 7 dana.

Analiza dobijenih rezultata za fibroznu kapsulu, nakon 7 dana, je ukazala na deblju fibroznu
kapsulu kod CA u odnosu na kontrolu sa statisticki znacajnom razlikom (p=0,5567), kao i
kod MTA u odnosu na kontrolu, takode, sa statisticki zna¢ajnom razlikom (p=0,1183). Nije
bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu CSHA 1 njegove kontrole u debljini fibrozne kapsule

u ovom opservacionom periodu.

Nakon 15 dana razlika u debljini fibrozne kapsule je bila statisticki znacajna jedino kod CA u

odnosu na kontrolu (p=0,2222).

Nakon 30 dana rezultat je slian, pa je razlika u debljini fibrozne kapsule takode bila
statisticki znacajna jedino kod CA u odnosu na kontrolu (p=0,3333). I poslije 15 i poslije 30

dana deblja fibrozna kapsula je registrovana kod materijala CA.
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Slika 26. Graficki prikaz oCuvanja integriteta vezivnog tkiva ispitivanih materijala u odnosu

na kontrolu

Grafikon jasno prikazuje da je kod ispitivanih materijala i njihovih kontrola najveca
narusenost strukture veziva zabiljeZena u prvih 7 dana, da se smanjivala nakon 15 dana, a da

je nakon 30 dana zabiljeZena njena minimalna naru$enost strukture ili kompletno o¢uvanje.

Analiza dobijenih rezultata oCuvanja integriteta vezivnog tkiva nakon 7 dana je ukazala na
statisticki znacajnu razliku jedino kod materijala MTA u odnosu na kontrolu (p=0,0888).

Bolja ocuvanost strukture veziva je konstatovana kod MTA.

Nakon 15 dana nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u oCuvanja integriteta vezivnog tkiva

izmedu ispitivanih materijala i njihovih kontrola.

Nakon 30 dana, bolji integritet veziva u odnosu na kontrolu je registrovan samo kod MTA.

Utvrdena je 1 statisticki znacajna razlika (p=0,0888).
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Slika 27. Materijal CA u ekperimentalnom periodu od 30 dana. Na mikrofotografiji se uocava

debela kapsula i blaga vaskularna kongestija i blaga inflamacija (HE x400).

Slika 28. Materijal CS-HA u ekperimentalnom periodu od 30 dana. Na mikrofotografiji se
uocava implantacija u supkutanom masnom tkivu okruzena debelom kapsulom bez

inflamatornog odgovora i kongestija (HEx200).
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Slika 29. Materijal MTA u ekperimentalnom periodu od 30 dana. Na mikrofotografiji se

uoCava umjereno debela kapsula, minimalna vaskularna kongestija bez inflamatornog

odgovora (HEx200).

Slika 30. Negativna kontrola (prazna cjevcica) u eksperimentalnom periodu od 30 dana. Na
mikrofotografiji se uocava debela kapsula i blaga vaskularna kongestija i blaga inflamacija
(HE x400).
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5.4. REZULTATI DIREKTNOG PREKRIVANJA PULPE PACOVA

U ovom dijelu su prikazani rezultati direktnog prekrivanja pulpe pacova Wistar soja.
Ispitivani su eksperimentalni nanostrukturni biomaterijali na bazi kalcijum aluminata (CA),
kalcijum silikata (CS) i kalcijum silikat hidroksiapatita (CS-HA) u komparaciji sa
komercijalnim kalcijum silikatnim cementom (MTA).

Rezultati su prikazani tabelama 10 i 11 i slikama 31-45.

Tabela 10. Inflamatorni odgovor pulpe zuba pacova na ispitivane materijale

inflamantorni odgovor pulpe

CA (%) | MTA (%) | CS (%) | CS-HA (%)

Odsustvo zapaljenja 66,67 60,95 55,56 66,7

Prisustvo malog broja 27,78 224 38,89 222

polimorfonuklearnih Leu

Prls_ustvo velikog Igro;a 555 111 555 11.1

polimorfonuklearnih Leu

Nekroza 0 5,55 0 0
100 100 100 100

Analiza inflamatornog odgovora pulpe zuba pacova kod kojih je apliciran CA je ukazala
na odsustvo zapaljenja u 66,67 % slucajeva, prisustvo malog broja polimorfonuklearnih
leukocita u 27,78 % sluc€ajeva i prisustvo velikog broja polimorfonuklearnih leukocita u 5,55
% slucajeva, dok je nekroza pulpe izostala.

Nakon DPP zuba pacova sa MTA zapaljenje je izostalo kod 60,95% slucajeva, prisustvo
malog broja polimorfonuklearnih leukocita je zabiljezeno u 22,4 % slucajeva, prisustvo
velikog broja polimorfonuklearnih leukocita je zabiljezeno u 11,1% slucajeva, a nekroza
pulpe u 5,55% slucajeva.

Nakon DPP zuba pacova sa CS zapaljenje je potpuno izostalo u 55,56 % sluéajeva, kod
38,89 % slucajeva je utvrdeno prisustvo malog broja polimorfonuklearnih leukocita, dok je
kod 5,55 % slucajeva utvrdeno prisustvo velikog broja polimorfonuklearnih leukocita.

Nakon DPP zuba pacova sa CSHA zapaljenje je potpuno izostalo kod 66,7% slucajeva,

kod 22,2 % slucajeva je zabiljezeno prisustvo malog broja polimorfonuklearnih leukocita,
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dok je kod 11,1% slucajeva zabiljezeno prisustvo velikog broja polimorfonuklearnih

leukocita.
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Slika 31.Graficki prikaz inflamatornog odgovara pulpe zuba na ispitivane materijale

Iz grafikona se jasno vidi da su sva Cetiri ispitivana materijala (CA,CS,CSHA,MTA) u
najveéem procentu dala odsustvo inflamatornog odgovora pulpe.

Najslabiji inflamatorni odgovor pulpe zuba pacova je prouzrokovao CA, slijedi ga CSHA
koji ima sli¢ne procentualne vrijednosti inflamacije pulpe kao i CA, s tom razlikom $to je

pokazao malo vecu zastupljenost prisustva velikog broja polimorfonuklearnih leukocita.

Materijal MTA je slede¢i po visini inflamatornog odgovora budu¢i da ima veéi procenat
inflamatornog odgovora pulpe u odnosu na CA i CSHA, sli¢ne ili vece vrijednosti prisustva
malog broja polimorfonuklearnih leukocita, veéi procenat prisustva velikog broja
polimorfonuklearnih leukocita i jedini ima prisustvo nekroze pulpe. Utvrdena je i statisticki
znacajna razlika u visini inflamatornog odgovora pulpe izmedu CA 1 MTA (p=0,034), kao 1
izmedu CSHA i MTA (p=0,039).

Najvisi inflamatorni odgovor pulpe je prouzrokovao CS, koji je imao i najveci procenat
prisustva malog broja polimorfonuklearnih leukocita.Utvrdena je statisticki znacajna razlika u
visini inflamatornog odgovora pulpe izmedu CA i CS (p=0,041), kao i izmedu CS i CSHA
(p=0,044).
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Tabela 11.Formiranje dentinskog mosta nakon primjene ispitivanih materijala

CA MTA CS CS-HA
Formiran (%) 72,22 61,11 55,56 55,56
Nije formiran (%) 27,78 | 3889 | 4444 4444
Suma 100 100 100 100

Analiza formiranja dentinskog mosta na zubima pacova nakon 30 dana pokazuje da su sva

Cetiri ispitivana materijala u ve¢em procentu dovela do formiranja dentinskog mosta (tabela
11, slika 40).

Najvecu ucestalost formiranja dentinskog mosta je imao materijal CA (72,22 %) dok je
formiranje dentinskog mosta izostalo u 27,78 % slucajeva. Utvrdena je statisticki znacajna
razlika u formiranju dentinskog mosta izmedu CA 1 CS (p=0,025), kao i izmedu CA i CSHA
(p=0,025).

Nakon primjene MTA do formiranja dentinskog mosta je doslo u 61,11 % slucajeva, dok su
najmanju sposobnost formiranja dentinskog mosta pokazali CS i CSHA kod kojih je isti
formiran u 55,56 % slu€ajeva.Ova razlika u formiranju dentinskog mosta MTA u odnosu na

CS i CSHA je bila i statisticki znacajna (p=0,037).
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Slika 32.Graficki prikaz formiranja dentinskog mosta nakon primjene ispitivanih materijala
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5.4.1. Inflamacija pulpnog tkiva ispod kalcijum aluminata (CA)

Od ukupno 18 uzoraka gdje je kao materijal za direktno prekrivanje pulpe koristen
CA, 12 uzoraka je dobilo ocjenu 1, koja oznacava potpuno odsustvo ili svega nekoliko
prisutnih rastrkanih upalnih ¢elija. Kod 5 uzoraka je utvrdeno prisustvo malobrojnih upalnih
¢elija medu kojima dominiraju polimorfonuklearni leukociti, §to je ocijenjeno ocjenom 2. U
jednom uzorku je konstatovana intenzivna zapaljenska reakcija, gdje su pronadene brojne
zapaljenske ¢elije sa predominacijom polimorfonuklearnih leukocita (ocjena 3).
Bakterije nisu bile prisutne ni u jednom uzorku.
Na kraju opservacionog perioda, poslije 30 dana kod 13 uzoraka je konstatovano formiranje

dentinskog mosta.

Slika 33. Uzduzni presjek zuba i pulpe — odsustvo zapaljenja nijedna upalna celija
nakon direktnog prekrivanja pulpe CA, HE x 200.
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Slika 34. Poprec¢ni presjek zuba sa fibrinskim matriksom na mjestu perforacije i pocetkom
dezintegracije pulpe, rani pocetak formiranja dentinskog mosta nakon direktnog prekrivanja
pulpe CA, a) HE x200, b) HE x 400.

Slika 35. Uzduzni presjek zuba dentinska ostrvca u fazi zatvaranja perforacije cavuma dentis

nakon direktnog prekrivanja pulpe materijalom CA a) HE x 100 i b) HE x 200.

Slika 36. Uzduzni presjek zuba dio pulpe, sloj odontoblasta sa potpuno formiranim
dentinskim mostom sa dentinskim kanali¢im koji su u kontinuitetu sa okolnim dentinom

nakon direktnog prekrivanja pulpe CA, HE x 400.
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5.4.2 Inflamacija pulpnog tkiva ispod kalcijum silikata (CS)

Kod 10 uzoraka kod kojih je kao materijal za direktno prekrivanje pulpe koristen CS
zapaljenska reakcija je izostala ili je konstatovano prisustvo nekoliko rastrkanih upalnih ¢elija
(ocjena 1). Samo u jednom uzorku su pronadene brojne zapaljenske ¢elije (ocjena 3), dok su
kod 7 uzoraka bile prisutne malobrojne upalne ¢elije sa dominacijom polimorfonuklearnih

leukocita (ocjena 2).
Ni u jednom uzorku nije bilo bakterija.

Do formiranja nekompletnog dentinskog mosta je doslo nakon 30 dana, kod 10 uzoraka.

[ = 3 AN —r ¢
Slika 37. Uzduzni presjek zuba i pulpe - odsustvo zapaljenja nijedna upalna ¢elija nakon
direktnog prekrivanja pulpe CS, HE x 200.
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Slika 38. Presjek dentina i pulpe — Difuzno prisustvo velikog broja polimorfonuklearnih
leukocita u ve¢em dijelu pulpe nakon direktnog prekrivanja pulpe CS, HE x 400.

Slika 39. Presjek zuba, uocava dio pulpe i dentin sa perforacijom komore pulpe zuba koji

prekriva nepotpuno formiran dentinski most (fibrin i kalcifikati ostrvca dentina ) nakon
direktnog prekrivanja pulpe sa CS a) HE x 200 i b) HE x 400.
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5.4.3. Inflamacija pulpmog tkiva ispod CS-HA

Ovaj materijal je apliciran kod svega 9 uzoraka, pri ¢emu kod 6 uzoraka nije
registrovano zapaljenje (ocjena 1), tj. nije bilo upalnih ¢elija ili je uoc¢eno nekoliko rastrkanih
upalnih ¢elija. U 1 uzorku je konstatovano prisustvo velikog broja polimorfonuklearnih
leukocita (ocjena 3), a kod 2 uzorka prisustvo malog broja polimorfonuklearnih leukocita
(ocjena 2).

Nije bilo nekroze, a ni bakterije nisu bile prisutne niti u jednom uzorku.

Kod 5 uzoraka je nakon 30 dana ustanovljeno formiranje nekompletnog dentinskog mosta.

Slika 40. Poprec¢ni presjek zuba i pulpe — nekoliko rastrkanih upalnih ¢elija nakon direktnog
prekrivanja pulpe CS-HA, HE x 200.
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Slika 41. Uzduzni presjek zuba, uocava se pulpa, sloj odontoblasta, predentin i dentin bez
morfoloskih promjena sa predjelom perforacije komore pulpe zuba i nepotpuno formiranim

dentinskim mostom nakon direktnog prekrivanja pulpe sa CS-HA a) HE x 200 i b) HE x 400.
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5.4.4. Inflamacija pulpnog tkiva ispod MTA

Materijal MTA je koristen kao kontrola kod obe grupe pacova (A i B) kod kojih je
raden terapijski postupak direktnog prekrivanja pulpe. U grupi A kod 18, a u grupi B kod
svega 9 uzoraka.

U grupi A (18 uzoraka), kod 11 uzoraka je bilo prisutno samo nekoliko rastrkanih
upalnih ¢elija ili je zapaljenje potpuno izostalo (ocjena 1). Malobrojne upalne ¢elije medu
kojima dominiraju polimorfonuklearni leukociti pronadene su kod 4 uzorka (ocjena 2). Kod 2
uzorka smo pronasli intenzivniju zapaljensku reakciju sa brojnim zapaljenskim celijama
(ocjena 3), dok je u jednom uzorku doslo i do nekroze pulpe.

Bakterije nisu pronadene ni u jednom uzorku.
Dentinski most je formiran kod 11 uzoraka, na kraju opservacionog perioda, poslije 30 dana.

U grupi B (9 uzoraka) nije bilo nekroze pulpe ni u jednom uzorku. Bakterije takode,
nisu bile prisutne. Inflamacija je u ve¢em broju uzoraka (6) ocijenjena ocjenom 1, dakle bila
je odsutna ili je konstatovano prisustvo eventualno nekoliko raStrkanih upalnih celijja. 1
uzorak je pokazao veliki broj polimorfonuklearnih leukocita (ocjena 3), a kod 2 uzorka smo
imali prisustvo malog broja polimorfonuklearnih leukocita (ocjena 2).

Nakon 30 dana kod 4 uzorka je formiran nekompletan dentinski most.

=Pes

Slika 42. Poprec¢ni presjek zuba i pulpe — nekoliko rastrkanih upalnih ¢elija nakon direktnog
prekrivanja pulpe MTA, HE x 400.
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Slika 43. Uzduzni presjek zuba i pulpe — Prisustvo velikog broja polimorfonuklearnih
leukocita u 1/3 pulpe nakon direktnog prekrivanja pulpe MTA, a) HE x 100 b)HE x200.

Slika 44. Presjek dentina i pulpe — Nekroza veceg dijela pulpe nakon direktnog prekrivanja
pulpe MTA a) HE x 200 b) HE x 400.
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Slika 45. Presjek zuba, uocava se dio pulpe i dentin sa perforacijom komore pulpe zuba koji

prekriva nepotpuno formiran dentinski most fibrin i kalcifikati ostrvca dentina) nakon
direktnog prekrivanja pulpe sa MTA a) HE x 200 i b) HE x 400.
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6. DISKUSIJA

6.1. DISKUSIUA REZULTATA BIOKOMPATIBILNOSTI NANOSTRUKTURNIH
BIOMATERIJALA NA BAZI KALCIJUM ALUMINATA: Procjenom citotoksi¢nosti

Citotoksi¢nost materijala se definiSe kao njegov uticaj na prezivljavanje,
proliferativnu aktivnost ili ¢elijski matabolizam, pri ¢emu ona moze, ali ne mora biti pracena

¢elijskom smréu. [150]

Postoji niz metoda za odredivanje prezivljavanja Celija, neke su direktne, zasnovane na
direktnom brojanju ¢elija ili kolonija ¢elija u uzorku, a neke su indirektne. Indirektne metode
mogu biti kolorimetrijske ili su bazirane na mjerenju intenziteta ugradnje radionuklida u
biomakromolekule. [151-156]

Testovi citotoksi¢nosti procjenjuju citotoksi¢nost materijala mjerenjem broja celija ili
¢elijskog rasta, nakon izlaganja materijalu. Nakon postavke ¢elija u posude sa kulturom,
slijedi njihovo prihvatanje za podlogu. Ukoliko materijal nije citotoksi¢an, ¢elije ostaju
pri¢vrs¢ene za podlogu i sa vremenom dolazi do njihove proliferacije. Ukoliko je materijal
citotoksi¢an, celijski rast prestaje. Do danas su koristene razli¢ite metode u svrhu procjene

potencijalnih citotoksi¢nih efekata stomatoloskih materijala [61,137,151-156].

U ovoj studiji citotoksic¢na aktivnost ispitivanih cemenata kalcijum aluminatnog cementa
(CA), kalcijum slikatnog cementa (CS), kalcijum silikatnog hidroksiapatita (CS-HA) i

mineraltrioksid agregata (MTA Angelus) je odredivana u uslovima in vitro, MTT testom.

MTT test je jedan od najéeS¢e koristenih nadina za procjenu potencijalne
citotoksi¢nosti stomatoloskih materijala, zahvaljuju¢i jednostavnom i brzom izvodenju,

preciznosti i reproduktivnosti [156].

Test se realizuje u uslovima in vitro, na kulturi ¢éelija, upotrebom MTT reagensa (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) i zasniva se na sposobnosti zivih ¢elija
da primarnu tamno Zzutu boju tetrazolijumove soli redukuju u plavo-ljubic¢asto obojeni
formazan. Redukciju navedenog spoja mogu vrsiti samo zive Celije, buduéi da jedino one
sadrze mitohondrijalni enzim sukcinat-dehidrogenazu. MTT test je zasnovan na principu da
je broj prezivjelih ¢elija nakon inkubacije kulture ¢elija sa citotoksiénom materijom i nakon

bojenja MTT reagensom, proporcionalan sadrzaju obojenog formazana, koji se moze odrediti
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spektrofotometrijski. Vijabilnost se izrazava kao apsorbancija tretiranih ¢elija u odnosu na

apsorbanciju kontrole [153,157-160].

MRC-5 ¢elijska linija je nastala iz normalnog plu¢nog tkiva muskog fetusa starog 14
nedelja [161]. Ova celijska linija se koristi za testiranje citotoksi¢nosti supstanci, zbog svoje
velike osjetljivosti. MRC-5 ¢elije se kultivisu adherirane, a prema morfoloskoj karakterizaciji
su sli¢ne fibroblastima. Sposobne su da produ kroz 42 do 46 dupliranja populacije prije

pojave senescencije [150].

Permanentne celijske linije su u prednosti u odnosu na primarne, jer se lakSe gaje, brze

reprodukuju i imaju neogranicen zivotni vijek [155,162,163].

Kalcijum aluminat (CA), ¢isti kalcijum silikat (CS) i MTA nisu ispoljili citotoksi¢ne
efekte, te je konstatovan veoma visok procenat prezivljavanja celija 1 pri najvecoj

primijenjenoj koncentraciji ovih materijala.

Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima istrazivanja koje su realizovali Silva i sar. (2012.)
u kome prilikom primjene MTT testa na ¢elijskoj liniji 3T3 fibroblasta, kalcijum aluminatni
cement EndoBinder (Binderware, Sa~0 Carlos, SP, Brazil) i MTA nisu ispoljili citotoksi¢an
efekat pri direktnom kontaktu sa fibroblastima. U njihovoj studiji je samo kalcijum-hidroksid
ispoljio efekte citotoksi¢nosti (P<0,05), S§to objasnjavaju manjom rastvorljivoséu
EndoBindera i MTA i samim tim slabijom disocijacijom kalcijumovih i hidroksilnih jona u
poredenju sa kalcijum hidroksidom [61]. lzrazenija disocijacija kalcijumovih i hidroksilnih
jona doprinosi toksi¢nosti, jer dovodi do stvaranja alkalnog medijuma [137,164]. U uslovima
sa povisenim pH dolazi do denaturacije susjednih ¢elija i proteina §to je triger mehanizam za
nastanak celijske smrti [165].

Rezultati studije kineskih nauc¢nika Kai-Chun Changa i saradnika (2014.) takode su u
skladu sa ovim nalazima jer su primjenom (WST-1) testa potvrdili citokompatibilnost
trikalcijum aluminatnih cemenata proizvedenih sol-gel metodom (oznacene kao PSC-91,
PSC-73, i PSC-55) istu kao kod MTA cementa, uz izuzetak PSC-55 koji je pokazao blagu
citotoksi¢nost U poredenju sa ostalim grupama, nakon 1 dana i nakon 3 dana inkubacije. Ovo
objasnjavaju povecanjem sadrzaja C3A sa 30% na 50% u sastavu ovog cementa, koje je
znacajno poboljsalo vrijeme vezivanja i mehanic¢ku ¢vrstocu, ali i pogorsalo njegove bioloske
karakteristike [63].
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Gutiérrez i saradnici (2016.) su dosli do rezultata koji odgovara nalazima ovog
ispitivanja potvrdivsi da kalcijum aluminatni cement (CAC) i kalcijum aluminatni cement sa
dodatkom vodenog rastvora LiClI (CAC1) predstavljaju bioaktivne materijale, koji ne
uzrokuju hemolizu i u in vitro uslovima ne ispoljavaju citotoksi¢ne efekte na celijskoj liniji
fibroblasta L929. Prema njihovim rezultatima broj Zivih ¢éelija nakon direktnog kontakta sa
cementom CACI je veci od broja ¢elija nakon direktnog kontakta sa cementom CAC, jer je
CACI1 cement vise hidriran od CAC-a usljed dodatka Li [65].

U studiji Soaresa i saradnika (2017.) eksperimentalni kalcijum aluminatni citosan
kolagen skafold se pokazao kao bioaktivan i citokompatibilan materijal, sposoban za
povecanje odontogenog potencijala celija ljudske pulpe (HDPCs). Ovakav rezultat
objasnjavaju sinergijom bioaktivnih efekata organske matrice citosan-kolagena i mikrocestica

kalcijum-aluminata [66].

U nekim istrazivanjima su Kkalcijum aluminatni cementi pokazali i bolje rezultate u
odnosu na MTA: povecanje broja celija, vecu Celijsku odrzivost, vecu aktivnost alkalne
fosfataze i vecu ekspresiju osteoblastnih markera. Autori ovo objasnjavaju stehiometrijskim
odnosom izmedu kalcijuma i aluminata ,koji predstavljaju bazu CAC +sistema, koji je
nadalje rezultirao manjom rastvorljivos¢u i slabijom disocijacijom Ca i OH jona u poredenju
sa MTA [16,64].

Sa druge strane zabiljezeni su slucajevi gdje su kalcijum aluminatni cement Quick-Set
(Primus Consulting, Bradenton, FL) i WMTA (Dentsply Tulsa Dental Specialities, Tulsa,
OK) pokazali inicijalno vecu citotoksi¢nost u odnosu na kontrolu, a poslije 15 dana
biokompatibilnost oba cementa je bila komparativna sa kontrolom [22]. Ovi kineski nau¢nici
su zakljucili da i kalcijum aluminatni cement Quick-Set i WMTA posjeduju zanemarljiv in
vitro toksikoloski efekat vremenski zavisan od eluiranja toksi¢nih komponenti. Cementi sa
razblazenjem 1:1 su pokazali znatno viSu citotoksi¢nost, u odnosu na razblazenje 1:10 ili
1:100 (P<0,05).) Zavisnost toksi¢nih efekata MTA od njegove koncentracije u rastvoru, kao i

visoko prezivljavanju celija nakon izlaganja rastvorima nizih koncentracija potvrdili su i
Hakki i sar. 2009 [166].

Najsnaznije citotoksi¢no dejstvo je prema rezultatima ovog istrazivanja ispoljio CS-HA.
Ovakav rezultat je vjerovatno posljedica nesto inferiornijih fizicko hemijskih karakteristika
CS-HA koji je u komparaciji sa eksperimentalnim CS i MTA pokazao vecu resorpciju vode,

vecu poroznost i rastvorljivost [167]. Posljedica ovih osobina bi mogla biti otpustanje i
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akumulacija vece kolicine jona koja je nadalje rezultirala ve¢im redukcijama u prezivljavanju

celija.

Ovi rezultati su donekle uporedivi sa rezultatima studije Jingzbi Ma i sar. (2011.) u
kojoj je potvrdena biokompatibilnost nanostrukturnih biokeramiCkih materijala na bazi
kalcijum silikata i kalcijum fosfata, ali je od strane autora uoceno da krace vezivanje
materijala, uz duze izluzivanje moze dovesti do oslobadanja vecée koli¢ine jona sa negativnim
uticajem na biokompatibilnost [168].

U studiji Gomes Filha i sar. (2009.) HA, koji ulazi u sastav ovdje ispitanog
nanostrukturnog CS-HA je pokazao izrazeno citotoksi¢no dejstvo na celijskoj NIH-3T3
(fibroblastima misa) [169].

Sa druge strane u mnogim studijama kalcijum silikatni cementi sa dodatkom
hidroksiapatita, kao i Cisti kalcijum silikatni cementi imaju citokompatibilni efekat uporediv
sa komercijalnim MTA [103,108,170-172].

U suprotnosti sa nasim rezultatima su saznanja do kojih su do$li Petrovi¢ SV. i
saradnici (2014.) u ¢ijem istrazivanju je CS-HA ispoljio manju citotoksi¢nost u odnosu na
CS, a narocito u odnosu na MTA, $to ovi autori objasnjavaju drugacijim hemijskim sastavom
materijala i nizim vrijednostima pH [167].

Podaci do kojih se dolazi u literaturi ukazuju na ¢injenice da odabir razli¢itih ¢elijskih
linija i testova, kao i uslovi pod kojima se odvija eksperiment, rezultiraju promenljivim
rezultatima citotoksiénosti [169,173,174].

Treba imati u vidu da je ovo istrazivanje sa eksperimentalnim nanostrukturnim
kalcijum aluminatnim i kalcijum silikatnim cementima radeno u laboratorijskim uslovima
gdje se uzorci ispitivanih materijala dovode u kontakt sa velikom koli¢inom te¢nosti, pa je
posljedicno i sam osmotski efekat cemenata izrazeniji [82]. Preporuka je da se u buduénosti
dobijeni rezultati provjere i da se dalja ispitivanja nastave u klini¢kim uslovima, gdje se

manja koli¢ina materijala dovodi u kontakt sa vlagom okolnog tkiva.
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6.2. DISKUSNA REZULTATA BIOKOMPATIBILNOSTI NANOSTRUKTURNIH
BIOMATERIJALA NA BAZI KALCIJUM ALUMINATA: Procjenom genotoksi¢nosti

Odsustvo  genotoksi¢nosti  predstavlja jedno od najznacajnijih  obiljezja
biokompatibilnosti. Genotoksi¢na oStecenja ne moraju nuzno dovesti do ¢elijske smrti. Ona
mogu ostetiti celijski genom i posljedi¢no znac¢ajno smanjiti reparacione sposobnosti tkiva,

Sto ¢e na duze staze rezultirati razvojem neoplazija [175].

U okviru ispitivanja genotoksi¢nog potencijala kalcijum aluminatnih sistema
opredijelili smo se za primjenu Komet testa, zahvaljuju¢i njegovim mnogobrojnim

prednostima u odnosu na druge genotoksic¢ne testove.

Komet test ili elektroforeza pojedinacnih ¢éelija u agaroznom gelu je brz i osjetljiv
metod za ispitivanje integriteta DNK na nivou pojedinacne ¢elije [176-178]. Predstavlja test
koji nam omogucava brzu detekciju oSteCenja i pracenje reparacije u molekulu DNK [179].
Upotrebljava se na svim tipovima celija, osim eritrocita, S§to je veoma znacajno, jer

genotoksi¢ni i genoprotektivni efekti mogu biti specificni za odredeni tip éelija i tkiva [180].

Prednosti ovog testa su: brza analiza, jednostavnost, ne zahtijeva veliki broj ¢elija po uzorku
(<10,000) visoka osjetljivost testa, dobra cijena [181]; primenljivost na gotovo sve
eukariotske cCelije (proliferisuce i neproliferisuce) [180]; fleksibilnost, odnosno moguénost
modifikacije protokola kako bi se detektovali razli¢iti tipovi DNK oS$te¢enja: mijenjanjem
uslova elektroforeze i koriS¢enjem razlicitih lesion-specific enzima. Naime poznato je da
osim jednolan€anih, dvolancanih prekida i apurinskih mesta, postoje 1 drugi tipovi DNK

oSte¢enja kao $to su oksidovane baze i UV-indukovani dimeri [182-184].

U pocetku se izvodio neutralni Komet test koji se mogao koristiti iskljuéivo za
analizu dvolancanih DNK prekida. Singh i sar. (1988.) su razvili alkalnu verziju Komet testa
(the alkaline single cell gell electrophoresis), koja je omogucila analizu i jednolanéanih i
dvolanc¢anih DNK prekida, ali i alkalnih labilnih mjesta (bazi¢na mjesta koja zaostaju nakon

uklanjanja oSte¢enih baza) [179].

Kad nastupi DNK ostecenje, dolazi do opuStanja om¢i. U toku elektroforeze,
elektri¢no polje izvlaci otpuStene omce i slomljene krajeve prema pozitivno nabijenoj anodi.
Odredivanje relativne kolicine DNK koja je putovala duz gela, omogu¢ava da se na

jednostavan nacin izvrSe mjerenja DNK lomova na nivou pojedina¢nih ¢elija [185]. Bivsa
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¢elijska jedra i polomljeni fragmenti razvuceni u elektri¢cnom polju oblikuju ,,glavu® i ,,rep*

komete, iz Cega i poti¢e naziv Komet test [186].

Prilikom mjerenja kometa se upotrebljava epiflorescentni mikroskop koji je spojen sa
kompjuterom, te se uz pomo¢ specijalnih softvera mjere odredeni parametri: duzina repa i %
DNK u repu [187]. Duzina repa je odredena duzinom DNK migracije i direktno je povezana
sa velicinom DNK fragmenta, odnosno stepenom oSte¢enja. Komet test ne daje uvid u
veli¢inu DNK fragmenata, jer fragmenti nisu odvojeni prilikom elektroforeze. Medutim,
poveéanjem broja lomova DNK dolazi do veéeg opustanja om¢i DNK, a kao rezultat toga
vise slobodnih krajeva moze migrirati i veéa koli¢ina DNK putuje u rep kometa [186].
DuzZina repa kometa se izraCunava od sredine glave do kraja repa, a oznacava koli¢inu DNK
fragmenta, koja direktno upucuje na dio genoma koji je pogoden oSte¢enjem. Postotak DNK

u repu je najpouzdaniji parametar Komet testa [176,188].

Prilikom ispitivanja genotoksi¢nog potencijala nekog materijala, najprije se DNK
izlaze njegovom djelovanju i ukoliko se utvrdi DNK ostecenje, nakon toga se pristupa
njegovoj kvantifikaciji. Ukoliko je genetsko oStecenje malo, za vrijeme elektroforeze dolazi
do istezanja molekule DNK. Sa porastom broja ostecenja, dijelovi DNK molekule slobodno
putuju i grade rep komete, sve do krajnjeg slucaja (apoptoze) u kojoj su glava i rep komete

jasno razdvojeni [187].

Primjenom alkalne verzije Komet testa na celijskoj liniji MRC-5 (normalnim
humanim fibroblastima) ispitivan je genotoksi¢ni potencijal kalcijum aluminatnog cementa
(CA) i kalcijum silikat hidroksiapatita (CS-HA), materijala koji je jedini ispoljio citotoksi¢nu
aktivnost prilikom prethodno uradenog MTT testa za procjenu potencijalne citotoksi¢nosti

materijala.

Eksperimentalni nanostrukturni biomaterijal na bazi CA nije ispoljio genotoksi¢ni
potencijal, tj.procenat oSte¢enja DNK pri svim primijenjenim koncentracijama je na nivou

netretiranih kontrolnih ¢elija.

Rezultati koji su donekle uporedivi sa nalazima ove studije, kad je u pitanju CA
cement, su proistekli iz obimne studije Pameijera i saradnika (2008.). U kompleksnom
istrazivanju ovih naucnika, izmedu ostalog, je uradeno ispitivanje mutagenosti kalcijum
aluminatnog cementa Ceramir® Crown & Bridge (ranije XeraCem ™) primjenom Amesovog

testa (testa reverzibilne mutacije). Prema rezultatima njihove studije Ceramir C & B nije
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ispoljio mutagenost. Za odsustvo mutagenog efekta ovog kalcijum aluminatnog cementa
moguce da je zasluzan njegov sastav, jer Ceramir® Crown & Bridge je hibridni materijal
sastavljen od kalcijum aluminatnog i glasjonomer cementa, a biokompatibilnost

glasjonomercementa je odavno poznata [60].

Brazilski nauc¢nici Kido WH. i sar. (2014.) su primjenom Komet testa dokazali
odsustvo genotoksi¢nog efekta aluminatnog skafolda sa dodatkom bioglassa (BG) i
hidroksiapatita (HA) ,na ¢elijama krvi, jetre i bubrega, a nakon ugradnje ovog materijala u
kostane defekte tibije pacova. Autori ovakav rezultat objasnjavaju pove¢anom degradacijom
BG i HA koja je posljedi¢no stimulisala osteogenezu privlac¢enjem osteoprogenitorskih celija

i stvaranjem osteoblastnog matriksa, a time i nove kosti [189].

Ashraf A. Eid i saradnici (2013.) su evaluirali promjene na nivou mRNA praéenjem
ekspresije gena (RUNX2, OCN, BSP i DMP1) povezanih sa osteogenom/dentinogenom
diferencijacijacijom i mineralizacijom, proizvodnjom alkalne fosfataze i mineralizacijom
ekstracelularnog matriksa (Alizarin crveno S bojenje). Nije bilo statisticki znacajne razlike
izmedu eksperimentalnog kalcijum aluminosilikatnog cementa (Quick-set) i WMTA. Ovako
dobar rezultat kalcijum aluminosilikatnog cementa (Quick-set) je vjerovatno zasluga nacina
njegove proizvodnje u toku koje je uklonjen katjonski surfaktant iz te¢ne gel komponente, za

koji se smatralo da ometa biokompatibilnost [5].

Interesantno je da je u dvjema studijama aluminijum oksid, jedan od sastojaka ovdje

ispitivanog kalcijum aluminatnog cementa, pokazao genotoksi¢ni efekat.

Balasubramanyam i sar.(2009.) su ispitali genotoksi¢ne efekte na perifernim ¢elijama
krvi pacova izlozenih aluminijumskom oksidu. Njihovi rezultati su ukazali da jedinjenje
aluminijum oksida ,u uslovima in vivo, pokazuje dozno zavisnu genotoksi¢nost. Jedno od
mogucih objaSnjenja je da Al moZe uticati na strukturu hromatina 1 dovesti do oStec¢enja
DNK. Drugi mehanizam je potkrijepljen opazanjima da interakcija ¢elija sa Al moze dovesti
do formiranja ROS-a. Sem toga, Al moze poboljsati propustljivost lizozomske membrane i
inhibirati lizosomalnu protonsku pumpu, koja moze dovesti do oslobadanje DNA-ze iz
lizozoma. Pokazano je da DNA-za uvedena u citoplazmu elektroporacijom predstavlja snazan
induktor citogenetskog ostecenja. Moguce je da Al izaziva genotoksi¢nost pomocu jednog ili
viSe mehanizama. Svakako su neophodne dalje studije, ali autori sugeriSu da je

genotoksi¢nost jedinjenja aluminijum oksida izrazenija pri primjeni ve¢ih doza. [190].
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Studija Hashimota i sar (2015.) je negativno ocijenila bioloske odgovore kultivisanih
makrofaga (RAW264) na nanocestice aluminijum-oksida (Al,O3NPs) i nanocestice silicijum-
oksida (SiO,NPs) analizom citotoksi¢nosti (WST-8 i Hoechst) i genotoksi¢nosti
(Mikronukleus i Komet test). Zakljuéili su da su koncentracije aluminijum i silicijum oksida
iznad 200 g/mL dovoljno velike da indukuju citotoksi¢ne i genotoksi¢ne efekte na celije
[191]. Velicina nanocestica aluminijum oksida i silicijum oksida (13 nm) koris¢ena u ovom
istraZivanju je manja od onih koji su kori$teni u drugim studijama citotoksi¢nosti u literaturi.
Autori ukazuju na to postoji indukcija nuklearne NP penetracije zavisna od veli¢ine, pri ¢emu
je moguce da manje NP bez povrSinskog premaza mogu u veé¢oj mjeri prodrijeti u pore nego
veée NP-e, sto dovodi do promocije cito- i genotoksi¢nosti. Sem toga, NP koncentracije u
ovoj studiji (200 i 400 g / mL) relativno su velike, $to je omogucilo lako dobijanje
citotoksi¢nih i genotoksi¢nih efekata i mikromorfoloskih promjena celija, ali je svakako
potrebno da se urade dodatna istrazivanja mjerenje efekta NP na celije u niskim

koncentracijama (ispod 100 g / mL).

Aluminijumski oksid je ,istina, samo jedan od sastojaka koji ulaze u sastav kalcijum
aluminatnog cementa ispitivanog u okviru naSeg istraZivanja. Treba imati u vidu da je za
sintezu aktivnog kalcijum aluminatnog sistema, koji je predmet ovih istrazivanja bilo
neophodno najprije sintetisati pojedinacne komponente: kalcijum aluminat (CaOAIl,O3),
kalcijum karbonat (CaCOs3) i monocikli¢ni Bi;Os ili BaSO, (kao rentgen kontrast). Kalcijum
aluminatna faza je sintetisana koristenjem CaCl,x5H,0, a aluminatna sol (AIOOH) je
dobivena hidrotermalnim tretmanom. Monocikli¢ni Bi,O3 je proizveden Kkalcinacijom
Bi(NOs3); (Kemika, Croatia) na 450°C, tokom 20 sati. Ova procedura je izvedena sa ciljem da
se dobije stabilna tetragonalna Bi,O3; faza, zasi¢ena kiseonikom. Objasnjenje za odsustvo
genotoksi¢ne aktivnosti ispitivanog nanostrukturnog CA moglo bi da lezi upravo u njegovom
hemijskom sastavu i na¢inu njegove sinteze procesom nanotehnologije, kombinacijom sol gel
metode 1 metode samosagorjevajucih talasa. Sol gel metoda omogucava da se ciljni proizvod
dobije na specifi¢noj povrsini od 7 do 120 m? g-1 [192], poboljsava svojstva materijala,
doprinosi smanjenju mase, a povecanju funkcionalnosti i stabilnosti materijala [193]. Prema
misljenju Chena i sar. (2011.) materijali dobijeni sol-gel procesima su bioaktivniji u odnosu

na materijale koji su dobijeni drugim metodama sintetisanja [151].

Eksperimentalni CS-HA je za razliku od CA ispoljio genotoksi¢nu aktivnost. Prilikom
primjene Komet testa kod CS-HA su samo koncentracije od 5 i 10 mg/mL prouzrokovale

oste¢enja DNK na nivou kontrole, dok su sve vise koncentracije rezultirale sa zna¢ajno ve¢im
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oSte¢enjima. Genotoksi¢nost CS-HA je donekle bila i ocekivana, s obzirom da je ovaj

materijal ispoljio citotoksi¢an efekat, prilikom prethodno uradenog MTT testa.

Nadalje, ustanovljena je i zavisnost DNA oste¢enja od primijenjene koncentracije CS-
HA materijala. Ocekivano, najveéi procenat DNA ostecenja (38,1 %) je zabiljezen pri
najvecoj primijenjenoj koncentraciji materijala (100 mg/mL), dok je najmanji procenat DNA

oStecenja (4,7 %) konstatovan pri koncentraciji CS-HA od 5 mg/mL.

U studiji Opacié¢ Gali¢ V. i sar. (2012.) je ekperimentalni CS-HA, sastavljen od CS
(34%) i HA (66%) i proizveden hidrotermalnom sol gel metodom ispoljio genotoksiéni efekat
na limfocitima donatora 2. Autori su genotoksi¢ni potencijal materijala ispitivali primjenom
Komet testa na humanim limfocitima periferne krvi .Genotoksi¢nost CS-HA na limfocitima
donatora 2 je potvrdena u svim testiranim koncentracijama ,izuzev najnize (0,01 mg/mL).
Interesantno je da je pri tome genotoksi¢ni efekat CS-HA izostao na limfocitima donatora 1,
a ¢ak i pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji CS-HA (10 mg/mL) rezultirao smanjenjem
procenta DNK oste¢enja u limfocitima donatora 3. Razlog za ove razlike u ispoljavanju
genotoksi¢nog efekta CS-HA bi ,po autorima, mogla da bude razli¢ita osjetljivost Celija
dobijenih od tri razli¢ita donatora, koji imaju razliCite genetske osnove, a samim tim i

razlicite reparativne kapacite DNK [194].

Halil i Eid (2013.) su istrazivali i uporedivali sistemsku toksi¢nost BioAggregata,
trikalcijum silikatnog cementa sa dodatkom hidroksiapatita i MTA na jetru i bubrege , nakon
7 1 30 dana. Zakljucili su da MTA ima znatno ozbiljnije Stetne efekte na jetru i bubrege od
BioAggregata, ali bez trajnog ostecenja. Kao moguce objasnjenje autori navode da MTA
sadrzi teSke metale 1 oslobada arsen. Tokom hirur§kog zahvata arsen je doSao u kontakt sa
krvlju, putem krvotoka je dospio u jetru i bubrege. Poznato je da u slu¢aju kad jetra ne uspije
metabolisati arsen, on postaje otrovan i uzrokuje oS$te¢enja, cak i u subletalnim
koncentracijama [130]. Drugo tumacenje sistemskog negativnog efekta je proizvodnja
citokina kao $to su IL-1 i IL-6 u potkoznom tkivu (Koh i sar. 1998), koji mogu uéi u

cirkulaciju, vezati se za hepatocite i uzrokovati inflamatorne reakcije [195].

Sa druge strane HA, koji se nalazi u sastavu CS-HA, nije ispoljio genotoksi¢ni
potencijal na celijskoj liniji L1210 (Celije leukemije), kao ni na skafoldima MG63 i
mezenhimalnim mati¢nim ¢elijama [197,198]. Objasnjenje za izvrsnu biokompatibilnost HA
moglo bi biti u njegovom povrsinskom sloju koji ima presudnu ulogu u ostvarivanju veze

izmecu ¢elijskih tkiva i ovog biomaterijala [36].

98



Raznolikost genotoksi¢nih odgovora pri ispitivanju toksi¢nosti stomatoloskih
materijala na raznim celijskim linijama potvrdena je i u nekim drugim studijama [175,198-
202].

Postoji velika vjerovatnoca da na konacne rezultate procjene genotoksi¢nog
potencijala neke supstance utice genetika osobe od koje se uzimaju ¢elije, vrsta odabrane

¢elijske linije, ali i uslovi pod kojima se realizuje eksperiment [194].

Rezultati genotoksi¢nog potencijala kalcijum aluminatnog cementa koji je primarno
ispitivan svakako ohrabruju da se nastave istraZivanja ovog materijala u buduénosti i drugim

eksperimentalnim studijama.
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6.3. DISKUSUA REZULTATA BIOKOMPATIBILNOSTI NANOSTRUKTURNIH
BIOMATERIJALA NA BAZI KALCIJUM ALUMINATA NAKON POTKOZNE
IMPLANTACIJE

Testiranja na Zzivotinjama su cest naCin provjere novih materijala prije njihove
klinicke provjere. Svaki materijal prije svoje komercijalne primjene mora proci strogu

naucénu, a potom i klinic¢ku provjeru [203].

Osvrnemo li se na nasu daleku proslost pronaéi ¢emo veoma interesantne podatke o
prvim animalnim eksperimentima. Eksperimente na Zivotinjama je izvodio ,jo$ u V. vijeku
prije Hrista, Alkmeon iz Krotona (gréki ljekar i filozof), a pocetke komparativne
anatomofiziologije je postavio Aristotel. Danas se eksperimenti na zivotinjama Kkoriste kao
osnova u svim biomedicinskim istrazivanjima, ali i kao osnova svih klini¢kih disciplina u

medicini, stomatologiji, veterini i farmaciji [203-205].

Skoro da nema vrste i podvrste zivotinjskoga svijeta koja nije koriStena za potrebe
naucnih istraZivanja. Ipak, kad su u pitanju stomatoloska istraZivanja prednost se daje
pacovima. Prvi pisani trag o eksperimentisanju pacovima poti¢e iz sredine XI1X vijeka, kada
je Philipeaux izuc¢avao na koji nacin adrenaloktomija uti¢e na albino pacove [68]. Prvi pacovi
uzgojeni za potrebe medicinskih ispitivanja su bili na Wistar institutu u Filadelfiji [68,69].
Iako danas postoji viSe stotina Cistokrvnih i oko pedeset ukrStenih sojeva pacova, u
stomatoloskim eksperimentima najviSe se upotrebljavaju sojevi Wistar i Sprague-Dawley
[70]. Prednost u stomatoloS§kim istrazivanjima ovim eksperimentalnim Zivotinjama daje u
prvom redu ¢injenica da pacovi ne mogu povracati i stoga se koriste kao ¢est pocetni model
za brojna ispitivanja toksic¢nosti i kancerogenosti stomatoloskih materijala. Svakako, prednost
je 1 njihova prihvatljiva cijena i moguc¢nost jednostavnog obezbjedivanja. Kao i miSevi,
pacovi imaju dobre reproduktivne sposobnosti i dobro se uzgajaju u laboratorijskim uslovima
[206,207].

Potkozni implantati kod pacova se vrlo cesto koriste za procjenu bioloSke
kompatibilnosti raznih stomatoloskih materijala [208]. Rasprostranjena primjena ove metode
proizilazi iz ¢injenice da je implantacija materijala u potkoZno tkivo Zivotinja pristupacna i
jednostavna, ali i pouzdana u svrhu odredivanja iritacije tkiva i interakcije tkiva i samog

materijala [6,71,123,208-210]. Lokalne reakcije na ugradeni implantat se mogu kvantitativno
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i kvalitativno proceniti primjenom razli¢itih metoda: histoloska analiza, skening elektronska
mikroskopija (SEM), transmisiona elektro mikroskopija (TEM), histohemijska analiza. Ipak,
najces¢i metod za proucavanje kompatibilnosti tkiva na implantirani materijal je histoloska
analiza, a debljina fibrozne kapsule oko implantata koji je ispod koze, se koristi kao

pokazatelj biokompatibilnosti materijala decenijama [211].

Imajucéi u vidu iskustva nekih ranijih istrazivaca koji su dosli do zakljucka da se bolji
rezultati postizu ukoliko se implantirani materijal na neki na¢in ograniéi, jer se na taj nacin
sprje¢ava njegovo rasipanje u okolnom vezivnom tkivu, materijali su prije aplikacije stavljani
u polietilenske tubice [212].

Iako je danas u upotrebi Citava paleta razli¢itih vrsta tubica: dentinske [102,213,214],
silikonske [215], teflonske [5], polietilenske [6,71,123], polipropilenske [216], na$ izbor su
bile polietilenske tubice, s obzirom na njihovu inertnu prirodu i Siroku primjenu [217-219].
One ne izazivaju tkivnu reakciju, na kontrolisan i efikasan nacin izlazu testirani materijal
zivom tkivu, jednostavne su za aplikaciju i sterilizaciju.

Tkivo oko testiranih materijala je pokazalo najvis$i nivo upale u prvih 7 dana, uz
umjerenu narusenost strukture vezivnog tkiva. Vezivno tkivo oko MTA je pokazalo znake
najteze zapaljenske reakcije ocijenjene kao umjereno i izrazeno zapaljenje. Ovo je u skladu sa
nalazima nekih drugih istrazivaca (Lotfi i sar. 2009., Camilleri 2006.) koji nesto izrazeniju
pocetnu zapaljensku reakciju tkiva na implantaciju MTA objasnjavaju visokom pH
vrijedno$¢u ovog materijala, dugim vremenom vezivanja pracenim oslobadanjem toplote, kao

i stimulacijom inflamatornih citokina [220,221].

U skladu sa ovim rezultatima su i rezultati studije Opaci¢ Gali¢ V. i sar. (2017.) gdje
je 7 dana nakon supkutane implantacije nanostrukturnog CS-HA, CS i kontrolnog MTA, kod
pacova Wistar soja najjaci zapaljenski odgovor dao MTA (3,30+0,48), dok je za CS i CS-HA
on ocijenjen sa 3,00+0,71 [222].

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali zavisnost izmedu jacine inflamatornog
odgovora i debljine fibrozne kapsule. Sa odmicanjem vremena konstatovan je pad u
intenzitetu inflamacije, uz povecanje debljine fibrozne kapsule kod svih testiranih materijala.
Eksperimentalni kalcijum aluminatni cement (ALBO-CA) je na kraju opservacionog perioda,
poslije 30 dana, prouzrokovao identicnu tkivnu reakciju kao kalcijum silikat hidroksiapatit
(ALBO-CSHA) i komercijalni mineral trioksid agregat (MTA), uz najbolje organizovanu

fibroznu kapsulu oko materijala, §to je najvjerovatnije zasluga hemijske prirode i nacina
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sinteze ovog cementa. Bioaktivnost jednog materijala povezana je i sa nacinom njegove
sinteze. Nanostrukturni biomaterijal na bazi kalcijum aluminata, koji je ovom doktorskom
tezom ispitivan, je proizveden procesom nanotehnologije, kombinacijom dvije metode: sol
gel metode i metode samosagorjevajucih talasa. Prema misljenju Chena i sar. (2011.)
materijali dobijeni sol-gel procesima su bioaktivniji u odnosu na materijale koji su dobijeni

drugim metodama sintetisanja [151].

Garcia 1 sar. (2014.) su dobili rezultate biokompatibilnosti koji u potpunosti
odgovaraju rezultatima ove studije uz odsustvo inflamacije i znacajno povecanje debljine
fibrozne kapsule nakon 30 dana potkozne implantacije kalcijum aluminatnog cementa
(EndoBindera), kalcijum silikatnog cementa (Mineral trioksid agregata) i kalcijum hidroksida
kod pacova. Uprkos ¢injenici da Endobinder prilikom rastvaranja oslobada manju koli¢inu
kalcijumovih jona u njihovom istrazivanju je prouzrokovao tkivnu reakciju sli¢énu onoj koju
izaziva MTA i kalcijum-hidroksid u svim opservacionim periodima. Autori to objasnjavaju
metodologijom koja je primijenjena u ovoj in vivo studiji. Garcia 1 sar. su zakljucili da sa
bioloske tacke glediSta EndoBinder postaje obecavajuca opcija u endodontskoj terapiji, ali uz
preporuku da se prije njegove primjene u endodontskoj terapiji humane populacije sprovedu

dodatna istrazivanja bioloskih i fizicko-hemijskih svojstava ovog novog cementa [6].

Aminozarbian MG i saradnici (2012) su potvrdili da je inflamatorni odgovor tkiva na
implantaciju kalcijum aluminatnog cementa CAAC-a i mjeSavine volastonita i kalcijum
aluminatnog cementa WOLCA-a ,nakon 30 dana, kod pacova uporediv sa MTA, $to je u
skladu sa nasim nalazima, dok CAAC Plus nije potvrdio biokompatibilnost jer je indukovao
intenzivniji inflamatorni odgovor u odnosu na MTA. Autori ovo objaSnjavaju sastavom
CAAC Plus cementa, dodatkom 5% Na-HMP disperzanta sa ciljem poboljsanja njegovih

svojstava $to se sa druge strane negativno odrazilo na biokompatibilnost [223].

Aguilar i saradnici (2012.) su potvrdili bolju tkivnu reakciju poslije primjene
kalcijum aluminatnog cementa EndoBindera u odnosu na GMTA, nakon 42 dana potkozne
implantacije ovih materijala u tkivo pacova. Ovo objaSnjavaju procesom  sinteze
EndoBindera, fazom sa niskim sadrzajem Ca, koja ima za posljedicu oslobadanje manje
koli¢ine jona kalcijuma, Cine¢i ga manje iritantnim i citotoksicnim za tkiva, a bez

ugrozavanja njegovih antimikrobnih svojstava [71].

Reakcija tkiva na prazne cjevcice (negativna kontrola) u ovom eksperimentu je slicna

nalazima drugih istrazivada [211,224]. Bilo je najteze nakon sedmog dana, kad je
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konstatovan najizrazeniji inflamatorni odgovor. Pocetna inflamatorna reakcija na prazne

cjevcice je najvjerovatnije reakcija na hirurski zahvat implantacije [211,224].

Rezultati biokompatibilnosti ALBO-CSHA dobijeni ovom studijom odgovaraju
nalazima Petrovi¢ i saradnika [123] i Saghirija i saradnika [124] u ¢ijim studijama na kraju
opservacije nije utvrdeno postojanje znacajne razlike u inflamatornom odgovoru tkiva
izmedu CS-HA i MTA, odnosno Bioagregata, nanostrukturnog trikalcijum silikatnog
cementa sa dodatkom kalcijum fosfata, i MTA, nakon potkoZzne implanatacije kod pacova
Wistar 1 Sprague Dawley. Autori ovakav nalaz objasnjavaju Cinjenicom da materijali koji
sadrze kalcijum dobra bioloska svojstva duguju zajednickoj sposobnosti oslobadanja
kalcijumovih jona, te je sasvim ocekivana slicna reakcija u situaciji kada novi sistem
kalcijum-silikata dode u kontakt sa tkivnim fluidima. U studiji Petrovi¢ i saradnika primjena

posebnog metoda sinteze je dodatno favorizovala bioaktivnost ispitivanog CS-HA.

Nasuprot tome Batur BY i saradnici (2013.) su dosli do rezultata koji nisu u skladu sa
ovim rezultatima jer su potvrdili statisticki znacajno bolju tkivnu reakciju i slabiji
inflamatorni odgovor DiaRoot BioAggregata, u odnosu na MTA. Kao moguc¢i razlog za bolji
rezultat Bioaggregata navode jedino Cinjenicu da je njihovo istrazivanje radeno u in vivo
uslovima, na laboratorijskim zivotinjama (pacovi Sprouge Dawley), za razliku od prethodnih
in vitro studija u kojima nije konstatovana statisticki znacajna razlika izmedu MTA 1

BioAggregata [125].
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6.4. DISKUSIJA REZULTATA BIOKOMPATIBILNOSTI NANOSTRUKTURNIH
BIOMATERIJALA NA BAZI KALCUUM ALUMINATA NAKON DIREKTNOG
PREKRIVANJA PULPE

Veoma duga klini¢ka praksa nam svjedoé¢i o lijeenju izloZene pulpe terapijskim
postupkom direktnog prekrivanja. Tretman vitalne pulpe se sprovodi preko 200 godina [225].
Direktno prekrivanje pulpe je postupak kojim se prekriva otvorena pulpna komora, sa
osnovnim ciljem da se sacuva njen vitalitet, odnosno da se podstakne odrambena reakcija

pulpe i stvaranje reparatornog dentina [226].

Stomatoloska istrazivanja su potvrdila da zubna pulpa posjeduje dobro
vaskularizovano vezivno tkivo koje ima dobre reparatorne sposobnosti, odnosno dobar

odgovor na nadrazaje [132,227].

Prema rezultatima vecine aktuelnih studija, ukoliko se pos$tuje protokol lijecenja i
zadovolje neophodni klinicki kriterijumi, direktnim prekrivanjem pulpe se moze sacuvati

vitalitet zuba u ¢ak do 90% slucajeva [114,133-135,228].

U stomatoloskim istrazivanjima, laboratorijska zivotinja izbora je pacov (Car BD i
sar.2006.), pa je zato ovaj animalni model koristen i u ovom eksperimentu [229]. Ono §to
ovim eksperimentalnim zivotinjama daje prednost u odnosu na druge, u prvom redu, je
slicnost izmedu njihovih i ljudskih molara [206]. Osim toga, Zenke pacova se kote ¢ak 6-7
puta u toku Zivota (Cupi¢ i sar.1999.) pa su zahvaljujuéi dobrim reproduktivnim
sposobnostima pristupac¢ni za nabavku [230]. Prednost pacova je i njihova ekonomicna cijena

i dobra adaptacija na zivot u laboratorijskim uslovima [206,207].

Kalcijum hidroksid je dugo vremena imao status najcesce koriStenog materijala za
direktno prekrivanje zubne pulpe. U teznji prevazilazenja poznatih nedostataka ovog
materijala (pojavljivanje distroficnih kalcifikacija, moguénost stvaranja nekontinuiranog
dentinskog mosta sa tzv. ,tunelskim defektima®, rubno propustanje i nepostojanost
konzistencije materijala) mnogi istraziva¢i novog doba su poceli intenzivno istraZivati i
primjenu nekih drugih materijala u svrhu DPP, prvenstveno kalcijum silikatnih cemenata.
[231].
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Efikasnost kalcijum silikatnih cemenata kao materijala za DPP je dokazana u brojnim

eksperimentalnim i klini¢kim studijama [135,232-235].

Iz tog razloga, je odabran MTA, komercijalni kalcijum silikatni cement, kao kontrolni

materijal, u ovoj studiji.

Ipak, danas se zna da ovaj materijal posjeduje i neka negativna svojstva: kratko radno
vrijeme, dugo vrijeme vezivanja, zrnastu konzistenciju zamijeSanog materijala, Sto otezava
klini¢ku manipulaciju i njegovu svakodnevnu upotrebu [78,145,236-238]. Unaprijedenje ovih
karakteristika uz zadrzavanje svojstava biokompatibilnosti i biofunkcionalnosti MTA, bio je

imperativ novijih istrazivanja stomatoloskih materijala.

Sa druge strane, o primjeni kalcijum aluminata u postupku DPP se veoma malo zna

Sto dodatno pokazuje znacaj nase studije [76,77].

U ovoj studiji u terapijskom postupku direktnog prekrivanja pulpe su korisc¢eni
nanostrukturni biomaterijali na bazi kalcijum aluminatnih sistema, kalcijum silikatnih sistema
i kalcijum silikat hidroksiapatita, proizvedenih hidrotermalnom sol gel metodom i metodom

samosagorjevajucih talasa, po metodi Jokanovica i saradnika.

In vivo studija je realizovana aplikacijom navedenih materijala na ukupno 72 gornja

molara, kod 18 pacova Wistar soja.

Prema dobijenim rezultatima, svi testirani materijali u kontrolnoj i eksperimentalnoj

grupi su potvrdili biokompatibilnost.

Kad je u pitanju inflamatorni odgovor, najveci broj uzoraka ispitivanih cemenata je
ocijenjen ocjenom 1, S$to oznacava odsustvo inflamacije ili prisustvo svega nekoliko
rastrkanih upalnih Celija, Sto govori u prilog biokompatibilnosti svih testiranih materijala.

Zapaljenska reakcija pulpnog tkiva je bila najmanje izrazena posle direktnog prekrivanja CA.

Bakterije nisu bile prisutne niti u jednom uzorku, $to se objasnjava radom terapeuta u
strogo asepticnim uslovima, ali i adekvatnim rubnim zatvaranjem kaviteta kompozitnim

ispunima.

Jedna od rijetkih studija koja je razmatrala problematiku primjene kalcijum aluminata
u lijeCenju pulpe je studija Kramera i saradnika iz 2014. godine radena na pulpi pacova.

Kalcijum aluminatni cement (Quick-Set) je u ovoj studiji pokazao slicne osobine kalcijum
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silikatnim cementima (ProRoot MTA i MTA Plus) i potvrdio moguénost primjene nakon
pulpotomije. Analizirani su stvaranje dentinskog mosta, prisustvo bakterija i vitalitet pulpe.
Prema rezultatima ove studije koncentracije IL-1f i IL-la su smanjene kod zuba sa
cementima, ali nije bilo znacajne razlike izmedu 3 cementa. Do formiranja dentinskog mosta
je doslo nakon 60 dana kod primjene svakog od 3 cementa, a i svi zubi su sacuvali vitalitet.
Sli¢an dentinogeni potencijal kalcijum aluminatnog cementa (Quick-Set) kao kod MTA, je
moguce objasniti njegovim sastavom. Quick-Set je nastao rafiniranjem eksperimentalnog
kalcijum aluminosilikatnog cementa Capasio (Primus Consulting, Bradenton, FL)
uklanjanjem katjonskog surfaktanta iz te¢ne gel komponente, koja se negativno odrazavala na
biokompatibilnost [76].

U skladu sa ovim rezultatima su i rezultati studije Radovica i sar. (2017.) gdje je
potvrden povoljan bioloski efekat nanostrukturnog kalcijum aluminatnog cementa u postupku
direktnog prekrivanja pulpe ovaca. Konstatovana je blaga do umjerena upala pulpnog tkiva i
formiran dentinski most kod gotovo svih uzoraka. U studiji Radovica i saradnika primijenjen
je identi¢an metod sinteze kalcijum aluminata kao u ovoj doktorskoj disertaciji, $to je uz
fizicko-hemijske karakteristike 1 sastav nanostrukturnog kalcijum aluminatnog cementa

dodatno favorizovalo povoljan odgovor pulpnog tkiva [77].

Ovim nalazima odgovaraju i rezultati prethodne studije Kai-Chun Changa i sar.
(2014.) koji su dokazali da su trikalcijum aluminatni cementi pogodni materijali za terapiju
vitalne pulpe, jer pokazuju optimalnu otpornost na pritisak, kratko vrijeme vezivanja i visok

stepen biokompatibilnosti i bioloske aktivnosti [63].

Dobar odgovor pulpnog tkiva na primjenu kalcijum aluminatnog cementa Ceramir®
Crown & Bridge (ranije XeraCem ™). je potvrden i u opseznoj studiji Pameijera i saradnika
(2008.), koja je ,izmedu ostalog, obuhvatala procjenu reakcije pulpe majmuna (Rhesus
macaques) nakon cementiranja inleja V klase Ceramir C & B cementom. Rezultat je bio
odsustvo znakova inflamacije pulpe nakon 30 i nakon 85 dana, uz izuzetak jednog uzorka.
Ovako dobar rezultat autori pripisuju pozitivnim karakteristikama Ceramira u postupku
trajnog cementiranja fiksnih protetskih radova. Ovaj materijal posjeduje dobru marginalnu

adaptaciju, dobru retenciju, ne izaziva iritacije gingive i subjektivnu osjetljivost [60].

Kineski naucnici Surintanasarn i saradnici (2017) su studijom novijeg datuma
ustanovili da kalcijum-aluminatni cementi mogu poboljsati i remineralizaciju usljed

oslobadanja fluora i ve¢e pH vrijednosti [239].
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U ovom istrazivanju su konstatovani znaci dentinske regeneracije za sve materijale.
Do formiranja dentinskog mosta je doSlo posle mjesec dana kod svih ispitivanih materijala,
na vecem broju uzoraka. Ovi rezultati su u skladu sa ranijim saznanjima da se formiranje
reparativnog dentina javlja kod 83% molara pacova, 28 dana nakon Sto je izvrSeno
prekrivanje pulpe [240]. Dentinski most je bio najkompletniji na uzorcima zuba prekrivenim
kalcijum aluminatom, dok se kod vecine ostalih uzoraka moze opisati kao nepotpuno
formiran. Nepotpuno formiran dentinski most je moguce posljedica kratkog opservacionog
perioda od 30 dana. Najbolje formiran dentinski most poslije prekrivanja pulpe kalcijum
aluminatom vjerovatno dugujemo unaprijedenim fizicko-hemijskim osobinama ali i izraZenoj
bioaktivnosti kalcijum aluminata koja je potvrdena i u brojnim studijama drugih istrazivaca
[38,51,54].

Loof i saradnici (2008.) su potvrdili bioaktivnost kalcijum aluminatnih cemenata, za
razliku od GIC c¢ija je biokativnost izostala tokom perioda testiranja. Najveéi stepen
bioaktivnosti je pokazao Cisti kalcijum aluminatni cement, gdje je relativno debeli sloj
hidroksiapatita formiran ve¢ nakon 24 Casa. Sa hemijske tacke glediSta postoji nekoliko
preduslova koje treba ispuniti kako bi doslo do formiranja HA. Mora postojati stanje
zasi¢enosti jonima, §to znadi da koncentracija Ca®* i PO4% moraju biti iznad granice
rastvorljivosti HA. Hidroksiapatit je najstabilnije jedinjenje u sistemu kalcijum fosfata na pH
izmedu 4.2 1 12, te je vazno imati negativan naboj na povrsini kako bi doslo do precipitacije
HA na povrsini materijala. Negativno naelektrisana povr§ina privladi Ca®* ione u SBF-u,
stvara se pozitivni povrsinski sloj koji zauzvrat privla¢i PO4% u SBF. Kada se postigne
zasienje u rastvoru, nastupa precipitacija kristala HA. Pojednostavljeno prikazano
hemijskom formulom za CA to izgleda ovako: 3(CaOAl;03)+12H,0—Caz(Al(OH)4)2(OH)
+4Al(OH)3. Reakcija se moze opisati i sa mineralima koji se formiraju: Kalcijum
aluminat+voda— Katoit+Gips; Prisustvo tjelesnih te¢nosti predstavlja pokretacku snagu koja
promovise formiranje HA preko mineralnog Katoita. U sludaju GJC koncentracija Ca®" i
PO4? nije bila ni priblizno velika kao kod CA [50].

Bird i saradnici (2012.) su ustanovili da za razliku od kalcijum aluminatnog cementa
Capasia, Cija je penetracija u dentinske tubule uocena na svim nivoima, nije konstatovan
prodor MTA u dentinske tubule niti na jednom nivou. Oba cementa su pokazala sposobnost
formiranja apatitnih kristala, koji po strukturi odgovaraju hidroksiapatitu (sto potvrduju SEM,
EDXA i XRD analize) [19].
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Zahvaljujuci sposobnosti da stimuli$e talozenje hidroksiapatita u kontaktu sa SBF,
kalcijum aluminatni cement se pokazao pogodnim materijalom za biomedicinske aplikacije,

uz preporuku za daljnjim ispitivanjima, prema rezultatima Oliveire i sar. 2015 [54].

Postoje i neka istrazivanja u kojima je bioloska aktivnost kalcijum aluminata bila
inferiornija u odnosu na MTA. Oliveira i sar. (2013.) su iznijeli zapazanje da i MTA i CAEC
pokazuju biolosku aktivnost u kontaktu sa SBF, ali da MTA cement otpuSta viSe jona
kalcijuma i promovise visi pH u odnosu na eksperimentalni cement na bazi kalcijum
aluminata. Ovo objasnjava ¢injenicom da Ca”* i OH joni otpusteni iz MTA, uglavnom zbog
disocijacije kalcijum hidroksida reaguju sa jonima fosfora iz solucije KSBF, §to je rezultiralo
precipitacijom kalcijum fosfata na povr§ini MTA cementa. Ova faza je slicna sastavu
neorganske komponente kostiju, te dolazi do bioloske integracije i stvaranja hemijske veze

izmedu kostiju i povrSine apatita [53].

Eksperimentalni kalcijum silikatni cementi su ,u ovoj studiji, pokazali nesto bolje
rezultate u poredenju sa MTA, $to je u skladu sa studijom Asgary i sar. (2008.), gdje su
takode novi dentalni cementi sli¢ne strukture pokazali bolji bioloski odgovor pulpnog tkiva i
deblji dentinski most od MTA. Ovo objasnjavaju ¢injenicom da u sastav novih cemenata
ulaze razli¢ita jedinjenja kalcijuma, koja predstavljaju bogat izvor jona Ca i P, vaznih u

procesu stvaranja hidroksiapatita [228].

Rezultati ovih istrazivanja su u skladu i sa rezultatima studije Baji¢ i saradnika
(2016.) koji su ove materijale testirali u postupku direktnog prekrivanja pulpe Vijetnamskih
svinja. Autori ove studije biokompatibilnost eksperimentalnih kalcijum silikatnih cemenata
objasnjavaju njihovim povoljnim dejstvom na reparatorne sposobnosti pulpe, zahvaljujuci
prvenstveno fizicko-hemijskim karakteristikama i hemijskom sastavu materijala, koji u

najvec¢em procentu ¢ine dikalcijum i trikalcijum silikat [241].

U studiji Opaci¢ Gali¢ V. 1sar. (2017.) u kojoj je radeno DPP kunic¢a nanostrukturnim
kalcijum silikatnim cementima, nanostrukturni biomaterijali CS i CS-HA su uzrokovali blagu
do umerenu zapaljensku reakciju pupnog tkiva kuni¢a samo u neposrednoj blizini
implantiranog materijala. Najmanje izraZzena zapaljenska rekcija pulpnog tkiva kuni¢a uocena

je kod materijala CS (1,83+0,75), zatim kod MTA i CS-HA (2.67+1.53, 3.00+0.63) [222].

Nanostrukturni biomaterijali na bazi kalcijum aluminata ispitivani u postupku

direktnog prekrivanja pulpe pacova Wistar soja su potvrdili biokompatibilnost i stekli status
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materijala za potencijalnu primjenu u tretmanu vitalne pulpe, ali svakako je preporuka da se

dobijeni rezultati provjere u nekim budu¢im klinickim studijama.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata u ovom istrazivanju mogu se donijeti sljedeci zakljucci

Nanostrukturni biomaterijal na bazi kalcijum aluminata nije ispoljio citotoksi¢nost na
humanim plu¢nim fibroblastima. Konstatovan je veoma visok procenat prezivljavanja
¢elija (89,5 %) i pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji materijala.

Nanostrukturni biomaterijal na bazi kalcijum aluminata nije pokazao genotoksi¢ni
potencijal na humanim plué¢nim fibroblastima. Procenat oSte¢enja DNK pri svim
primijenjenim koncentracijama je bio na nivou netretiranih kontrolnih ¢éelija.
Nanostrukturni biomaterijal na bazi kalcijum aluminata je potvrdio biokompatibilnost
u in vivo uslovima, na eksperimentalnim Zivotinjama, implantacijom materijala u
potkozno tkivo pacova.

Potkozna implantacija nanostrukturnih biomaterijala na bazi CA je poslije 7 dana
izazvala umjerenu zapaljensku reakciju vezivnog tkiva, poslije 15 dana je doslo do
znacajnijeg opadanja intenziteta zapaljenske reakcije i formiranja tanke kapsule, a
poslije 30 dana je uocena debela fibrozna kapsula sa blago narusenim integritetom
vezivnog tkiva.

Nakon DPP nanostrukturnim biomaterijalom na bazi kalcijum aluminata kod veéine
ispitivanih uzoraka zuba je konstatovano odsustvo zapaljenja ili svega nekoliko
prisutnih rastrkanih upalnih ¢elija. Bakterije nisu bile prisutne niti u jednom uzorku.
Nanostrukturni biomaterijal na bazi kalcijum aluminata je indukovao stvaranje

kompletnog dentinskog mosta.
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