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FAKTORA RASTA | NOVIH NANOSTRUKTURNIH MATERIJALA NA BAZ| KALCJUM SILIKATNIH
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CEMENATA NA REGENERACHWU PULPE je napisana na 139 strana i sadrzi 13 tabela, 13
grafikona, 42 slike i 250 referenci iz savremene naucne literature. Tekst disertacije ukljucuje:
sazetak na srpskom i engleskom jeziku, uvod, pregled literature, radnu hipotezu, ciljeve

istraZzivanja, materijal i metode, rezultate, diskusiju, zakljucke i literaturu.

U uvodu je kratko predstavljena naucna problematika ove teze koja se odnosi na pojedina
nereSena pitanja, vezana za terapijski postupak direktnog prekrivanja pulpe, ali i na primenu
novih bioaaktivnih materijala koji mogu delovati na osnovne faktore regeneracije i time
stimulisati regenerativne aktivnosti oSteéene pulpe. Opisan je nacin delovanja biomaterijala na
bazi kalcijum silikatnih sistema, faktora rasta, amelogenina i novih nanostrukturnih materijala

na regeneraciju pulpe.

U pregledu literature su predstavljena savremena istraZivanja u leCenju obolele pulpe
terapijskim postupkom direktnog prekrivanja pulpe, odnosno prikazani rezultati primene novih

biomaterijala koji mogu stimulisati regenerativnu aktivnost osteéene pulpe.

Ovo poglavlje obuhvata dosadasSnja saznanja o pulpodentinskom kompleksu i reparativnoj
dentinogenezi, kao i istrazivanja o bioaktivnosti materijala koji se koriste za direktno prekrivanje
pulpe. Jasno i pregledno je predstavljen biomimeticki terapijski pristup i moguéa primena
amelogenina-glednog proteina u tkivnoj regeneraciji, odnosno primena novih koncepata
aktivne regeneracije i tkivnog inzZinjeringa, sa ciljem unapredenja terapijskih rezultata. Znac¢ajan
segment ovog poglavljaje posvecen istrazivanjima o ulozi faktora rasta kao signalnih molekula u
pulpodentinskom kompleksu i njihovom snaznom bioaktivnom potencijalu u jako malim
koncentracijama. U pregledu literature su predstavljena i aktuelna nauc¢na saznanja o razvoju
nanomedicine i sve veé¢a primena novih nanostrukturnih biomaterijala u razvoju individualne
terapije tkivnim inZinjeringom. Poseban osvrt je dat na mehanizam delovanja eksperimentalnih

nanostrukturnih materijala na bazi kalcijum silikatnih sistema.

Ciljevi istrazivanja su jasno i precizno definisani. Osnovni cilj istrazivanja bio je da se u in vivo

uslovima ispita uticaj glednog proteina -EMDOGAIN-a, faktora rasta- PRF-a, BIODENTIN-a i dva



nova nanostrukturna biomaterijala na bazi kalcijum silikatnih sistema nakon direktnog

prekrivanja eksponirane pulpe zuba vijethamskih svinja.

U poglavlju materijal i metodologija jasno je opisana metodologija i eksperimentalni model
ovog istrazivanja, kao i kompletna hirurSka procedura na Zivotinjama. Takode je predstavljen
kompletan prikaz testiranih materijala za direktno prekrivanje pulpe. Opisan je sastav gotovih
preparata BIODENTIN-a i EMDOGAIN GEL-a i nacin njihove primene, a detaljno je opisana i
sinteza fibrina bogatog trombocitima (PRF-a) iz krvne plazme, kao i sinteza novih
nanostrukturnih biomaterijala na bazi aktivnih kalcijum silikatnih sistema (ALBO MPCA | i ALBO
MPCA II). U delu koji opisuje eksperimentalni protokol na Zivotinjama, detaljno je opisana
operativna procedura direktnog prekrivanja pulpe i aplikacije testiranih materijala u zube
vijetnamskih svinja. Takode je vrlo jasno i precizno opisana procedura uzimanja i pripreme
uzoraka za histoloSku analizu (mekih i tvrdih zubnih tkiva) kao i histoloSke ocene za svaki trazeni

parametar.

U statistickoj obradi podataka navedeni su statisticki testovi koji su koriSéeni u analizi rez ultata

ovog eksperimenta.

Rezultati istrazivanja su prikazani tabelarno i graficki i na velikom broju slika sa odgovaraju¢im
objasnjenjima svake od histoloskih promena u pulpnom tkivu zuba (na mestu perforacionog
otvora), za svaki od testiranih materijala. U prvom delu su predstavljeni rezultati analize
formiranja dentinskog mosta na zubima posle direktnog prekrivanja pulpe testiranim
materijalima, u drugom delu rezultati morfoloSke reorganizacije pulpnog tkiva, a u trecem delu
rezultati inflamatorne reskcije pulpe zuba eksperimentalnih Zivotinja. Cetvrti deo u poglavlju
rezultata je obuhvatio analizu prisustva bakterija nakon direkrnog prekrivanja pulpe zuba
testiranim materijalima, a peti rezultate histomorfometrijske analize ( volumenska gustina
dentinskog mosta, volumenska gustina pulpnog tkiva, volumenska gustina krvnih sudova,

povrsina dentinskog mosta, povrsina pulpe, povrsina krvnih sudova).



U rezultatima su detaljno izloZeni histoloSki parametri u korelaciji sa materijalom i pulpnim
odgovorom na testirane materijale, kao i kvalitet, debljina, lokalizacija i stuktura

novoformiranog kalcifikovanog tkiva u predelu pulpne rane.

U Diskusiji su nau¢nom analizom dobijenih rezultata objasnjeni uoceni efekti, odnosno reakcije
pulpnog tkiva zuba na delovanje testiranih materijala. Ukazano je da svi testirani materijali
poseduju bioinduktivni potencijal, tj. indukuju stvaranje dentinskog mosta i sledstvenu
regeneraciju eksponiranog pulpnog tkiva. Data su vrlo jasna objasnjenja bioinduktivhog
potencijala za svaki od koris¢enih materijala u skladu sa nalazima i podacima iz literature, kao i
vrlo kriticna poredenja dobijenih rezultata u ovom istraZivanju sa rezultatima iz dostupne

literature sa slicnom problematikom.

Na osnovu iznetih i diskutovanih rezultata predstavljeni su zaklju€ci koji su u stvari jasan
odgovor na postavljene ciljeve. Koriséena literatura sadrzi spisak od 169 referenci iz savremene

i relevantne naucne literature vezane za ovu oblast, a koja je citirana u rukopisu teze.
B. Opis postignutih rezultata

Dobijeni rezultati ove doktorske teze su pokazali da svi testirani materijali poseduju odredenu
bioaktivnost i bioinduktivni potencijal koji omogucava formiranje dentinskog mosta, odnosno
regeneraciju oStecenog pulpnog tkiva. Reakcija pulpe zuba posle direktnog prekrivanja je

uglavnom ukazala na potpuno odsustvi ili blagu zapaljensku reakciju sa malo ¢elija zapaljenja.

Kompletan dentinski most bio je formiran u najve¢em broju uzoraka posle direktnog prekrivanja
novosintetisanim materijalima na bazi kalcijum silikatnih sistema (ALBO MPCA | ) i fibrina

bogatog trombocitima (PRF) koji u sebi sadrzi veliki izvor faktora rasta.

Najve¢a debljina i najbolja organizacija novoformiranog kalcifikovanog tkiva kompletnog
dentinskog mosta je uoCena posle direktnog prekrivanja pulpe zuba novosintetisanim

materijalima na bazi kalcijum silikata (ALBO MPCA |i ALBO MPCA ).



Najslabija inflamatorna reakcija u pulpi eksponiranih zuba je zabeleZena nakon direktnog
prekrivanja novim materijalima na bazi kalcijum silikata (ALBO MPCA |) i EMDOGAIN-om, a
najizrazenija u uzorcima gde je direktno prekrivanje pulpe realizovano materijalima sa

faktorima rasta (PRF).

Najveéa volumenska gustina novoformiranog dentinskog mosta kao i najveéa prosecna povrsina
novog dentina uocena je posle DPP novosintetisanim materijalima na bazi kalcijum silikata
(ALBO MPCA 1), a najveca volumenska gustina novoformiranih krvnih sudova u pulpi

konstantovana je posle DPP zuba Biodentinom.

Ukupni rezultat ove doktorske teze ukazuje na Cinjenicu da su efekti materijala na bazi faktora
rasta (PRF), materijala na bazi glednih proteina (EMDOGAIN), odnosno materijali na bazi
kalcijum silikatnih cemenata (BIODENTIN) kao i novosintetisani nanomaterijali na bazi kalcijum
silikata ukazali na izuzetan bioinduktivni potencijal. Dobijeni nalazi su vrlo komparabilni sa
rezultatima najefikasnijeg materijala za DPP MTA-om, koji se smatra zlatnim standardom za

ovaj terapijski postupak.
C. Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Rezultati ove doktorske disertacije proistekli su iz eksperimentalne in vivo studije na animalnom
modelu, primenom terapijskog postupka direktnog prekrivanja pulpe razli¢itim bioaktivnim i

bioinduktivnim materijalima.

Testirani materijali EMDOGAIN, PRF, BIODENTIN i novosintetisani nanostrukturni materijali
pripadaju grupi bioaktivnih materijala, koje odlikuje oslobadanje bioloski aktivnih jona koji

indukuju procese reparativne dentinogeneze.

Kompletan dentinski most u ovom istrazivanju uocen je u skoro svim uzorcima gde je pulpa
prekrivana novosintetisanim materijalima na bazi kalcijum silikata ALBO MPCA | i ALBO MPCA I,
kao i u uzorcima kontrolne grupe gde je pulpa prekrivana MTA-om. Prosecna debljina
novoformiranog dentinskog nosta bila je ve¢a kod novosintetisanih eksperimentalnih materijala
(ALBO MPCA 1-296um, ALBO MPCA II- 336um), u odnosu na kontrolni materijal (MTA-262um).
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U sintezi novih eksperimentalnih materijala ispitivanih u ovom istrazivanju koriséena je sol-gel
metoda, koja po podacima iz literature daje bioaktivnije materijale u odnosu na materijale istog
sastava dobijene drugim metodama sintetisanja (Li P.& De Groot K, 1994). Kontinuirano
oslobadanje kalcijumovih jona iz ovih materijala se smatra klju¢nim za indukciju formiranja
¢vrstog tkiva (Gandolfi MT et al, 2012). Visoka koncentracija kalcijuma na mestu aplikacije
aktivira stem éelije, osteoblaste i fibroblaste i uslovljava njihovu migraciju, ¢ime postaje moéan
regulator celijske proliferacije, diferencijacije i mineraizacije (Sangwan et al, 2013.). Osim toga i
struktura novih kalcijum silikatnih sistema sa nanocesticama uredenim na tri hijerarhijska nivoa
(aglomerati- nekoliko mikrometara, partikule- 117-477nm i kristaliti- 19,9nm) obezbeduju
evidentnu aktivnost, jer manje Cestice i poveé¢ana ukupna povrsina igraju vaznu ulogu u fizickim

i hemijskim svojstvima cemenata (Saghiri, 2012.)

Na bioaktivnost materijala na bazi kalcijum silikata i debljinu dentinskog mosta mogla su uticati
i rendgen kontrastna sredstva, koja ulaze u osnovni sastav ovih materijala. Barijum sulfat, koji je
dodat novosintetisanom materijalu ALBO MPCA ll(veéa debljina dentinskog mosta) je bezbedniji
za klinicku upotrebu jer je inertan i ne modifikuje hidratacione karakteristike kalcijum silikatnih
materiala ( Camilieri, 2010). Uticaj bizmut oksida, kao rendgen kontrastnog sredstva (MTA,
ALBO MPCA 1) na humane ¢elije je kontroverzan. Dok pojedini istrazivaci negiraju uticaj ovog
elementa na biokompatibilnost cementa (Torabinejad et al, 2010) , drugi istiCu da on utice na

citotoksic¢nost ¢elija pulpe (Gandolfi, 2010).

U sastavu novosintetisanih materijala ALBO MPCA | i ALBO MPCA Il nalaze se i joni Si, koji osim
Sto imaju ulogu u bioaktivnosti materijala (Huan Z et al. 2009), oni indukuju i proces
mineralizacije stimuliSuci proliferaciju i diferencijaciju ¢elija slicnih odontoblastima. Visoke
koncentracije Si (>30ppm) mogu inhibirati razvoj osteoklasta i procese resorpcije, ali i povedati
nivo alkalne fosfataze i time uticati na aktivniju mineralizaciju kalcifikovanog tkiva (Pietak AM,

2007)



Prosec¢na debljina dentinskog mosta kod zuba gde je direktno prekrivanje realizovano
Biodentinom, iznosila je 206um, u grupi gde je koris¢en PRF 158um, a u grupi sa EMDOGAIN-om
143um.

Potvrdeno je takode da gledni proteini ucestvuju u odontogenezi, tj reciproéno ektodermalno
mezenhimalnoj signalizaciji koja kontroliSe ovaj proces (Hammarstrom L, 1997), jer kao
mineralizacioni markeri u odontoblastima predstavljaju glavne nekolagene proteine kosti i
dentina (Weishaupt P, 2008). EMDOGAIN sadrzi i faktore rasta (TGFB1 i koStani morfogenetski
protein) koji aktivno ucestvuju u celijskoj signalizaciji i stimulisanju formiranja tkivnog matriksa i
njegove mineralizacije (Kawase T, 2002). Nakamura i sar 2001. su takode potvrdili efekte
EMDOGAIN-a u direktnom prekrivanju pulpe zuba kod 11 vijetnamskih svinja. Oni su zakljucili
da je ve¢ nakon dve nedelje kod polovine uzoraka doSlo do stvaranja novog tkiva nalik
osteodentinu, a da je nakon osam nedelja u vecini uzoraka doslo do kompletnog zatvaranja
perforacije. Ustanovljeno je, takode, da amelogenin, kao glavna komponenta EMDOGAIN-
A,dovodi do povecdanja koncentracije faktora rasta poreklom iz trombocita (PDGF) koji inhibira

proliferaciju epitela i uti¢e na regeneraciju parodontalnih tkiva.

PRF kao derivat krvne plazme, dobijen je posebnim metodoloskim postupkom, i sadrZzi mnosStvo
faktora rasta (PDGF, TGFB, IGF, EGF, BMP) koji kao medijatori direktno ili indirektno regulisu
rast Celija i tkiva. Potvrdeno je takode da primena pojedinih faktora rasta (posebno TGFpB)
stimuliSe diferencijaciju odontoblasta i dovodi do oslobadanja endogenih faktora rasta
sadrzanih u organskom matriksu dentina, koji potom dodatno stimuliSu dentinogenezu (Tziafas,
1994). Rezultati istrazivanja Danilovi¢ i sar, 2008. gde je plazma bogata trombocitima
aplikovana na amputiranu pulpu zuba majmuna su takode pokazali da se u zonama

novostvorenog dentinskog mosta uocava najveci broj ¢elija sli€nih odontoblastima.

Rezultati ove studije su delimi¢no saglasni sa nalazima studije Danilovi¢ i sar 2008. Naime, iako
je doslo do formiranja kalcifikovanog tkiva u skoro svim uzorcima nakon DPP PRF-om, debljina
kompletnog dentinskog mosta je bila najmanja, a morfoloSka reorganizacija pulpnog tkiva

najzastupljenija upravo kod ovog materijala.U studiji Orhan-a i sar 2012, na eksperimentalnom



modelu pacova je takode posle direktnog prekrivanja pulpe PRF-om i EMDOGAIN-om uocen
najtanji dentinski most.Dentinski most je bio registrovan u 60% slucajeva dok su nalazi ove
doktorske studije potvrdili prisustvo reparatornog dentina kod svih uzoraka, ali je struktura i

morfologija tog dentina bila atipi¢na i nepravilana.

Novija istraZzivanja pokazuju da su inflamatorni procesi vazan preduslov za regeneraciju
Pulpodentinski kompleks reaguje na medijatore inflamacije u zavisnosti od doze, pri cemu male
doze povoljnije deluju na reparatorne procese, dok velike doze uzrokuje jak inflamatorni

odgovor koji moze dovesti do tkivhog osStecenja (Cooper et al. 2010).

Rezultati ove studije su takode pokazali da je i primena BIODENTINA za DPP uzrokovala
formiranje dentinskog mosta, odnosno dentinskih ostrvaca u oko 30% slucajeva. BIODENTIN
ima sposobnost da stimuliSe sekreciju TGFB1 iz éelija pulpe koji potom indukuje reparativnu
dentinogenezu (Laurent P, 2012.) Laurent i sar su 2012 potvrdili statisticki znacajno veéu
koli¢inu TGFB1 u humanoj kulturi ¢elija nakon aplikacije BIODENTINA u odnosu na intaktne
humane celije pulpe. Tran i sar 2012. su dokazali da nakon aplikacije Biodentina na pulpu
pacova, dolazi do stvaranja centara mineralizacije ve¢ nakon 7 dana, a da se reparativni dentin

jasno uocava posle 2 nedelje.

U najnovijij studiji Nowicka i sar 2015, histoloSkom analizom je potvrdeno da BIODENTIN nakon
direktnog prekrivanja pulpe zuba 44 intaktna tre¢a molara indikovanih za ekstrakciju dovodi do

formiranja kalcifikovanog tkiva i dentinskog mosta u 50% uzoraka nakon 6 nedelja.

Odgovor pulpnog tkiva na aplikovani materijal zapocinje akutnim zapaljenjem ( koje ne mora
biti zastupljeno u svim sluc¢ajevima) ali podrazumeva vaskularnu reakciju sa infiltracijom

neutrofila Ciji proteoliticki enzimi oStecuju lokalno tkivo (Leprince i sar 2012.)

Aplikacija svih eksperimentalnih materijala testiranih u ovom istraZivanju rezultirala je
zapaljenskom reakcijom koja je po svom intenzitetu bila sliéna reakciji nastaloj nakon aplikacije
kontrolnog materijala (MTA). U najveéem broju uzoraka zapaljenska reakcija je ocenjena kao

blaga, uz prisustvo manjeg broja celija zapaljenja lokalizovanih u blizini implantiranog



materijala. Ovakav nalaz upucuje na dobru toleranciju aplikovanih materijala od strane tkiva
domacdina. Dobijeni rezultati su u skladu sa nalazima drugih autora koji su se bavili
biokompatibilnosc¢u kalcijum silikatnih cemenata (Shahravan et al.2011, Accorinte et al. 2008,
Zarrabi et al 2010), EMDOGAIN-a (Nakamura et al 2001& 2002, Olsson H et al. 2005, Fransson H
et al 2011, Al-Hezaimi K. et al2013), odnosno BIODENTINA (Laurent et al 2012, Tran XV et al.
2012) i PRF(Orhan et al 2012, Hiremath et al 2012).

D. Objavljenii saopsteni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije
e Naucne publikacije u ¢asopisima medunarodnog znacaja (SCI)

1. Popovi¢ Baji¢ Marijana, Proki¢ Branislav, Proki¢ Bogomir Bolka, Jokanovi¢
Vukoman, Danilovi¢ Vesna, Zivkovi¢ Slavoljub (2013) Histological Evaluation of
Direct Pulp Capping with Novel Nanostructural Materials Based on Active Silicate
Cements and Biodentine on Pulp Tissue, ACTA VETERINARIA-BEOGRAD, vol. 63,
br. 2-3, str. 347-360 (Kategorija M23)

2. Popovi¢ Baji¢ Marijana, Danilovi¢ Vesna, Proki¢ Branislav, Proki¢ Bogomir Bolka,
Manojlovi¢ Milica, Zivkovi¢ Slavoljub (2015). Histological effects of enamel matrix
derivative on exposed dental pulp= Histoloski efekti glednih proteina na
eksponiranu pulpu zuba. Srpski arhiv za celokupno lekarstvo. 143(7-8): 397-403.
DOI: 10.2298/SARH1508397P (Kategorija M23)

e Naucne publikacije u ¢asopisima nacionalnog znacaja

1. Popovic¢ Baji¢ Marijana, Danilovi¢ Vesna, Prokié¢ Branislav, Proki¢ Bogomir Bolka,
Jokanovi¢ Vukoman, Zivkovi¢ Slavoljub. Direktno prekrivanje pulpe Biodentinom.

Stomatol oski glasnik Srbije. 2014;61(2) 67-74. (Kategorija M52)
e Radovi objavljeni na skupovima medunarodnog znacaja

1. Popovi¢ Baji¢ Marijana, Danilovi¢ Vesna, Proki¢ Branislav, MiloSevi¢ Verica,
Zivkovi¢ Slavoljub. Histologocal effects of Emdogain Gel on exposed dental
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pulp.20th Congress of the Balkan Stomatological Society (BaSS)-Bukurest, 2015.

oralna prezentacija (Kategorija M34)

2. Popovié Baji¢ Marijana, Jokanovi¢ Vukoman, Danolovi¢ Vesna, Zivkovi¢ Slavoljub.
Histological Evaluation of Direct Pulp Capping with Novel Nanostructural
Materials based on Active Silicate Cements on Pulp Tissue. 47th Meetingof the
Continental European Division of the International Association for Dental

Research (CED-IADR)- Belek-Antalija 2015.- poster prezentacija (Kategorija M34)
E. Zakljucak (obrazloZzenje naucnog doprinosa)

Doktorska disertacija "UTICAJ AMELOGENINA, FAKTORA RASTA | NOVIH NANOSTRUKTURNIH
MATERIJALA NA BAZI KALCUUM SILIKATNIH CEMENATA NA REGENERACUU PULPE" dr
Marijane Popovi¢ Baji¢ predstavlja znacajan i originalan naucni doprinos u istraZivanjima
regenerativnih efekata novih materijala na pulpno tkivo eksperimentalnih Zivotinja u

terapijskom postupku direktnog prekrivanja pulpe.

Imajuci u vidu da jo$ uvek na trziStu ne postoji idealan materijal za direktno prekrivanje pulpe,
ova disertacija je dala veoma interesantna i znacajna naucna saznanja o efektima materijala na
bazi kalcijum slikata, materijala na bazi glednih proteina, materijala bogatih faktorima rasta,
odnosno efektima novosintetisanih nanostrukturnih materijala na regenerativne sposobnosti

oStecenog pulpnog tkiva.

U radu su primenjene savremene eksperimentalne metode provere novih materijala koje
odgovaraju postavljenim ciljevima, a dobijena saznanja mogu znacajno uticati na razvoj novih,

alii pravilan izbor najefikasnijih materijala u terapiji ostec¢enog pulpodentinskog kompleksa.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog i eksperimentalnog
istrazivanja, sa precizno definisanim ciljevima, originalnim naucnim pristupom, aktuelnom
metodologijom rada, adekvatno prikazanim i diskutovanim rezultatima i jasno uobli¢enim

zakljuccima.
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Na osnovu svega navedenog, a imajuéi u vidu dosadasnji naucni rad kandidata, komisija

jednoglasno i sa zadovoljstvom predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Stomatoloskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu da prihvati pozitivan izvestaj doktorske disertacije dr Marijane Popovi¢

Baji¢ pod nazivom " UTICA) AMELOGENINA, FAKTORA RASTA | NOVIH NANOSTRUKTURNIH

MATERIJALA NA BAZI KALCIJUM SILIKATNIH CEMENATA NA REGENERACIU PULPE" i odobri

njenu javnu odbranu.

Beograd, 29.oktobar 2015.

Clanovi komisije:

-

F i
Prof/dr Durica Grga

Stomatoloski fakultet, Beograd

A

,'»:‘; ot L VV(

2.
Prof.dr Vesna Danilovic
Stomatoloski fakultet, Beograd
Dr Milica Manojlovi¢-Stojanoski
nauéni savetnik, Institut za bioloska
istraZzivanja " Sini$a Stankovi¢", Beograd
a. ”C,@K o QoA X

Dr Verica Milosevic

naucni savetnik, Institut za bioloska
istraZivanja "Sinisa Stankovi¢", Beograd
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