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1. UVOD

Temeljni je cilj stomatološkog liječenja očuvanje zubne pulpe vitalnom. U tu svrhu stalno se usavršavaju postojeći i nalaze novi materijali i postupci koji bi bili što učinkovitiji pri zbrinjavanju vitalno ugrožene pulpe. To je osobito izraženo pri  postupku direktnog prekrivanja pulpe (DPP). DPP je postupak kojim se prekriva otvorena pulpna komora, tj. izložena pulpa. Na taj se način potiče obrambena reakcija pulpe kao i stvaranje reparatornoga dentina. Nastoji se sačuvati vitalnost pulpo-dentinskoga kompleksa stvaranjem dentinskoga mosta i cijeljenjem pulpe. Danas je poznato da je zubna pulpa organ koji ima vrlo dobru sposobnost cijeljenja, ako se za to omoguće odgovarajući uvjeti. Iznimno je važno spriječiti kontaminaciju pulpe mikroorganizmima i prije DPP zaustaviti krvarenje iz pulpne rane. Veličina pulpne rane nije ograničavajući čimbenik za primjenu direktnog prekrivanja, a drži se da dob pacijenta nema utjecaj na primjenu DPP. Danas se za DPP najčešće koriste preparati na bazi kalcij-hidroksida, mineral-trioksid agregat (MTA) i dentinski adhezivi. Međutim, postoje još brojni materijali, među kojima je i hijaluronska kiselina, koji se istražuju u svrhu primjene pri postupku DPP. 
1.1. BIOKOMPATIBILNOST DENTALNIH MATERIJALA

Biokompatibilnost materijala ovisi o nekoliko čimbenika: kemijskoj i fizikalnoj prirodi komponenti od kojih se sastoji, o vrsti i lokalizaciji tkiva na koja će se primjeniti, trajanju izloženosti i površinskim karakteristikama materijala (1). Biokompatibilnost je svojstvo materijala koje mu omogućava da obavlja određenu funkciju unutar organizma domaćina, pri čemu ne izaziva negativan odgovor (2). Primarna zadaća testova za biokompatibilnost je zaštita pacijenata na kojima će se primjenjivati materijali te osoblja koji će rukovati s njima (1). Postoje tri skupine testova kojima se procjenjuje biokompatibilost. Prva skupina tj. primarni testovi ispituju citotoksičnost ex vivo, zatim sekundarni testovi, prilikom kojih se intramuskularnom ili potkožnom implantacijom testira sistemska toksičnost na životinjama te pretklinički ili "usage" testovi kod kojih se promatra reakcija tkiva nakon primjene materijala. Citotoksičnost označuje oštećenje pojedine stanice, primjerice u kulturama stanica. Citotoksičnost ne definira specifičan stanični mehanizam smrti, kao što je nekroza (slučajna stanična smrt) ili apoptoze (programirana stanična smrt). Citotoksičnost je svojstvo kemijske tvari (kao što je npr. lijek ) ili medijatorske stanice (citotoksični limfociti T) da uzrokuje smrt stanica (3).
Postoje različiti mehanizmi smrti stanica. Prema morfološkim kriterijima u sisavaca postoje 3 tipa stanične smrti. Apoptoza, također nazvana stanična smrt tip I, karakterizirana je promjenama u jezgrinoj morfologiji uključujući kondenzaciju i fragmentaciju kromatina, smanjenja stanice i formacije apoptotičkih tijela koja sadrže jezgrin i citoplazmatski materijal. Autofagija, koja je poznata kao i tip stanične smrti II, karakterizirana masivnom akumulacijom dvostruke membrane koja sadrži vakuole, nazvane autofagosomi, koji se spajaju s lizosomima. Kad nisu prisutne karakteristike tipa I i II stanične smrti, govorimo o nekrozi, ili tipu III stanične smrti. U malim dozama različiti štetni stimulansi kao što je zračenje, hipoksija i antitumorski lijekovi mogu inducirati apoptozu, no ti isti stimulansi u većim dozama mogu uzrokovati nekrozu. Proces apoptoze obično započinje bubrenjem plazma membrane koja zatim puca u membranom obavijene organele (apoptotička tjelešca), koja sadrže intaktne organele kao i dijelove jezgre. Ubrzo budu prepoznate i probavljene od strane fagocita. S obzirom na to da su apoptotička tjelešca okružena intaktnom plazma membranom, tijekom apoptoze ne dolazi do curenja staničnog sadržaja te stoga ne nastaje upalni odgovor. Apoptotične stanice su brzo uklonjene od strane makrofaga pa u tkivu postoji samo poneka mrtva stanica i u slučajevima kada je velik broj stanica doživio staničnu smrt. Apoptoza je način uklanjanja neželjenih i štetnih stanica tijekom embrionalnih i imunoloških procesa te tkivne homeostaze (2). 
Dugo vremena nekroza je smatrana kao alternativna programiranoj staničnoj smrti, apoptozi. Nekroza ima specifične morfološke karaktersitike i prati je brza propusnost plazme, međutim osim nekroze koja nastaje u ekstremnim uvjetima postoje mnogi primjeri kada je ovaj oblik stanične smrti fiziološki i reguliran (programiran) događaj. Različiti stimulusi (npr. citokini, ishemija, visoka temeperatura, zračenje, patogeni) mogu uzrokovati i apoptozu i nekrozu u istoj populaciji stanica. Također, različiti signalni putevi, kao što su receptori smrti, kinazna kaskada te mitohondriji sudjeluju u oba procesa i moduliranjem tih puteva moguće je aktivirati apoptozu odnosno nekrozu. 

Posljedice nekrotske i apoptotične smrti stanice za organizam su različite. U slučaju nekroze dijelovi citosola koji cure u ekstracelularni prostor kroz oštećenu plazma membranu mogu izazvati upalni odgovor; tijekom apoptoze ti dijelovi su izolirani membranama i zatim uklonjeni od strane makrofaga. Upalni odgovor koji izaziva nekroza može imati adaptivni značaj (tj. nastanak jakog imunog odgovora) u nekim patološkim stanjima (poput raka i infekcije). S druge strane ometanje fine ravnoteže između nekroze i apoptoze može biti ključan element u nastanku nekih bolesti (4).
Pojam genotoksičnost odnosi se na štetan utjecaj određene supstance na DNA. Ako se štetan učinak prenese na slijedeću generaciju stanica onda govorimo o mutagenosti. Do mutagenih reakcija dolazi kada fizikalna ili kemijska tvar trajno promijeni genetički materijal organizma i samim time inducira povećanje frekvencija mutacija. Mutacije mogu biti uzrokovane direktno, tijekom interakcije izmedu DNA i neke tvari ili indirektno mijenjanjem staničnih procesa koji kontroliraju integritet DNA (1). Ovisno o jačini učinka, može doći do popravka, neoplastičnog rasta ili smrti stanica (5). Učinak na stanice ovisi o koncentraciji tvari. Niske koncentracije ne moraju pokazati učinak koji se može zamijetiti na razini funkcioniranja stanice i organizma, no kod duže izloženosti zbog djelovanja na genetički materijal, moguć je razvoj neoplazija i smrti organizma. Programirana smrt stanice je način na koji se može izbjeći prijenos genetske štete na sljedeće generacije stanica.

Toksičnost nekog materijala je njegova sposobnost da ošteti biološki sustav. Ako je materijal lokalno toksičan on djeluje samo na mjestu primjene, dok se kod sustavne toksičnosti nepovoljni učinak javlja u području udaljenom od mjesta primjene. Očuvanje zubne pulpe i održavanje njezine vijabilnosti važni su kako bi se izbjegao gubitak zuba i jedno nam je od glavnih ciljeva u stomatologiji. Reverzibilno oštećenje inducira cijeljenje pulpne rane, a direktno prekrivanje pulpe i pulpotomija sa kalcij hidroksidom učinkoviti su u induciranju tih mehanizama cijeljenja pulpe. S tim ciljem se pronalaze novi materijali i postupci te unaprjeđuju postojeći. U današnje se vrijeme za DPP najčešće se koriste preparati na bazi kalcij-hidroksida i dentinski adhezivi. Jedan od materijala koji se proučava za primjenu kod DPP postupka je hijaluronska kiselina. Pokazuje čitav niz poželjnih svojstava i djelovanja uz minimalne nuspojave te klinički i eksperimentalno dokazanu učinkovitost i potencijal u liječenju niza bolesti i poremećaja orodentalnog područja (6). U dentalnoj medicini se koristi više od deset godina bez dosada zabilježenih negativnih učinaka. Razlog tomu je što je riječ o prirodnoj supstanciji, koja se normalno proizvodi u našem tijelu s ciljem sprječavanje upale. 
1.2. TESTOVI ZA PROCJENU BIOKOMPATIBILNOSTI

Biomaterijali su razvijeni s ciljem kako bi liječili, povećali ili zamijenili ljudsko tkivo ili organ. Kako bi materijali bili sigurni za korištenje moraju biti biokompatibilni, a to se procjenjuje pomoću niza testova ovisno o namjeni, položaju i trajnosti primjene materijala. Biokompatibilnost se mjeri s tri vrste bioloških testova: ex vivo testovima, pokusima na životinjama i kliničkim ispitivanjima (7).
1.3. CITOTOKSIČNOST I GENOTOKSIČNOST DENTALNIH MATERIJALA 

Kalcij hidroksid prvi puta je uveden u stomatologiju 1921. (Hermann) i smatra se „zlatnim standardom“ za direktno prekivanje pulpe već nekoliko desetljeća. Zahvaljujući svojoj alkaličnosti ima baktericidan učinak te stimulira stvaranje sekundarnog dentina. Primjenjen lokalno na pulpu uzrokuje sterilnu nekrozu. Dokazan je statistički znatan broj dentinskih mostova koji su sadržavali multiple tunelske defekte. Ti defekti čine put bakterijskoj infekciji zbog mikropropuštanja. Većina preparata kalcij hidroksida ispire se nakon 6 mjeseci ostavljajući prazninu ispod restauracije. Baktericidnost kalcij hidroksida je nespecifičnog karaktera i očituje se u razaranju staničnih ovojnica i proteinskih struktura i bakterija i stanica domaćina (8). 
Prilikom primjene dentinskog adheziva važna je njegova potpuna polimerizacija jer u suprotnome određene količine rezidualnih nepolimeriziranih komponenti mogu imati citotoksične učinke. Citotoksičnost ovisi i o permeabilnosti dentina. Dentin visoke permeabilnosti dopušta veće prodiranje dentinskog adheziva i/ili njegovih komponenti. U vodenom mediju oni se otapaju i otpuštaju komponente koje mogu biti toksične: HEMA (hidroksietilmetakrilat) i TEGMA (trietilenglikolmetakrilat). Dokazano je da HEMA u određenim koncentracijama uzrokuje apoptozu u staničnoj kulturi humanih fibroblasta. U in vitro uvjetima  HEMA prodire kroz jetkane dentinske diskove, a to ponajprije ovisi o debljini dentinskog sloja, efikasnosti polimerizacije, koncentraciji i vremenu ekspozicije. Unatoč njihovoj citotoksičnosti, oni pokazuju pozitivno djelovanje na vijabilnost i staničnost fibroblasta i odontoblasta u odnosu na kalcij hidroksid.

Hijaluronska je kiselina relativno novi i nedovoljno istraženi materijal. U suvremenoj stomatologiji za direktno prekrivanje pulpe koriste se preparati na bazi kalcij hidroksida i dentinski adhezivi. Budući da se ni jedan od navedenih materijala nije pokazao u potpunosti uspješnim pri zbrinjavanju otvorene zubne pulpe i očuvanju njene vitalnosti, postoji potreba za pronalaženjem novih materijala za tu svrhu. Jedan od materijala koji se proučavaju za primjenu kod DPP postupka je i hijaluronska kiselina (9). 
Sasaki i sur.  (10) 1995. god. u svom istraživanju o DPP provedenom na pulpama molara štakora,  nalaze da je cijeljenje pulpne rane nakon  primjene hijaluronske kiseline gotovo isto cijeljenju kod kalcij hidroksida. Bogović i sur. (11) 2011. god.  provode slično istraživanje uspoređujući učinak  preparata na bazi kalcij hidroksida, dentinskih adheziva i hijaluronske kiseline na fibroblaste i odontoblaste pulpe štakora pri DPP. Od ova tri istražena preparata hijaluronska kiselina ima najviši pozitivni učinak  na vijabilnost i staničnost izoliranih stanica, uz znatno manji citotoksični učinak u odnosu na ostala dva materijala. Time se hijaluronska kiselina pokazala  preparatom izbora za DPP, što je sukladno poznatim činjenicama da je hijaluronska kiselina biokompatibilna i intrinzično sigurna za upotrebu jer nema dokaza o njenoj citotoksičnosti (12).    
Testovi za citotoksičnost procijenjuju citotoksičnost materijala mjerenjem broja stanica ili rasta nakon izlaganja materijalu. Stanice se stavljaju u posude s kulturom i dolazi do njihovog prihvaćanja za podlogu. Ako materijal nije citotoksičan stanice će ostati pričvršćene za podlogu i proliferirati s vremenom. Ako je materijal citotoksičan stanice će prestati rasti. Kalcij hidroksid zbog svoje izrazite alkaličnosti (pH 11,5) ima citotoksični učinak. Zahvaljujući visokom pH ima kaustični učinak i uzrokuje sterilnu nekrozu tkiva i ima baktericidan efekt. Za potrebe izvođenja istraživanja bilo je potrebno korigirati pH kalcij hidroksida na vrijednost 7,5 (13). 
Grupa testova koja se koristi za mjerenje citotoksičnosti temelji se na promijeni propusnosti membrane. Propusnost membrane je mjera kojom boja može prolaziti kroz staničnu membranu. Ovaj test bazira se na činjenici da je gubitak propusnosti membrane jednak ili gotovo jednak staničnoj smrti. Identifikacija živih (ili mrtvih) stanica vrši se pomoću mikroskopa. Ta je karakteristika važana jer stanice mogu biti fizički prisutne, ali i mrtve, kada je materijal fiksirao stanicu. Nevitalna boja (Trypan blue) ne prenosi se aktivno i prolazi membranu samo ako je ona bila zahvaćena citotoksičnim učinkom (14) i time identificiramo mrtve stanice.

2. OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI RADA
Cilj ove studije bio je istražiti citotoksični i genotoksični utjecaj hijaluronske kiseline na stanice plućnih fibroblasta hrčka (V79 stanična linija) i procijeniti njezin potencijal kao materijala za direktno prekrivanje pulpe. Za usporedbu također je procijenjen učinak preparata kalcij hidroksida i dentinskog adheziva.

Uspoređujući sva 3 materijala željeli smo utvrditi koji je od njih najmanje citotoksičan, a isto tako i najmanje štetan za molekulu DNK, odnosno provjeriti postoji li genotoksični učinak bilo kojeg od 3 korištena materijala. Primjenom testova za određivanje vijabilnosti procjenjivala se citotoksičnost, a komet testom procjenjivao se genotoksični potencijal korištenih materijala. 

Radne hipoteze su bile:

· očekuje se da će  preparati na bazi kalcij-hidroksida pokazati citotoksičan potencijal dok se genotoksičnost ne očekuje

· očekuje se da bi dentinski adhezivi trebali pokazati izraženije i citotoksično i genotoksično djelovanje na djelovanje na stanice 

· očekuje se da će hijaluronska kiselina pokazati blagi citotoksični učinak na stanice, dok se genotoksični učinak ne očekuje.

3. MATERIJALI I METODE

3.1. MATERIJALI

U istraživanju su se koristila tri materijala koja se rabe u dentalnoj medicini 1) hijaluronska kiselina Gengigel (Prof®, Ricerfarma Srl, Italy) koji sadrži pročišćenu vodu, ksilitol, alkohol, natrijev hijaluronat, celuloznu gumu, polivinilni alkohol, PEG-40 hidrogenirano ricinusovo ulje, polikarbopil i diklorobenzil alkohol, 2) dentinski adheziv (Excite, Ivoclar Vivadent, Liechtenstein) koji se sastoji od hidroksietilmetakrilata, dimetakrilata, akrilata fosfonske kiseline, visoko disperziran silicijev dioksid, etanola, katalizatora, stabilizatora i flourida te 3) te  preparat kalcijevog hidroksida (Calcicur, Voco ) koji se sastoji od kalcijevog hidroksida, bizmutovog karbonata, polietilen glikola, glicerina i vode.

Tablica 1. Sastav dentalnih materijala prema proizvođaču

	Detalni materijal
	Proizvođač
	Sastav

	Hijaluronska kiselina Gengigel Prof
	Ricerfarma Srl, Italy
	pročišćena voda, ksilitol, alkohol, natrijev hijaluronat, celulozna guma, polivinilni alkohol, PEG-40 hidrogenirano ricinusovo ulje, polikarbopil i diklorobenzil alkohol

	Dentinski adheziv

Excite


	Ivoclar Vivadent, Liechtenstein
	hidroksietilmetakrilat, dimetakrilat, akrilat fosfonske kiseline, visoko disperziran silicijev dioksid, etanol, katalizator, stabilizator i flouridi

	Preparat kalcijevog hidroksida

Calcicur
	Voco
	kalcijev hidroksid, bizmutov karbonat, polietilen glikol, glicerin i voda


3.1.1. KALCIJ HIDROKSID
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Slika 2. Kemijska struktura kalcijeva hidroksida

Kalcij hidroksid je ajčešće rabljeni materijal korišten u današnjici za direktno prekrivanje zubne pulpe (Slika 2). Zbog svojeg visokog pH (11,5) djeluje baktericidno i potiče stvaranje reparatornog dentina. U dodiru s pulpnim tkivom djeluje kaustično i uzrokuje sterilnu nekrozu tkiva (15, 16). Nedostaci kalcijeva hidroksida su pojavljivanje distrofičnih kalcifikacija, mogućnost stvaranja nekontinuiranog dentinskog mosta sa tzv. „tunelskim defektima“. Moguće je preagresivno kaustično djelovanje na pulpu, izazivanje internih resorpcija korijena i njegova topivost (17, 18).
3.1.2. DENTINSKI ADHEZIVI

Najbolje svojstvo dntinskih adheziva je sposobnost odličnog vezanja za dentin, kemijskom i mikromehaničkom svezom, čime mogućnost prodora bakterija u oštećeno pulpno tkivo svode na najmanju moguću razinu (19). Zbog svog kemijskog sastava blago podražuju pulpno tkivo, sto potiče stvaranje reparatornog dentina (20). Također imaju i baktericidna svojstva (21). Direktno prekrivanje pulpe ovim materijalima dalo je dobre rezultate u vidu uspješnosti stvaranja reparatornog dentina (22). 
3.1.3. HIJALURONSKA KISELINA
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Slika 3. Kemijska struktura hijaluronske kiseline

Hijaluronska je kiselina prirodni mukopolisaharid iz skupine glikozaminoglikana. Izgrađena je od glukuronske kiseline i N-acetilglukozamina kemijske formule (C14H2ONNaO11)n (Slika 3). Molekula je nerazgranata i sadrži 2000-3000 disaharidnih jedinica po lancu.

Hijalouronska se kiselina nalazi u unutarstaničnom cementu, stijenkama kapilara i u ekstracelularnom matriksu vezivnog tkiva. U ekstracelularnom matriksu igra važnu ulogu u održavanju morfološke organizacije očuvanjem ekstracelularnih prostora. Djeluje pozitivno na regeneraciju tkiva, ima antiedematozni, protuupalni te hemostatski učinak. Pokazuje dobru sposobnost stvaranja reparatornog dentina, odnosno, dentinskog mosta. Ima i posrednu ulogu u stvaranju uvjeta u tkivu za početak mineralizacije. Potiče migraciju različitih tipova stanica u oštećeni dio tkiva i njihovu diferencijaciju u odnontoblastima slične stanice (23). Djeluje na povećanje broja krvnih elemenata u oštećenom području (24). 
3.2. METODE
Ovo istraživanje provedeno je na Institutu za medicinska istraživanja i medicinu rada. Istraživanje je bilo usmjereno na ispitivanje genotoksičnog učinka dentalnih materijala (Gengigel, Calcicur, Excite) na staničnoj liniji V 79. Određivanjem gustoće, vijabilnosti te komet testom, pratio se utjecaj istih materijala na staničnu liniju V 79 uslijed 24 h izlaganja stanica dentalnim materijalima. Stanična linija V79 razvijena je 1958.g (Ford i Yerganian) iz plućnog tkiva kineskog hrčka a izvorno je bila nazvana kao Strain V. Elknid (1958). ih je preimenovao u V 79. Stanice imaju veliku mogućnost dijeljenja i za jednu generaciju potrebno je 12 do 14 sati. Koristile su se u studijama o utjecaju X-zračenja za ozljede i procese popravka. Stanice V79 već se dugi niz godina koriste za dokazivanje genotoksičnosti jer se lako kultiviraju i brzo se dijele te imaju stabilan kariotip sa samo jednim X kromosomom.
3.2.1. PRIPREMA MATERIJALA

Kultura stanica V79 inicirana je dodatkom 104 st/ml u 25 cm2 posudama za uzgoj staničnih kultura (Falcon, SAD). Otopina za uzgoj kultura se sastojala od 9ml DMEM (engl. Dulbecco's modiﬁed Eagle's medium) medija (Gibco-Invitrogen, SAD), 1ml fetalnog goveđeg seruma (Gibco-Invitrogen, SAD)  i 100U/ml streptomicina (Sigma-Aldrich, Njemačka) i 100U/ml penicilina (Sigma-Aldrich, Njemačka). Nakon 3 dana uzgoja stanica zamijenjen je hranjivi medij i započet je tretman s 3 dentalna materijala u trajanju od 24 sata. Dentinski adheziv „Excite“ (Ivoclar Vivadent) stavljen je na celuloidnu matricu i polimeriziran polimerizacijskom lampom. Polimeriziracija se obavila u skladu s uputama proizvođača, u sterilnim uvjetima, Bluephase C8 (Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) polimerizacijskom lampom, soft start programom (650 mW/cm2, 800 mW/cm2) u trajanju od 40 sekundi. Polimerizirani adheziv odvojen je uz pomoć stomatološkog instrumenta 5/6 od celuloidne matrice i unešen u posude za uzgoj staničnih kultura pomoću pincete. Drugoj kulturi dodan je preparat kalcijeva hidroksida „Calcicur“ (Voco), tako da se pomoću sterilne igle preparat direktno unio u posudu za uzgoj stanične kulture. Zbog njegove izrazite alkaličnosti (pH 11,5) korigiranje pH dodajući 0,1MHCl, dok njegova vrijednost ne iznosi pH7,5. U treću s kulturu dodano je direktno 0,2 ml preparata hijaluronske kiseline „Gengigel Prof“ (Ricerfarma srr) u ampulama. Četvrta je kultura služila kao kontrola. Kulture su uzgajane na 37°C, u atmosferi 5% CO2. Kako bi se stanice odvojile od podloge tretirane su  0,25% tripsinom (Gibco_Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD) i 0,02% EDTA-om, nakon čega su centrifugirane (3 minute na 1200 rpm) i višak supernatanta je uklonjen. Dio stanica je ponovno kultiviranu novom hranjivom mediju, a dio se koristio za određivanje gustoće, vijabilnosti i alkalni komet test. Nakon 24 sata popravka (bez izloženosti dentalnim materijalima) testovi su ponovljeni.

3.2.2. STANIČNOST I VIJABILNOST

Kao mjera određivanja citotoksičnosti koristi se Trypan Blue metoda bojanja stanica. Tripansko modrilo prodire u unutrašnjost stanice. Žive stanice aktivno izbacuju boju, dok mrtve stanice nemaju to svojstvo, pa boja slobodno prodire u stanicu i zadržava se u njoj. Dobiveni rezultat nam ukazuje na postotak preživljenja stanica nakon tretiranja određenim dentalnim materijalima. Kako bi se dokazalo da određeni materijal nije citotoksičan, postotak živih stanica mora biti veći od 80%.
3.2.2.1. ODREĐIVANJE GUSTOĆE

Na Bürker Türkovu komoricu učvrsti se pokrovno stakalce. Pasteuerovom pipetom istanjenog završetka nanese se kap suspenzije stanica uz rub pokrovnice pokraj ugravirane mrežice. Stanice se gledaju pod svjetlosnim mikroskopom s povećanjem 20x. Stanice se broje u 4 ugaona kvadranta. Broje se sve stanice koje se nalaze unutar kvadranta i na njegove dvije susjedne stranice. Da bi se izračunao broj stanica u mililitru kulture dobiveni brojevi  podijele sa 4 i pomnože s 104. Staničnost je određena za svaku od tri kulture tretirane pojedinim preparatom i za kontrolnu kulturu. Određivanje staničnosti napravljenoje za svaku kulturu nakon 24 sata tretmana te nakon 24h popravka. Prikazana je kao srednja vrijednost i standardna devijacija.
3.2.2.2. ANALIZA VIJABILNOSTI V79 STANICA PRIMJENOM TRYPAN BLUE BOJANJA

Napravi se suspenziju stanica koja sadrži 20 ml stanica pomiješanih sa 20 ml 0,4% Trypan Blue bojila. Na Bürker Türkovu komoricu učvrsti se pokrovno stakalce uz čiji se rub nanese kap suspenzije stanica. Stanice se gledaju pod svjetlosnim mikroskopom s povećanjem 20x. Stanice se broje u 4 ugaona kvadranta. Broje se sve stanice koje se nalaze unutar kvadranta i na njegove dvije susjedne stranice. Duljina stranice jednog kvadranta iznosi 1 mm, a visina 0,1 mm, čime volumen polja iznosi 0,1 mm3 (0,1µL). Broje se posebno žive stanice, a posebno mrtve stanice. Mrtve (ne vijabilne) stanice  oboje se Trypan Blue bojilom i plave su boje. Vijabilnost se odredi za svaku od tri kulture tretirane pojedinim preparatom i za kontrolnu kulturu nakon 24 sata tretmana, te nakon 24 sati popravka.

3.2.3. KOMET TEST

KOMET TEST (tehnika elektroforeze pojedinačne stanice u agaroznom gelu)

Komet test je relativno brz te osjetljiv postupak kojim je moguće izmjeriti kvantitativno oštećenje i popravak molekule DNA na razini pojedinačne stanice. Ova tehnika ima  prednosti u odnosu na druge genotoksične testove jer je osjetljiva u otkrivanju niske razine oštećenja DNA, može otkriti genotoksičnost u nedostatku mitotske aktivnosti, ne zahtjeva velik broj stanica po uzorku, nije skupa, jednostavno se primjenjuje i može se izvesti u kraćem vremenskom razdoblju (25). Smatra se optimalnim za otkrivanje učinaka različitih genotoksičnih tvari (26). U literaturi se najčešće spominje izvedba komet testa u alkalnim uvjetima Singh i sur. verzija (27). Alkalni uvjeti daju mogućnost otkrivanja jednolančanih i dvolančanih lomova DNA, nepotpunog ekscizijskog popravka, međulančanih veza u molekuli DNA, adukata, apurinskih i apirimidinskih mjesta, kemijskog vezanja DNA s proteinima, međulančanih veza te oksidativnih oštećenja baza. Ukoliko dolazi do oštećenja DNA, u području loma gubi se visoko organizirana struktura kromatina i negativna superzavijenost DNA te dolazi do opuštanja omči. Tijekom elektroforeze električno polje izvlači otpuštene omče i slomljene krajeve/fragmente prema pozitivno nabijenoj anodi. Određivanje relativne količine DNA koja je putovala duž gela omogućava jednostavan način mjerenja DNA lomova u pojedinačnoj stanici (28). Bivša stanična jezgra i polomljeni ulomci razvučeni u električnom polju oblikuju „glavu“ i „rep“ komete (29). Prema tom karakterističnom izgledu stanica ova tehnika je dobila naziv. Ideja je bila kombinirati gel elektroforezu s fluorescentnom mikroskopijom kako bi se mogla vizualizirati migracija oštećene DNA.

Prilikom mjerenja kometa koriste se posebni sustavi za analizu slike. Epiflorescencijski mikroskop spojen je s računalom, te uz korištenje specijalnih računalnih programa mjeri se određeni parametri kao što su (a) dužina repa, (b) % DNA u repu (26). Dužina repa određena je duljinom DNA migracije i izravno je povezana s veličinom DNA fragmenta te stupnjem oštećenja. Komet test ne daje uvid u veličinu DNA fragmenata jer fragmenti nisu odvojeni prilikom elektroforeze. No povećanjem broja lomova DNA dolazi do većeg opuštanja omči DNA, te više slobodnih krajeva može migrirati i stoga veća količina DNA putuje u rep kometa (30).  Dužina repa kometa izračunava se od sredine glave do kraja repa. Repni intenzitet linearno je povezan s razinom oštećenja, a označava količinu DNA fragmenta koji izravno upućuje na udio genoma koji je pogođen oštećenjem.(Slika 1.) Postotak DNA u repu je najpouzdaniji parametar komet testa (31, 32, 33).  
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Slika 1. Glava i rep kometa

Za utvrđivanje genotoksičnosti neke tvari, potrebno je izložiti DNA djelovanju potecijalnog genotoksina, ustanoviti postoji li oštećenje DNA, a nakon toga kvantificirati to oštećenje. Ukoliko je genetsko oštećenje malo, tijekom elektroforeze molekula DNA se isteže. Porastom broja oštećenja dijelovi DNA molekule slobodno putuju i tvore rep komete sve do krajnjeg slučaja (apoptoze) u kojoj su glava i rep komete jasno razdvojeni (26). Komet testom mogu se prepoznati i stanice u apoptozi koje karakterizira jasna razdvojenost ostatka glave i rep komete, stanice imaju "malu" glavu i "veliki" rep (34). One se ne bi se smjele uzimati u obzir tijekom analize rezultata komet testa. Komet test smatra se jednom od najosjetljivijih metoda za mjerenje lomova molekule DNA (28). 
U ovom istraživanju koristili smo alkalnu metodu prema Singhu i suradnicima (35). U svrhu izrade preparata na predmetna stakalca nanesena je 1% otopina agaroze normalne točke otapanja (NMP). Predmetna stakalca ostavljena su preko noći da se agaroza osuši. Na predmetno staklo s prethodno nanešenom 1 % NMP agarozom nanesena je suspenzija tretiranih uzoraka kulture stanica i 0,5% agaroze niske točke otapanja (LMP) nakon 24h tretmana, te nakon 24h popravka. Staklo je pokriveno pokrovnicom (24x40mm) te položeno na led i ostavljeno 10min da se polimerizira. Uklonjena je pokrovnica te su preparati uronjeni u ohlađeni (4º C) pufer za lizu (2,5M NaCl, 100mM Na2EDTA, 10mM Tris-HCl, 1% natrijev sarkozinat, 1% Triton X-100, 10% DMSO), te su drzani 1 sat na 4º C. Nakon liziranja stanica preparati su uronjeni u pufer za denaturaciju (0,3M NaOH, 1mM Na2EDTA) na 20 min na 4º C. Elektroforeza je provedena u vodoravnoj kadici za elektroforezu (LifeTechnoligies Ltd, Carlsbad, SAD), u puferu za denaturaciju istosmjernom strujom jakosti 300 mA i napona 19 V u trajanju od 20 minuta. Neutralizacija je provedena ispiranjem 0,4M Tris-HCl puferu (pH 7,5) u trajanju od 3 puta po 5 min. Zatim su stakalca isprana 3x po 5min s 70% alkoholom i 100% alkoholom. Nakon sušenja preparati su bojani otopinom  EtBr koncentracije 20 µg/ml u trajanju od 10min. Analiza preparata izvršena je epifluorescentnim mikroskopom Olympus BX51 (Tokyo, Japan). Preparati su kvantitativno analizirani pomoću programa za analizu slike Comet assay IV (Perceptive Instruments Ltd., Suffolk, Halstead, UK). Za svaki dentalni materijal analizirano je 100 stanica (2 stakalca po tretmanu), određujući pri tome duzinu repa u mikro metrima te intenzitet fluorescencije repa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost duzine repa u mikro metrima i intenzitet fluorescencije repa. Tijekom analize izbjegavali su se oštećeni dijelovi gela, kometi koji se superponiraju, te oni bez zasebne glave. Kao pozitivna kontrola korišten je vodikov peroksid (1mM) kroz 10 min na ledu. Nakon toga su stakalca pripremljena kao sto je već opisano.
3.3. STATISTIKA

Gustoća i vijabilnost prikazane su kao srednja vrijednost i standardana devijacija. Rezultate kometa smo analizirali studentovim t-testom testom koristeći program Statistica 12 (Statsoft, SAD).

4. REZULTATI

Tablica 2. Rezultati staničnosti u kulturama tijekom inicijacije, nakon tretmana i popravka, tretirane različitim stomatološkim materijalima i u kontrolnoj kulturi

	GUSTOČA STANICA

(broj st*104/ml kulture± S.D.)

	MATERIJALI
	INICIJACIJA KULTURE
	NAKON 24h TRETMANA
	NAKON 24h POPRAVKA

	DENTINSKI ADHEZIV (Excite)
	4,00
	97,75±5,13
	342,75±8,31

	HIJALURONSKA KISELINA (Gengigel Prof)
	4,00
	110,25±7,42
	252,00 ±10,61

	KALCIJ HIDROKSID (Calcicur)
	4,00
	67,50 ±3,18
	387,25±14,32

	KONTROLA
	4,00
	31,50 ±4,60
	319,00 ±7,07


Tablica 3. Rezultati vijabilnosti u kulturama tijekom inicijacije, te nakon tretmana i popravka, tretirane različitim stomatološkim materijalima i u kontrolnoj kulturi

	VIJABILNOST STANICA

(udio stanica/% ± S.D.)

	MATERIJALI
	INICIJACIJA KULTURE
	NAKON 24h TRETMANA
	NAKON 24h POPRAVKA

	DENTINSKI ADHEZIV (Excite)
	91,81±1,27
	98,72±1,14
	98,47± 1,30

	HIJALURONSKA KISELINA (Gengigel Prof)
	91,81±1,27
	98,37±0,53
	98,81± 1,19

	KALCIJ HIDROKSID (Calcicur)
	91,81±1,27
	98,89±1,20
	99,47± 0,53

	KONTROLA
	91,81±1,27
	99,21±0,79
	99,14± 0,86


Nakon 24 sata tretmana materijalima dobiveno je da sve kulture imaju imaju vijabilnost višu od 98%. Dentinskim adhezivom Excite izbrojano je 97,7*104 stanica po ml od kojih je 98,72%, bilo vijabilno, a nakon 24 sata popravka gustoća stanica se povećala na 342,7*104stanica po ml s vijabilnošću od 98,47% (Tablica 2 i 3).

Nakon 24 satnog tretmana hijaluronskom kiselinom izbrojano je 110,25*104stanica po ml kulture s 98,37 % vijabilnošću, a nakon 24h popravka 252*104 stanica po ml i vijabilnost od 98,81% (Tablica 2 i 3).

U tretmanu s preparatom kalcij hidroksida gustoća stanica iznosila je 67,5*104 stanica po ml s preživljenjem od 98,89%, a nakon popravka gustoća se povećala na 387,25*104 stanica po ml s 99,14% preživljenjem (Tablica 2 i 3).  
Tablica 4. Rezultati komet testa nakon 24h tretmana

	ALKALNI KOMET TEST (sr.vr. ± S.D.)

	TIP MATERIJALA
	Tail lenght (µm)
	Tail intensity (% DNA)

	DENTINSKI ADHEZIV (Excite)
	24,99±4,55*
	0,36±0,71*

	HIJALURONSKA KISELINA (Gengigel Prof)
	23,06±3,16*
	0,24±0,47*

	KALCIJ HIDROKSID (Calcicur)
	25,91±5,38*
	0,61±0,96

	KONTROLA
	20,33±2,62
	0,36±0,48


*p<0.05; vs. control; 
Tablica 5. Rezultati komet testa nakon 24h popravka

	ALKALNI KOMET TEST (sr.vr. ± S.D.)

	TIP MATERIJALA
	Tail lenght (µm)
	Tail intensity (% DNA)

	DENTINSKI ADHEZIV (Excite)
	25,06±3,75*
	0,19±0,30

	HIJALURONSKA KISELINA (Gengigel Prof)
	24,37±2,33*#
	0,13±0,28#

	KALCIJ HIDROKSID (Calcicur)
	24,87±3,76*
	0,30±0,45

	KONTROLA
	22,63±1,65
	0,13±0,26


*p<0.05; vs. control; #p<0.05 vs. 24h tretman;
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Slika 4. Usporedba duljine repa u V79 stanicama nakon 24-satnog tretmana dentalnim materijalima i nakon 24-satnog popravka. 
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Slika 5. Usporedba intenziteta repa  u V79 stanicama nakon 24-satnog tretmana dentalnim materijalima i nakon 24-satnog popravka. 
Vrijednosti parametara komet testa prikazani su nakon izloženosti materijala u trajanju od 24h te nakon popravka  od 24h (Tablica 4 i 5, Slika 4 i 5).  Praćena su dva osnovna parametra povećanja migracijske sposobnosti molekule DNA u agaroznom gelu. Duljina repa kometa, koja se izražava u µm, proporcionalna je broju primarnih oštećenja i određuje udaljenost na koju su od središta „jezgre“ migrirali lanci molekule DNA. Drugi je parametar intenzitet fluorescencije repa koji predstavlja postotak ukupne DNA genoma stanice koja je migrirala iz glave u rep kometa i izravno je proporcionalan intenzitetu oštećenja molekule DNA (36). Statistički značajna razlika između vremena izloženosti odnosno popavka potvrđena je analizom Studentovog t-testa. Duljina repa kometa nakon 24h popravka neznatno je veća od vrijednosti dobivenih nakon tretmana s materijalima Gengidel Prof i Excite. Duljina rep nakon 24 h popravka nenatno je manja nakon tretmana s prepraratom kalcij hidroksida (Slika 4). Statistički značajna razlika u duljini i intenzitetu repa uočena je samo u slučaju hijaluronske kiseline između 24h izloženosti i 24h popravka (Tablica 4).

Također, statistički značajna razlika uočena je uspoređujući kontrolu sa sva tri korištena materijala nakon tretmana i nakon popravka (Tablica 4 i 5). Intenzitet repa je smanjen nakon 24h popravka u odnosu na intenzitet nakon 24h tretmana (Slika 5). Intenzitet repa nakon 24h tretmana pokazao je statistički značajnu razliku između kontrole i dentinskog adheziva i kontrole i hijaluronske kiseline, dok između kontrole i kalcij hidroksida nije postojalo statistički značajne razlike (Tablica 4). Nakon 24h popravka intenzitet repa ne pokazuje statistički značajnu razliku zmeđu kontrole i sva tri korištena materijala (Tablica 5).

5. RASPRAVA

Liječenje izložene pulpe direktnim prekrivanjem ima dugu kliničku povijest. Svrha tog postupka je održavanje vitalnosti izložene pulpe. Međutim, vrlo brzo postalo je očito da pulpna rana ima tendenciju sporog cijeljenja i da obično dolazi do nekroze pulpe nakon prekrivanja. Stoga je u 1930-im vladalo mišljenje da je izložena pulpa izgubljeni organ. Današnje studije pokazuju da se direktnim prekrivanjem pulpe može uspješno sačuvati vitalnost zuba i u do 90% slučajeva ako se zadovolje klinički kriteriji i postupak se provede prema zahtjevima struke, odnosno, lege artis. Velik broj materijala i medikamenata korišteno je u svrhu prekrivanja pulpe: zlato i srebro, različiti tipovi cemenata, antiseptičke paste, kemoterapeutici, magnezijev oksid, kalcijev hidroksid, dentalni adhezivi. Pfaff je 1756. godine jatrogeno otvorenu pulpu pokušao održati vitalnom direktno je prekrivajući zlatnom folijom (36). Značajan napredak u ovom tipu liječenja bio je 1920. s pastom cink oksida i eugenola. Ovaj materijal ima blagi antiseptički učinak i dobro zatvara šupljinu. Primjećeno je da je došlo do cijeljenja izložene pulpe no bez stvaranja dentinskog mosta. 
Prvi značajniji uspjesi direktnog prekrivanja počeli su 1920. godine kada je Herman u praksu uveo kalcij hidroksid (37).  Korištenjem kalcijeva hidroksida prvi puta bilo je moguće održati pulpu zdravom, bez upale i osigurati stvaranje dentinskog mosta na mjestu na kojemu je pulpa izložena. Zbog svoje visoke alkaličnosti (pH 11,5) njegova primjena na pulpu uzrokuje sterilnu nekrozu pulpnog tkiva koji je u dodiru s pastom. Nekrotično područje je oštro ograničeno i okolna vitalna pulpa pokazuje vrlo male ili nikakve znakove upale. U prijelaznoj zoni između nekrotičnog i vitalnog tkiva nakon nekoliko dana nastaje demarkacijska zona. Ta zona je bogata kolagenom i s vremenom postaje mineralizirana. Ona predstavlja početak formacije mineralizirane barijere. Stvaranje dentina traje sve dok dentinski most ne dosegne određenu debljinu što obično traje oko 60 dana. Tada je pulpa ponovno okružena tvrdim zubnim tkivom i u uspješnim slučajevima bit će zdrava i bez upale. Stvaranje dentinskog mosta nije garancija oporavka pulpe, jer pulpa može postati nekrotična nakon što je počelo stvaranje dentinskog mosta (38). Eksperimenti s radioaktivnim ionima dokazali su da kalcijevi ioni iz cirkulacije, a ne oni iz kalcij hidroksida primjenjenog kod DPP, sudjeluju u stvaranju dentinskog mosta. Kalcijev hidroksid potiče stvaranje dentinskog mosta stvaranjem iritacije niskog stupnja u pulpnom tkivu (39). 
Za stvaranje dentinskog mosta potrebna je lagana iritacija koja isključuje prisutnost bakterija. Uzevši to u obzir, uz nedostatke kalcij hidroksida, kao što su rubno propuštanje i nepostojanost konzistencije materijala, počelo se tragati za novim materijalima. Godine 1994. predloženi su dentinski adhezivi kao alternativni materijal za direktno prekrivanje pulpe (40). Naime, oni s dentinom ostvaruju kemijsku i mikromehaničku svezu, a s caklinom samo mikromehaničku. Time omogućuju dobro rubno zatvaranje te uz dodatak antibakterijskih sastojaka i dobar batericidni učinak kroz dulje vrijeme. Korištenje adheziva kao sredstva za DPP nije opće prihvaćeno u stomatološkoj praksi, no određen broj istraživača zagovara tu metodu. Prema njima mnogo je važnije neposredno i dugotrajno biološko brtvilo kako bi došlo do cijeljenja pulpe, nego sam stimulacijski učinak materijala za DPP. Nema dugotrajnih histoloških studija o uspješnosti DPP prilikom korištenja adheziva. Unatoč nekim vrlo ohrabrujućim studijama neuspjeh direktnog prekrivanja pulpe nastaje zbog toksičnosti dentalnih adheziva. Njihova citotoksičnost ovisi o permeabilnosti dentina tako da je kod dentina visoke permeabilnosti veće prodiranje dentinskog adheziva i/ili njegovih komponenti. In vitro određivanje vijabilnosti pokazalo je citotoksičnost adheziva na odontoblastima miša i na gingivnim fibroblastima. Na citotoksičnost utječe i vrijeme polimerizacije, pri čemu su se nepolimerizirani adhezivi pokazali citotoksičniji nego polimerizirani adhezivi (41). U vodenom mediju dentinski adhezivi se otapaju i otpuštaju komponente koje mogu biti toksične: HEMA, TEGDMA. Dokazano je da HEMA u određenim koncentracijama uzrokuje apoptozu u staničnoj kulturi humanih fibroblasta. U in vitro uvjetima HEMA prodire kroz jetkane dentinske diskove, a to ponajprije ovisi o debljini dentinskog sloja, efikasnosti polimerizacije, koncentraciji i vremenu ekspozicije (6). Bis-GMA izaziva citotoksičnost na stanicama V79, ljudskim limfocitima, stanicama ljudske zubne pulpe, fibroblastima ljudske gingive, stanicama keratinocita, mišjim makrofazima (42- 45).
Unatoč citotoksičnosti dentinskih  adheziva, dobiveni rezultati pokazuju njihovo pozitivnije djelovanje na vijabilnost i staničnost izoliranih stanica (fibroblasta i odontoblasta) u odnosu na kalcij hidroksid (11). I u našem je istraživanju dentinski adheziv Excite pokazao bolje djelovanje u vidu rezultata staničnosti i vijabilnosti stanica v79.
 Zamijećeno je da hijaluronska kiselina izaziva nastanak pojačane vaskularizacije tkiva što se tumači kao posljedica izravnog djelovanja na endotelne stanice krvnih žila. U histološkom nalazu pulpe tretirane hijaluronskom kiselinom uočeno je stvaranje dentinskog mosta. Organska hijaluronska kiselina svojim djelovanjem može podražiti pulpno tkivo na aktiviranje odontoblasta i stvaranje reparatornog dentina.  Djeluje posredno tako što pridonosi stvaranju uvjeta za početak mineralizacije. Potiče migraciju različitih tipova stanica u oštećeni dio tkiva i njihovu diferencijaciju u odontoblastima slične stanice (10). U našem istraživanju hijaluronska kiselina nije pokazala citotoksično djelovanje na stanice v79, što je sukladno ranijem istraživanju utjecaja hijaluronske kiseline na odontoblaste štakora (11), te je, kao i kod primjene dentinskih adheziva i kalcij-hidroksida nakon 24 satnog tretmana, uočeno da sve kulture imaju vijabilnost višu od 98%. 

Za testiranje genotoksičnosti na mjestu primarnog kontakta između materijala i živog tkiva koristili smo metodu komet test, koji otkriva primarna, popravljiva oštećenja, u kratkom vremenskom razdoblju.

 Do sada su brojne ex vivo studije (46-48) koristile komet test u procjeni toksičnog učinka dentalnih materijala na stanice usne šupljine. Iako brojni autori navode genotoksičnost dentinskih adheziva (42-45,50) istraživanja koja su provedena komet testom (49,51) to ne potvrđuju, odnosno, dobiveni rezultati nisu ukazali na genotoksičnost adheziva. U ovom istraživanju uočili smo statistički značajno povećanje dužine repa stanicama V79, neovisno o vrsti primjenjenog materijala. Nakon 24h popravka uočen je pad intenziteta oštećenja molekule DNA, odnosno, oporavak stanica jer je intenzitet fluorescencije repa bio manji. Također, statistički značajna razlika uočena je uspoređujući kontrolu sa sva tri korištena materijala nakon tretmana i nakon popravka. Intenzitet repa je smanjen nakon 24h popravka u odnosu na intenzitet nakon 24h tretmana. Intenzitet repa nakon 24h tretmana pokazao je statistički značajnu razliku između kontrole i dentinskog adheziva i kontrole i hijaluronske kiseline, dok između kontrole i kalcij hidroksida nije postojalo statistički značajne razlike. Nakon 24h popravka intenzitet repa ne pokazuje statistički značajnu razliku između kontrole i sva tri korištena materijala. Navedeni rezultati sukladni su nalazima prijašnjih istraživanja koja ukazuju na biokompatibilnost hijaluronske kiseline. Naime, u nekim istraživanjima hijaluronska kiselina koristi se za snižavanje oksidacijskog učinka koje prozročuje EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina) i timerosal na DNA epitelnih stanica rožnice (52), odnosno, konjuktive (53), čime se štiti DNA od oštećenja. 
Naši rezultati sukladni su i nalazima brojnih autora koji su istraživali citotoksičnost i genotoksičnost kalcij-hidroksida (54-56), koji uočavaju prolazni citotoksični učinak ovog materijala, a genotoksičnost ne nalaze. Prilikom tretmana kalcij-hidroksidom, a bez prilagođavanja pH, uočili smo citotoksičnost. No u usnoj šupljini, u slini ili kroz krv koja opskrbljuje pulpu hranjivim tvarima, nalaze se puferi koji reguliraju pH. Zbog toga smo u našem istraživanju na stanicama V79 prilagodili pH da bi simulirali što stvarnije uvjete u usnoj šupljini, a naši rezultati upućuju da preparat na bazi kalcij-hidroksida nije genotoksičan.  
6. ZAKLJUČAK

Prema rezultatima ovog rada može se zaključiti da su sva tri istraživana materijala (kalcij-hidroksid, dentinski adheziv i hijaluronska kiselina)  pokazala vrlo sličan učinak na kulture stanica, te se mogu preporučiti kao biokompatibilni materijali koji su prikladni za postupak direktnog prekrivanja pulpe. Međutim, budući je praćenje kliničke primjene dentinskih adheziva neusporedivo kraće u odnosu na praćenje uspješnosti primjene kalcij-hidroksida, kalcij-hidroksid se, za sada, još uvijek čini kao „zlatni standard“ među materijalima za direktno prekrivanje pulpe. Pritom se mora  naglasiti da, prema dosadašnjim istraživanjima, i hijaluronska kiselina, kao materijal koji se tek istražuje u svrhu direktnog prekrivanja pulpe, daje izvrsne rezultate u poticanju stvaranja dentinskog mosta i čuvanju vitalnosti pulpe te pokazuje iznimno visoki stupanj biokompatibilnosti prema zubnim tkivima.

Zaključno se može reći da niti jedan materijal koji se koristi za prekrivanje pulpe nije idealan jer svaki od njih ima prednosti i nedostatke. Stoga se terapeutu prepušta izbor koji  će  materijal koristiti za direktno prekrivanje pulpe. 
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9. SAŽETAK
MONIKA MEDVED, IZIDORA MISER

PROCJENA CITOTOKSIČNOG I GENOTOKSIČNOG UČINKA HIJALURONSKE KISELINE, PREPARATA NA BAZI KALCIJ HIDROKSIDA I DENTINSKIH ADHEZIVA NA STANIČNU LINIJU V 79
Svrha ovog rada je bila istražiti koliko su suvremeni dentalni materijali koji se rabe za direktno prekrivanje pulpe (preparati na bazi kalcij-hidroksida i dentinski adhezivi), kao i hijaluronska kiselina, sigurni za kliničko korištenje i mogu li djelovati citotoksično te genotoksično na stanice V79. U radu su  korišteni hijaluronska kiselina Gengigel (Prof®, Ricerfarma Srl, Italy), dentinski adheziv (Excite, Ivoclar Vivadent, Liechtenstein) te preparat kalcijevog hidroksida (Calcicur, Voco).  Istraživnje učinka navedenih materijala  na održivost staničnog života linije V 79 provedeno je određivanjem gustoće i vijabilnosti tretiranih stanica, a genotoksični učinak istih matreijala primjenom alkalnog komet testa. Pratio se utjecaj navedenih dentalnih materijala na staničnu liniju V 79 uslijed 24 h izlaganja stanica tim materijalima, a nakon 24 sata popravka (bez izloženosti dentalnim materijalima) testovi su ponovljeni. Gustoća i vijabilnost prikazane su kao srednja vrijednost i standardana devijacija. Rezultate kometa analizirani su studentovim t-testom testom koristeći program Statistica 12 (Statsoft, SAD). Nakon 24 sata izloženosti dentalnim materijalima dobiveno je da sve kulture imaju vijabilnost višu od 98%, dok je gustoća stanica bila značajno smanjena. Nakon 24 sata popravka gustoća stanica se oporavila, a vijabilnost je, također, bila iznad 98% kod adheziva i hijaluronske kiseline, dok je kod kalcij-hidroksida bila preko 99%. Statistički značajna razlika između vremena izloženosti stanica istraživanim materijalima, odnosno popravka, potvrđena je analizom Studentovog t-testa. Duljina repa kometa nakon 24h popravka neznatno je veća od vrijednosti dobivenih nakon tretmana s materijalima Gengidel Prof i Excite. Duljina repa nakon 24 h popravka neznatno je manja nakon tretmana s prepraratom kalcij hidroksida. Statistički značajna razlika u duljini i intenzitetu repa uočena je samo u slučaju hijaluronske kiseline između 24h izloženosti i 24h popravka.
Također, statistički značajna razlika uočena je uspoređujući kontrolu sa sva tri korištena materijala nakon tretmana i nakon popravka. Intenzitet repa je smanjen nakon 24h popravka u odnosu na intenzitet nakon 24h tretmana. Intenzitet repa nakon 24h tretmana pokazao je statistički značajnu razliku između kontrole i dentinskog adheziva i kontrole i hijaluronske kiseline, dok između kontrole i kalcij hidroksida nije postojalo statistički značajne razlike. Nakon 24h popravka intenzitet repa ne pokazuje statistički značajnu razliku između kontrole i sva tri korištena materijala.

Na temelju dobivenih rezultata razvidno je da istraživani dentalni materijali za DPP (kalcij-hidroksid, dentinski adhezivi i hijaluronska kiselina) ne pokazuju citotoksični i genotoksični utjecaj na tretirane stanice.

KLJUČNE RIJEČI: hijaluronska kiselina, kalcij hidroksid, dentinski adhezivi, komet test, stanična linija V79
10. SUMMARY
MONIKA MEDVED, IZIDORA MISER

THE ASSESSMENT OF CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECT OF HYALURONIC ACID, CALCIUM HYDROXYDE BASE MATERIAL AND DENTAL BONDING AGENTS ON V 79 CELL LINE
The purpose of this research was to determine the safety of dental materials used for direct pulp capping (calcium hydroxide and dental adhesive) and also hyaluronic acid in terms of their possible cytotoxic and genotoxic effect on V79 cell line. In this research hyaluronic acid Gengigel (Prof®, Ricerfarma Srl, Italy), dental adhesive (Excite, Ivoclar Vivadent, Liechtenstein), and calcium hydroxide Calcicur, Voco) were used. The research of the impact of aforementioned materials on the viability of the cell line V 79 was carried out by determining the density and viability of the treated cells, and to evaluate the genotixic effects of the same materials, alkaline comet assay was used. The influence of these materials was observed after 24 hours of exposure to the materials and after 24 h of recovery (without  exposure to materials) tests were repeated. The cell density and the viability were presented as a mean value and a standard deviation. The results of the comet assay were analyzed by Student's t-test using Statistica 12 software (StatSoft, USA) test programme. 
After 24 h of exposure to dental materials all cultures had a viability higher then 98 %, while the cell density was significantly reduced. After 24 h of repair the cell density was recovered, and viability was also above 98% for adhesives and hyaluronic acid, while the calcium hydroxide was over 99%. A statistically significant difference between the time of exposure of cells to the researched materials, or recovery, was confirmed by analysis of Student's t- test. The comet tail length, after 24 h of recovery, slightly increased from the values obtained after the treatment with Gengigel Prof and Excite. The tail length, after 24 h of recovery, was slightly lower after the treatment with calcium hydroxide. A statistically significant difference in tail length and  tail intensity was observed only in the case of hyaluronic acid between 24h of exposure to the material and 24 h of recovery. 
Also, a statistically significant difference was observed while comparing  the control culture with all the used materials after the treatment and after recovery. The tail intensity was reduced after 24 h of recovery in relation to the intensity of tail 24 h after the treatment. The tail intensity after 24 h of treatment showed a statistically significant difference between the control culture and dentin adhesive, and control culture and hyaluronic acid. Between calcium hydroxide and  the control culture there was no statistically significant difference. After 24 h of recovery the tail intensity showed no statistically significant difference between the control culture and all three used materials.

Acccording to the obtained results, it is evident that dental materials used in this research (calcium hydroxide, dental adhesive and hyaluronic acid) didn't show any cytotoxic and genotoxic effects on the treated cells.

KEY WORDS: hyaluronic acid, V79 cell line, calcium hydroxide base material, dental bonding agent, comet assay


