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KRATICE

MM MTA - engl. mineral oxide aggregate, hrv. mineralni trioksidni agregat

BMP - engl. bone morphogenic protein, hrv-kostani morfogenetski proteini

MTT - engl. 3-(4,5-di methyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, hrv. 3-(4,5-
dimetil tiazol-2-il)-2,5difeniltetrazolium bromid

DMSO - engl. dimethyl sulfoxide, hrv. dimetil sulfoksid

ATCC - engl. American Type Culture Collection, hrv. Americka zbirka kultura stanica
DMEM - engl. Dulbecco's modified Eagle's medium, hrv. Dulbecco modificirani Eagle
medij

SGF - engl. short glass fibers, hrv. kratka staklena vlakna

FBS - engl. fetal bovine serum, hrv. fetalni govedi serum

CAL27 - engl. human tongue squamous carcinoma cell, hrv. humane stanice karcinoma
jezika

PS - engl. penicillin-streptomycin, hrv. penicilin-streptomicin

FCS - engl. fetal calf serum, hrv. fetalni tele¢i serum

PBS - engl. phosphate-buffered saline, hrv. fizioloska otopina puferirana fosfatnim puferom
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1. UvoD

Mineralni trioksidni agregat (engl. mineral oxide aggregate, MTA) jedan je od najcesce
primjenjivanih kalcij-silikatnih materijala u suvremenoj dentalnoj medicini zahvaljujuci svojim
izvanrednim svojstvima. Originalna formulacija materijala bila je Portland cement i bizmutov
oksid, koji je materijalu osiguravao radiokontrastnost, medutim, dana$nji sastav primarno ¢ine
Cestice trikalcij-silikata, dikalcij-silikata i aluminijevog silikata, uz dodatak radioopakera (1).
Primjena MTA materijala je indicirana za direktno prekrivanje pulpe, zatvaranje perforacija
korijena, a budué¢i da MTA osigurava dobro brtvljenje, koristi se i za ortogradno te retrogradno

punjenje korijenskih kanala (2).

Jedna od kljuc¢nih karakteristika MTA-a je njegova bioaktivnost koja ovisi 0 sposobnosti
hidrolize i proizvodnje kalcijevog hidroksida, koji je odgovoran za stvaranje sloja apatita (3).
Nakon kontakta s vodom, produkt hidratacije, kalcijev hidroksid, disocira na kalcijeve i
hidroksilne ione (4). Kalcijevi ioni mogu potaknuti diferencijaciju osteoblasta i stanica pulpe
omogucujuci mineralizaciju tvrdog tkiva te modulirati kostane sijaloproteine i morfogenetske
proteine (engl. bone morphogenic protein, BMP), kao i pojacati aktivnost pirofosfataze, koja
pomaze u promicanju mineralizacije i stvaranju dentinskog mosta (5). Alkalni pH, koji nastaje
oslobadanjem hidroksilnih iona, takoder moze stimulirati alkalnu fosfatazu i oslobadanje BMP-
2, sto takoder igra ulogu u procesu mineralizacije (4, 5). Visoka pH vrijednost (12.5) takoder
stvara izrazito alkalno okruzenje pogodno za antimikrobno djelovanje, Sto dodatno doprinosi
njegovoj ucinkovitosti u endodontskoj terapiji, osobito u uvjetima visoke vlage korijenskih
kanala (6).

Poceci klinicke primjene ovog materijala bili su vezani za ruéno mijesanje dviju komponenti
cementa, praska i tekucine (7). Takav nain pripreme materijala znacio je i veéi rizik za
neuspjeh zahvata obzirom na ovisnost o ljudskom ¢imbeniku. Pojavom MM MTA (Micro-
Mega, Besacon, Francuska) kao kapsuliranog oblika MTA, uvelike se olakSala manipulacija
materijalom, preciznost aplikacije, ali se time osigurao optimalan i preporuc¢eni omjer praha i
tekucine prilikom mijeSanja. Takoder, dodatak kalcijevog karbonata u sastav MM MTA ubrzao

je vrijeme stvrdnjavanja i time unaprijedilo i olaksalo klinicku uporabu materijala (8).

Unato¢ brojnim prednostima MTA, Cesto se u literaturi kao potencijalni nedostaci navode dugo
vrijeme stvrdnjavanja, otezano rukovanje materijalom i diskoloracija tvrdih zubnih tkiva (9,
10). Modificiranje sastava MTA dovelo je do pobolj$anja kemijskih, mehanickih i bioloskih

svojstva, rjeSavanja problema diskoloracije i skra¢enog vremena stvrdnjavanja (7).



Modifikacije materijala uklju¢uju promjene njegovog sastava, bilo da je rije¢ o promjenama
omjera gradivnih elemenata materijala, odnosno praha i tekuéine, ili dodavanja razlicitih
organskih i anorganskih cestica. Cilj svake modifikacije je dobiti bolju verziju postojeceg
materijala kako bi se olaksalo rukovanje materijalom i poboljsala svojstva materijala, a time i

uspjesnost terapije (7).

Tako je dodavanje cink oksida u strukturu MTA rezultiralo eliminacijom problema
diskoloracije, a da pritom nije kompromitiralo mikrotvrdo¢u materijala (11). Eskandarinezhad
i sur. (12) su utvrdili da dodavanje cink oksida i hidroksiapatitnih nanocestica u strukturu
bijelog MTA nije dovelo do smanjenja tlatne Cvrstoce, jednog od najvaznijih svojstava
dentalnih materijala (12). Time je dodatno potvrdena sigurnost budu¢ih modifikacija ovog
materijala nanocesticama s obzirom na prednosti dodavanje Cestica hidroksipapatita u sastav
materijala (12). Pokazalo se da dodavanje galne kiseline u strukturu MTA dovodi do znacajnog
smanjenja vremena stvrdnjavanja (13). Dodavanje staklenih vlakana otpornih na alkalne uvjete
povecalo je otpornost na frakture, kako kod MTA, tako i kod Biodentina (14). Modiciranje
MTA dodatkom kofeinske kiseline dovelo je do poboljsanje adhezije i proliferacije fibroblasta
unutar zubne pulpe te do pojaane angiogeneze i osteogeneze (15). Dodatak PBS-a (engl.
phosphate-buffered saline, hrv. fizioloSka otopina puferirana fosfatnim puferom) u strukturu
MTA rezultiralo je povecanjem otpornosti korijena zuba na frakture (16). Odredene
modifikacije su pomogle u rjesavanju nedostataka samog materijala, a nekima se postize
poboljsanje ve¢ postojecih osobina materijala pa je tako dodatak 5% kalcij fluorida povecao
uspjesnost regeneracije pulpe bez negativnih posljedica na topljivost materijala ili njegovo

vrijeme stvrdnjavanja (17).

Modifikacija MM MTA dodatkom 5% i 10% kratkih staklenih vlakana je pokazala poboljsanje
mikrotvrdoce i tlaéne ¢vrstoce MM MTA (18). Poboljsanje navedenih mehanickih svojstava
pozitivno utjece na trajnost samog materijala, ali i uspjesnost zahvata uzevsi u obzir da je MTA

izlozen mastikatornim silama (18).

Medutim, ako se modifikacijom MTA materijala dobiju bolja mehanicka svojstva materijala,
vazno je da bioloska svojstva novoformiranog materijala nisu losija kako bi se izbjegao
potencijalan Stetan utjecaj na vitalna tkiva s kojima materijal dolazi u kontakt, poput pulpe ili

periapikalnih tkiva.

Bioloska svojstva materijala odnose se na nacin na koji materijali ostvaruju interakciju s

ljudskim tkivima (19). Biokompatibilni materijali su oni materijali koji u medudjelovanju s



ljudskim tijelom ostvaruju prikladan bioloski odgovor (20). Naime, interakcija svakog
materijala moZe rezultirati reakcijom preosjetljivosti, citotoksicnom reakcijom ili pak
genotoksi¢nom reakcijom organizma na uneseni materijal. Kako bi se potvrdila
biokompatibilnost materijala u dentalnoj medicini, potrebno je provesti bioloska ispitivanja u

kulturi stanica (in vitro) ili na Zivotinjama (in vivo) (21).

Prema dostupnoj literaturi, ne postoje istrazivanja o citotoksiénom uc¢inku MM MTA

modificiranog dodatkom 5% i 10% kratkih staklenih vlakana.

Svrha ovog istraZzivanja bila je ispitati in vitro citotoksi¢nost komercijalno dostupnog MM
MTA, kao i njegovih modifikacija s dodatkom 5% i 10% kratkih staklenih vlakana i samih
kratkih staklenih vlakana na stanicama karcinoma jezika i fibroblastima.



2. HIPOTEZA

Nulta hipoteza ovog rada je da ne postoji razlika u citotoksi¢nosti izmedu komercijalno
dostupnog MM MTA, njegovih modifikacija s dodatkom 5% i 10% kratkih staklenih vlakana

te samih kratkih staklenih vlakana.



3. MATERIJALI | METODE RADA

Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Stomatoloskog fakulteta u Zagrebu (KLASA: 003-
01/25-05/07, URBROJ: 251-60-4/119-11, datum, 3. srpnja 2025.). U istrazivanju je ispitana
citotoksi¢nost tri kapsulirana materijala: 1) komercijalno dostupan MM MTA (Micro-Mega,
Besacon, Francuska), (Tablica 1 i Slika 1); 2) MM MTA s dodatkom 5% kratkih staklenih
vlakana (engl. short glass fibers, SGF); 3) MM MTA s dodatkom 10% SGF te vlakana koja su
dodana u MM MTA: 4) SGF, 10% (0,03 g), (Slika 2). Za modificirane materijale, MTA prah
bio je uklonjen iz kapsule za 5% i 10% mase, a dodalo se 5% ili 10% SGF duzine 140 pm i
promjera 6 um (Central Glass Co., Tokio, Japan) (Slike 3-5). Uzorci MM MTA te modifikacije
MM MTA s dodacima 5% i 10% SGF bili su zamijesani po uputama proizvodaca.

Tablica 1. Vrsta, proizvodac i sastav kapsuliranog MM MTA

VRSTA .
MATERIJAL MATERIJALA PROIZVODAC SASTAV
Prah: trikalcijev silikat, dikalcijev
Kalcii-silikatni Micro-Mega | silikat, trikalcijev aluminat,
MM MTA J (Besangon, kalcijev karbonat, kalcijev sulfat i
cement . :
Francuska) bizmutov oksid
Tekudina: destilirana voda




n

Slika 1. MM MTA

Slika 2. Staklena vlakna



Slika 3. Otvorena kapsula MM MTA

Slika 4. Mjerenje 0,03 g (10%) staklenih vlakana na preciznoj vagi



Slika 5. Dodavanje odvaganih kratkih staklenih vlakana u kapsulu MM MTA




3.1. Priprema uzoraka i radnih otopina

Uzorci konvencionalnog MM MTA te modifikacije MM MTA s dodacima 5% i 10% SGF
zamije$ani su prema uputama proizvodaca. Uzorci su pomocu aplikatora postavljeni u bunarice
plocice s 24 bunarica te su prekriveni s 2 mL hranjivog medija DMEM (engl. Dulbecco's
modified Eagle's medium, hrv. Dulbecco modificirani Eagle medij, Sigma Aldrich, SAD) s
10% fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine serum, FBS, Sigma Aldrich, SAD), (Slika 7)
nakon ¢ega su pohranjeni u inkubator (Heracell 150, Thermo Fisher Scientific, Seoul, Koreja)
pri temperaturi od 37°C tijekom 24 h (Slika 8). S obzirom na netopivost uzoraka u mediju te
njihovo spontano trganje u manje komade, medij je filtriran filtrom s porama od 0,2 um (SPE
Polyethersulfone syringe filters, CHMlab, Terassa, Barcelona, Spanjolska), (Slika 9) kako bi se

osigurala ¢istoca i sterilnost filtrata.

Slika 7. Pripremljeni uzorci svih ispitivanih skupina prekriveni medijem



Slika 8. Inkubator
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Slika 9. Filter s porama od 0,2 pm za filtriranje uzoraka

3.2.  Uzgoj stanica

U radu su koriStene dvije linije stanica, ljudske tumorske stanice raka jezika CAL27 (engl.
human tongue squamous carcinoma cell) iz banke stanica i tkiva American Type Culture
Collection (ATCC, hrv. Americka zbirka kultura stanica, Rockville, SAD), (Slika 10) i
fibroblasti (Slika 11), model normalne humane linije stanica, izolirani iz zdravog donora. Sve
stanice su uzgojene u inkubatoru pri 37°C, u mjesavini zraka s 5% CO2. Za uzgoj stanica,
koristen je hranjivi medij DMEM obogacen s 10% fetalnog teleceg seruma (engl. fetal calf
serum, FCS) uz dodatak antibiotika, penicilin-streptomicin (engl. penicillin-streptomycin, PS)

(Slika 12). Stanice su rasadivane dva puta tjedno kako bi se osigurao njihov optimalan rast.
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Postupak rasadivanja stanica podrazumijevao je uklanjanje hranjivog medija DMEM-a u kojem
su stanice prethodno rasle. Nakon uklanjanja medija slijedila je tripsinizacija stanica dodatkom
proteolitickog enzima tripsina nakon ¢ega je provedena inkubacija u inkubatoru 3-5 minuta pri
temperaturi od 37°C i vlaznoj atmosferi s 5% CO2, prilikom ¢ega je doslo do odvajanja
adherentnih stanica jednih od drugih, ali i od same podloge. Naposljetku, stanice su se
resuspendirale u svjezem hranjivom mediju ¢ime se ostvarila inaktivacija tripsina. Dio stani¢ne
suspenzije bio je odvojen i koriSten za provodenje eksperimenata, a ostatak je bio vracen u

inkubator u svrhu odrzavanja stanica u kulturi.

Slika 10. Kultura stanica CAL27

Slika 11. Fibroblasti, mikroskopsko povecanje od 10%x/0,25 NA
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SIGMA-ALDRICH CORPORATION
3050 Spruce Street

St. Louis, MO 63103 USA
+1-314-771-5765
SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH

M,
- Riedstr. 2, 89555 Steinhelm, Germany -+49 7329 570
M ' liplhe c Ktn, Darmstadt, Germany

Cat. No. D5796-500ML Lot No. RNE

Made in GB
Dulbecco’s Modified Eagle's
Medium - high glucose |
With 4500 mg/L glucose, L-glutamine, and sodium
e e sk
DME, DMEM
Size:
Expiration Date:
Storage:

Slika 12. Hranjivi medij DMEM s 10% fetalnog govedeg seruma uz dodatak antibiotika

3.3. Nasadivanje stanica i tretiranje stanica materijalima

Rad sa stani¢nim kulturama proveden je u sterilnim uvjetima. Broj stanica u suspenziji stanica
izmjeren je KkoriStenjem brojaca stanica (Countess 3, Automated Cell Counter, Life
Technologies Corporation, Washington, USA), (Slika 13 a i b). Obje vrste stanica bile su
nasadene u koncentraciji od 5x10° stanica u 180 pL medija po jednom bunari¢u plodice s

ukupno 96 bunarica. Zbog pojednostavljenja, mikrotitarska plocica je podijeljena u Cetiri dijela
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koja su ozna¢ena oznakama od 1-4 (Slika 14). Oznaka 1 predstavljala je bunari¢e u kojima su
stanice bile tretirane konvencionalnim MM MTA u dvostrukim razrjedenjima, oznaka 2
predstavljala je bunarice u kojima su stanice bile tretirane MM MTA s dodatkom 5% SGF u
dvostrukim razrjedenjima, 0znaka 3 je predstavljala bunari¢e u kojima su stanice bile tretirane
MM MTA s dodatkom 10% SGF u dvostrukim razrjedenjima, a 0znaka 4 su bunari¢i u kojima
su stanice bile tretirane SGF u dvostrukim razrjedenjima (Slika 14). Unutar svakog oznacenog
odjeljka, prvi vertikalni red bunari¢a predstavljao je stanice izloZene ¢istom mediju koji je
sluzio kao kontrola, drugi red stanica bio je izlozen uzorku materijala u 100% koncentraciji, a
svaki sljedeci vertikalni red bila je poCetna koncentracija uzorka u dvostrukom razrjedenju Sto
nas dovodi do toga da smo sva ¢etiri materijala ispitivali u ukupno 5 koncentracija, odnosno 4

razrjedenja.
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Slika 13. a) Uredaj za mjerenje koncentracije stanica; b) Broj¢ana vrijednost stanica koju je

uredaj izmjerio u suspenziji stanica
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Slika 14. Mikrotitarska ploc¢ica podijeljena 0znakama od 1-4 u cetiri odjeljka za Cetiri

razli¢ita materijala

3.4. MTT test

U svrhu odredivanja djelovanja materijala na prezivljenje stanice, koristen je 3-(4,5-dimetil
tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium  bromid (engl. 3-(4,5-di methyl thiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, MTT) test koji je Siroko primjenjivan kolorimetrijski test za
mjerenje metabolizma stanice temeljen na sposobnosti mitohondrijskih enzima, konkretno

mitohondrijske reduktaze, da reducira Zutu tetrazolijevu sol u ljubicaste kristale formazana.

Stanice karcinoma jezika i fibroblasti su se nakon inkubacije u tripsinu i resuspendiranja u
hranjivom mediju DMEM nasadili u bunari¢e mikrotitarske plo¢ice s 96 bunarica (5x10° stanica
u 180 pL medija DMEM po bunaric¢u). Stanice su nakon 24 sata tretirane uzorcima prethodno
pripremljenih materijala u razli¢itim koncentracija. Uc¢inak svake koncentracije materijala
ispitivan je u kvadriplikatu. Nakon 72 h inkubacije stanica s uzorcima materijala, medij je
uklonjen iz bunarica, a dodano je 40 puL 0.5 mg/mL otopine MTT (Slika 15 a-c). Stanice su
inkubirane 3 h pri 37°C, a potom su otopljene u volumenu od 170 pL dimetil sulfoksida (engl.
dimethyl sulfoxide, DMSO) po bunari¢u. Svrha tretiranja stanica dimetil sulfoksidom bila je u

16



otapanju ljubicastih kristala formazana nastalih redukcijom tetrazolijske soli. Vizualno,
intenzitet ljubiCastog obojenja dobivenog otapanjem formazana bio je proporcionalan
vijabilnosti stanica (Slika 16). Kako bi se dobili numeric¢ki podaci o broju prezivjelih stanica,
apsorbancija boje izmjerena je pomocu spektrofotometra (Spark (Multimode Microplate
Reader), Tecan, Mannedorf, Svicarska) s ¢itatem za mikrotitarske ploice pri valnoj duljini od

600 nm.
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Slika 15. a) Postupak provodenja MTT testa — pripremljena suspenzija MTT reagensa i
medija; b) Postupak provodenja MTT testa — aplikacija pripremljene suspenzije pomocu
pipete u bunari¢e nakon prethodno uklonjenog medija iz bunariéa; c) Izgled bunari¢a nakon

aplikacije pripremljene suspenzije
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Slika 16. Vizualni prikaz intenziteta ljubicastog obojenja kao rezultata MTT testa

3.5.  Statisticka analiza

Statisticka analiza provedena je metodom dvosmjerne analize varijance, odvojeno za dva tipa
stanica. Kod statisticki znacajnih razlika, razlike izmedu pojedinih skupina usporedene su post
hoc LSD testom. Sve analize izvrSene su General Linear Model modulom programa SPSS

(IBM, USA), v.20. Razina statisti¢ke znac¢ajnosti je bila postavljena na 5%.
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4. REZULTATI

Za MM MTA, u kulturi CAL27, dokazana je statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu koncentracija
od 0.75 g/mL i 1.5 g/mL te kontrole (p=0.001 i p<0.001) $to upucuje na to da su navedene

koncentracije uzrokovale citotoksi¢nost (Tablica 2).

U kulturi CAL27 koje su bile izlozene MM MTA+5% SGF, zabiljezena je statisticki znacajna
razlika izmedu koncentracije od 1.5 g/mL i kontrole te ostalih koncentracija (p<0.001) ¢ime je

dokazano da je samo spomenuta najveca koncentracija uzrokovala citotoksi¢nost (Tablica 2).

U kulturi CAL27 koje su bile izlozene MM MTA+10% SGF, nije zabiljezena statisticki
znacajna razlika u broju prezivjelih stanica u kulturi $to znaci da nije uocena citotoksi¢nost u

testiranim koncentracijama (p>0.05), (Tablica 2).

U kulturi CAL27 koje su bile izlozene samim staklenim vlakanima, nije bilo statisticki
znacajnih razlika u broju prezivjelih stanica ovisno o koncentraciji materijala (p>0.05) Sto

upucuje na zakljucak da nije pronadena citotoksi¢nost u testiranim koncentracijama (Tablica

2).

Ako se izracuna linearna ovisnost koncentracije materijala i citotoksi¢nog uc¢inka u kulturi
CAL27, pronalazi se znacajna linearnu povezanost kod skupina MM MTA i MM MTA+5%
SGF (R?vrijednosti su 0.473 i 0.669), dok ista nije pronadena kod MM MTA+10% SGF i samih
staklenih vlakana (R? 0.075 i 0.084), (Slika 17).

U kulturi stanica fibroblasta koje su bile izlozene MM MTA, postoji statisticki znacajna razlika
izmedu koncentracija od 0.035 g/mL, 0.75 g/mL i 1.5 g/mL te kontrole (p=0.041, p=0.001 i
p<0.001), (Tablica 3). Sve tri koncentracije statisti¢ki se znacajno razlikuju i od svih ostalih
mjerenih koncentracija te je dokazan citotoksi¢ni uc¢inak pri koncentracijama od 0.035 g/mL
koji znacéajno raste s povecanjem koncentracije (Tablica 3). Kod koncentracije od 0.000875
g/mL, zabiljezeno je statisticki znacajno veci broj zivih stanica u usporedbi s kontrolnom

skupinom (p<0.001), (Tablica 3).

Za MM MTA+5% SGF, u kulturi fibroblasta, dokazana je statisti¢ki znacajna razlika izmedu
koncentracija od 0.75 g/mL i 1.5 g/mL te kontrole (p<0.001) $to upucuje na zakljucak da je
prisutan citotoksi¢ni u¢inak u koncentracijama od 0.75 g/mL i 1.5g/mL (Tablica 3). Za dvije
manje koncentracije, 0.000875 g/mL i 0.00175 g/mL, zabiljeZen je statisticki znacajno veéi broj

zivih stanica u usporedbi s kontrolom (p<0.001), (Tablica 3).
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U kulturi stanica fibroblasta koje su bile izlozene MM MTA+10% SGF, statisticki je znacajna
razlika izmedu kontrole i koncentracija od 0.75 g/mL i 1.5 g/mL (p<0.001) $to znaci da su
spomenute koncentracije uzrokovale citotoksi¢nost (Tablica 3). Kod koncentracije od 0.000875
g/mL, statisticki je bilo znacajno vise zivih stanica u usporedbi s kontrolom (p<0.001), (Tablica
3).

U kulturi stanica fibroblasta koje su bile izlozene samim staklenim vlakanima, nije bilo
statisticki znacajnih razlika u broju prezivjelih stanica ovisno 0 koncentraciji materijala
(p>0.05), sto upucuje na zakljutak da nije pronadena citotoksi¢nost u testiranim

koncentracijama (Tablica 3).

Ako se izracuna linearna ovisnost koncentracije i citotoksi¢nog u¢inka u kulturi fibroblasta,
pronalazi se znacajna linearna povezanost kod svih materijala (R? vrijednosti su 0.929, 0.900,
0.932, 0.443 redom za MM MTA i MM MTA+5% SGF, MM MTA+10% SGF i SGF), sto
upucuje na jako veliku povezanost citotoksic¢nosti i koncentracije za MM MTA, MM MTA+5%
SGF i MM MTA+10%, SGF jer se vise od 90% razlika u citotoksi¢nosti moze objasniti
linearnim rastom koncentracije, a manja je povezanost koncentracije i citotoksi¢nosti za sama

staklena vlakna, gdje je taj postotak samo 44% (Slika 18).
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Tablica 2. Aritmeticka sredina, standardna devijacija i interval pouzdanosti za sve skupine

ispitanih kalcij-silikatnih materijala i staklenih vlakana na CAL27

95% interval pouzdanosti

materijal koncentracija aritme-tiéka stan(-:i-ar(-:i-na donja gornja
sredina devijacija _ _
granica granica
kontrola 0.757 0.024 0.709 0.805
0.000875 g/mL 0.667 0.024 0.619 0.715
0.00175 g/mL 0.678 0.024 0.630 0.726
MM MTA
0.035 g/mL 0.663 0.024 0.615 0.711
0.75 g/mL 0.613 0.024 0.565 0.661
1.5g/mL 0.585 0.024 0.537 0.633
kontrola 0.701 0.024 0.653 0.749
0.000875 g/mL 0.748 0.024 0.700 0.796
MM MTA+5% | 0.00175 g/mL 0.742 0.024 0.694 0.790
SGF 0.035 g/mL 0.746 0.024 0.698 0.794
0.75 g/mL 0.741 0.024 0.693 0.789
1.5g/mL 0.438 0.024 0.390 0.486
kontrola 0.720 0.024 0.672 0.768
0.000875 g/mL 0.640 0.024 0.592 0.688
MM MTA+10% | 0.00175 g/mL 0.655 0.024 0.607 0.703
SGF 0.035 g/mL 0.643 0.024 0.595 0.691
0.75 g/mL 0.669 0.024 0.621 0.717
1.5 g/mL 0.619 0.029 0.560 0.678
kontrola 0.655 0.024 0.607 0.703
0.000875 g/mL 0.752 0.024 0.704 0.800
0.00175 g/mL 0.703 0.024 0.655 0.751
10% SGF
0.035 g/mL 0.685 0.024 0.637 0.733
0.75 g/mL 0.679 0.024 0.631 0.727
1.5g/mL 0.664 0.024 0.616 0.712

22




CAL27

0,800

0,700 [ %\ R

0,600 \BT .......
0,500

5
s
g
=
=
>N
i \ MTA
B e MTA+5%SGF
= 0,400
£ MTA+10%SGF
£ 0,300 SGF
]
-
20,200
(5]
=
£ 0,100
<
0,000

kontrola 0.000875 0.00175 0.035 0.75g/mL 1.5g/mL
g/mL g/mL g/mL

koncentracija

Slika 17. Grafi¢ki prikaz odnosa koncentracije i aritmeti¢ke sredine udjela Zivih stanica u

kulturi CAL27 za svaki ispitani materijal
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Tablica 3. Aritmeticka sredina, standardna devijacija i interval pouzdanosti za sve skupine

ispitanih kalcij-silikatnih materijala i staklenih vlakana na fibroblastima

95% interval pouzdanosti

materijal koncentracija aritme-tiéka stan(-j-ar(.j-na donja gornja
sredina devijacija _ _
granica granica
kontrola 0.542 0.011 0.519 0.565
0.000875 g/mL 0.626 0.011 0.603 0.648
0.00175 g/mL 0.563 0.011 0.540 0.586
MM MTA
0.035 g/mL 0.492 0.011 0.469 0.515
0.75 g/mL 0.387 0.011 0.364 0.409
1.5g/mL 0.153 0.011 0.130 0.176
kontrola 0.480 0.011 0.457 0.503
0.000875 g/mL 0.625 0.011 0.602 0.648
MM MTA+5% | 0.00175 g/mL 0.560 0.011 0.537 0.583
SGF 0.035 g/mL 0.482 0.011 0.459 0.505
0.75 g/mL 0.332 0.011 0.309 0.355
1.5g/mL 0.126 0.011 0.103 0.149
kontrola 0.531 0.011 0.508 0.554
0.000875 g/mL 0.602 0.011 0.579 0.625
MM MTA+10% | 0.00175 g/mL 0.578 0.011 0.555 0.601
SGF 0.035 g/mL 0.519 0.011 0.496 0.541
0.75 g/mL 0.413 0.011 0.390 0.436
1.5g/mL 0.197 0.011 0.174 0.220
kontrola 0.503 0.011 0.480 0.526
0.000875 g/mL 0.536 0.013 0.509 0.562
0.00175 g/mL 0.537 0.011 0.514 0.560
10% SGF
0.035 g/mL 0.498 0.011 0.475 0.520
0.75 g/mL 0.476 0.011 0.453 0.499
1.5g/mL 0.466 0.011 0.443 0.489
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kulturi fibroblasta za svaki ispitani materijal
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S. RASPRAVA

Suvremeni moderni pristup dentalnoj medicini ¢iji je imperativ na minimalno invazivnim
zahvatima s ciljevima oc¢uvanja tvrdih zubnih tkiva i ocuvanja vitaliteta pulpe bio bi gotovo
nemogu¢ bez uporabe materijala koji ostvaruju bioloski uc¢inak poti¢uci aktivnost pulpo-
dentinskog kompleksa i shodno tome, bioloski odgovor (22). Bioloski u¢inak MTA vidljiv je u
njegovoj biokompatibilnosti koju ostvaruje sa stanicama zubne pulpe i parodontnog ligamenta,
ovisno o indikaciji primjene materijala (23). Da bi se materijal smatrao biokompatibilnim,
njegova interakcija s ljudskim stanicama i tkivima mora rezultirati izostankom lokalne ili
sustavne citotoksi¢nosti, genotoksi¢nosti ili kancerogenosti (24). Osim biokompatibilnosti,
MTA posjeduje biolosko svojstvo bioaktivnosti koje podrazumijeva otpustanje molekula

ostvarujuci time biomineralizacijski, antimikrobni ili regenerativni u¢inak (24).

Osim bioloskih svojstava, vazna 0sobina materijala su i njegova mehanicka svojstva: krhkost,
vla¢na, tla¢na, smi¢na i savojna cvrstoca, elasticnost, otpornost na lom, tvrdoca, savitljivost
(25). Modifikacija MM MTA materijala dodatkom 5% i 10% SGF pokazala je statisticki
znacajnu razliku i pobolj$anje mikrotvrdo¢e i kompresivne ¢vrstoce u odnosu na
konvencionalni MM MTA (18). Budu¢i da je veéina sila koje se razvijaju u stomatognatom
sustavu pretezno tla¢ne prirode, poboljsanje kompresivne ¢vrstoce kao jednog od mehanickih
svojstava materijala je pozeljno i vazno obzirom na to da se loSa mehanicka svojstva MM MTA
povezuju sa smanjenom otporno$cu Korijena na nastanak frakture (26). Poboljsanje mehanickih
svojstava modificiranjem staklenim vlaknima moze pozitivno doprinijeti uspjesnosti klinicke
primjene no samo ukoliko je medudjelovanje materijala 1 stanica popraceno izostankom
citotoksi¢nog ucinka. Upravo zbog toga je potrebno provesti ispitivanje bioloskih svojstva
spomenutih eksperimentalnih materijala. U ovom istrazivanju cilj je bio ispitati citotoksi¢nost
MM MTA s dodatkom staklenih vlakana na stanicama karcinoma jezika i fibroblastima u in

vitro uvjetima.

In vitro istrazivanja pruzaju mogucnost provodenja eksperimenata u kontroliranim i
konstantnim uvjetima. Osim znantno niZe cijene i skraCenog vremena potrebnog za dobivanje
rezultata, jedna od glavnih prednosti u usporedbi s in vivo istrazivanjima jest mogucnost
ponavljanja pokusa (27). Uz podatke o stani¢noj proliferaciji i stani¢noj smrti, testovi provedeni
na stani¢nim kulturama pruzaju uvid u promjene stani¢nog metabolizma 1 permeabilnosti
stani¢ne membrane kao direktnog pokazatelja toksi¢nosti ispitanog materijala (28). Posljedi¢no
tome, nuzno je ispitati kalcij-silikatne materijale testovima citotoksi¢nosti u in vitro uvjetima
kao prvom koraku u prepoznavanju biokompatibilnosti samog materijala (29). Takoder, testovi
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citotoksi¢nosti provedeni u in vitro uvjetima su klju¢na stavka u predvidanju bioloskog
odgovora stanica i predvidanja ponaSanja stanica u prisutnosti ispitivanih materijala u in vivo

klini¢kim istrazivanjima koja nerijetko slijede nakon in vitro istrazivanja (30).

Ispitivanje citotoksi¢nosti dentalnih materijala vazno je obzirom da postoji poveznica smrti
stanica pulpe nakon kontakta s odredenim dentalnim materijalima (31). Uz istrazivanja koja se
bave testiranjem ucinkovitosti lijekova protiv raka, danaSnja istraZivanja Cesto koriste stani¢ne
linije raka u svrhu procijenjivanja osjetljivosti stanica na razne lijekove (32). Za razliku od
zdravih stanica, stanice raka su puno osjetljivije, iskazuju svojstvo neograni¢ene proliferacije
zbog gubitka sposobnosti apoptoze i poremecaja stani¢nog ciklusa §to ih ¢ini puno
jednostavnijima za rad u in vitro uvjetima jer je njihov uzgoj puno laksi od uzgoja zdravih
stanica (33). Upravo ta razlika moze biti razlog razli¢itih rezultata vijabilnosti kao mjere
prezivljenja stanica u usporednim istrazivanjima istih materijala (34). Od iznimne je vaznosti
istrazivanje citotoksi¢nog u¢inka materijala na stanicama fibroblasta obzirom da je rije¢ o
stanicama koje su direktno povezane sa procesima diferencijacije mati¢nih stanica,
revaskularizacije i, zakljucno, regeneracije pulpo-dentinskog kompleksa (35). Zbog navedenih

razloga je citotoksi¢nost materijala u ovom istraZivanja ispitana na opisanim kulturama stanica.

Nulta hipoteza da nema razlike u citotoksi¢nosti izmedu komercijalno dostupnog MM MTA,
njegovih modifikacija s dodatkom 5% i 10% kratkih staklenih vlakana te samih kratkih
staklenih vlakana je odbacena obzirom da su rezultati pokazali statisti¢ki znacajnu razliku u
citotoksi¢nom ucinku konvencionalno dostupnog MM MTA, njegovih modifikacija s
dodatkom 5% i 10% SGF i samih staklenih vlakana.

Potencijalna citotoksi¢nost MTA na stanicama fibroblasta ispitana je in vitro s ciljem usporedbe
i pronalska materijala s najboljim bioloskim odgovorom stanica fibroblasta (36). Tako su
Hirschman i sur. (37) u svome istrazivanju koje su proveli u in vitro uvjetima usporedujuci
razli¢ite dentalne materijale Koji se koriste za direktno prekrivanje pulpe dokazali da postoje
statisti¢ki sliéne razine citotoksi¢nosti ispitanih materijala odnosno da i MTA kao i drugi
ispitani materijali utjeCe na vijabilnost stanica fibroblasta kada ostvare kontakt s njima tako $to
djeluje citotoksicno. U ovome je istrazivanju u Kulturi stanica karcinoma ili fibroblasta
citotoksic¢nost zabiljezena kod MM MTA i njegovih modifikacija s 5% i 10% SGF pri ve¢im
koncentracijama materijala (0.035 g/mL, 0.75 g/mL i 1.5 g/mL) $to nije neoCekivani rezultat
obzirom da su Naghavi i sur. (38) u svojem istrazivanju koristec¢i se MTT testom, koji se koristio
I u ovome istrazivanju, zabiljezili citotoksi¢nost MTA u njegovoj najvecoj testiranoj
koncentraciji. Medutim, bitno je za naglasiti da su in vitro uvjeti umjetno stvoreni i koliko god
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Su izuzetno korisni u svrhu istraZivanja biokompatibilnosti dentalnih materijala, nisu u
potpunosti vjerodostojni uvjetima u usnoj Supljini te najveca koncentracija materijala prikazana
u eksperimentima nije nuzno ona koncentracija materijala koja se koristi u klinicke svrhe
obzirom da je za najvecu koncentraciju testnog materijala u eksperimentima uzeta cijela kapsula
materijala sto u klinickoj praksi ne mora biti slucaj (39). Stoga svakako treba obratiti pozornost
I na eventualno postojanje citotoksi¢nosti kod uzoraka manje koncentracije ispitanih kalcij-
silikatnih cemenata u ovome istrazivanju. Uzorci nizih koncentracija (0.00175 g/mL i 0.000875
g/mL) MM MTA i modifikacija MM MTA u ovom istrazivanju nisu pokazali citotoksi¢ni
ucinak U kulturama stanica kao $to to nije bio slucaj ni u istrazivanju kojeg su proveli Margunato
i sur. (40) koji u svom istrazivanju nisu zabiljeZili citotoksi¢ni u¢inak MM MTA na mati¢nim
stanicama koStane srzi. Rezultati ovog istraZivanja su takoder pokazali da je citotoksi¢ni u¢inak
puno izrazeniji na stanicama fibroblasta obzirom da se u svakoj ispitanoj eksperimentalnoj
skupini osim samih staklenih viakana (MM MTA, MM MTA+5% SGF i MM MTA+10% SGF)
citotoksi¢ni ucinak zabiljezio kod fibroblasta ve¢ pri nizim koncentracijama materijala dok je
pri toj istoj koncentraciji kod karcinoma izostao. Sli¢ne rezultate su objavili istrazivanja Huang
I sur. (41) pri ispitivanju citotoksi¢nosti razlic¢itih adhezijskih sustava na zdravim stanicama
fibroblasta, ali i na stanicama karcinoma te su dokazali da je vecu citotoksi¢nost ispitanih
materijala u kulturi fibroblasta. Manja osjetljivost karcinomskih stanica moZe se objasniti
funkcionalnim razlikama izmedu karcinomskih i normalnih stani¢nih kultura budu¢i da
genetske promjene kod karcinomskih stanica mogu utjecati na raznolikost signalnih putova koji
su ukljuceni ne samo u proliferaciju, ve¢ i u program stanicne smrti (42) i regulaciju

metabolizma (43).

Povecanje broja stanica u kulturi fibroblasta u usporedbi s kontrolnom skupinom koje je u
ovome istrazivanju zabiljezeno pri nizim koncentracijama materijala moze se povezati sa
staniénim reakcijama, to¢nije njihovom adaptacijom na stres uslijed eksperimenata (44).
Zabiljezeni porast broja stanica u kulturi fibroblasta pri nizim koncentracijama
eksperimentalnih kalcij-silikatnih cemenata (0.000875 g/mL 1 0.00175 g/mL) moze se objasniti
kao adaptivni odgovor stanica na stres. Upravo niske koncentracije spoja nerijetko poticu
stanicni metabolizam, povecanu sintezu proteina, 1 povecanu proliferaciju s ciljem pripreme,
odnosno obrane od stresa (44). Obzirom da su Tomas-Catala i sur. (45) u svome istrazivanju
zabiljezili povecanu vijabilnost, proliferaciju i vezanje fibroblasta pulpe za ispitani MTA u
usporedbi s kontrolom gdje su gore navedeni parametri bili slabije izrazeni, ostaje prostor za

daljnjim istrazivanjem i utvrdivanjem zbog ¢ega dolazi do proliferacije stanica pri izlaganju
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nizim koncentracijama ispitanih dentalnih materijala. Vékiparta M. i sur. (46) dokazali su da E-
staklena vlakna nemaju citotoksi¢ni ucinak te da posjeduju zadovoljavajuca bioloska svojstva,
a takvi su rezultati potvrdeni i u ovom istrazivanju, gdje je utvrdeno da sama kratka staklena
vlakana ne dovode do citotoksi¢nog djelovanja ni na stanice fibroblasta, ni na stanice karcinoma

jezika.

lako su in vitro istrazivanja do sada dala obecavajuce rezultate i znacajno doprinijela novim
saznanjima o interakciji ljudskog tijela i materijala te time unaprijedile terapijski pristup u
dentalnoj medicini, ova metoda istrazivanja ima svoj nedostatak ograni¢enosti na kontrolirane
eksperimentalne uvjete. Posljedi¢no, time ne predstavlja stvarne oralne uvjete u kojima ¢e se
materijali i njegove modifikacije na¢i (47). Prema dobivenim rezultatima ovog istrazivanja,
moze se zakljuciti da modifikacije MM MTA dodatkom 5% i 10% SGF pokazuju citotoksi¢nost
koja je manja ili sli¢na komercijalno dostupnom MM MTA materijalu. Unato¢ informacijama
0 citotoksi¢nosti dobivenih in vitro, neophodno je provesti istrazivanje genotoksi¢nosti i
osjetljivosti u svrhu dobivanja potpunih informacija o bioloskom utjecaju dentalnih materijala
(48). Potrebna su daljnja istrazivanja i ispitivanje vrste smrti stanica (nekroza ili apoptoza) kako

bi se dobio bolji uvid u bioloska svojstva modificiranih MM MTA materijala.
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6. ZAKLJUCCI

Citotoksi¢ni u¢inak MM MTA opaZen je u obje kulture stanica pri koncentracijama od 0.75
g/mL i 1.5 g/mL dok je u kulturi fibroblasta citotoksi¢ni ucinak zabiljeZen 1 pri koncentraciji

od 0.035 g/mL.

U obje kulture stanice, zabiljeZen je citotoksi¢ni u¢inak MM MTA+5% SGF pri koncentraciji
od 1.5 g/mL dok je u kulturi fibroblasta citotoksi¢ni u¢inak zabiljezen i pri koncentraciji od

0.75 g/mL.

Citotoksi¢ni u¢inak MM MTA+10% SGF je izostao u kulturi CAL27 dok je u kulturi

fibroblasta zabiljeZen pri koncentracijama 0.75 g/mL i 1.5g/mL.
Staklena vlakna nisu pokazala citotoksi¢nost u obje kulture stanica.

Veci citotoksi¢ni ucinak je opazen za MM MTA i njegove modifikacije dodatakom 5% i 10%
SGF u kulturi fibroblasta u usporedbi s kulturom CAL27.

Prema dobivenim rezultatima ovog istrazivanja, moze se zakljuciti da modifikacije MM MTA
dodatkom 5% i 10% SGF pokazuju citotoksi¢nost koja je manja ili sliéna komercijalno
dostupnom MM MTA materijalu.
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0. SAZETAK

IN VITRO ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI EKSPERIMENTALNIH KALCILJ -
SILIKATNIH CEMENATA

Lucija Pavlovi¢

Svrha ovog istraZivanja bila je ispitati in vitro citotoksi¢nost komercijalno dostupnog MM
MTA, kao i njegovih modifikacija s dodatkom 5% i 10% kratkih staklenih vlakana (eng. short
glass fibers, SGF) i samih kratkih staklenih vlakana na stanicama karcinoma jezika i
fibroblastima. U istrazivanju je ispitana citotoksi¢nost tri kapsulirana materijala: 1)
komercijalno dostupan MM MTA (MicroMega, Besacon, Francuska); 2) MM MTA+5% SGF,;
3) MM MTA+10% SGF te staklenih vlakana koja su dodana u MM MTA: 4) SGF, 10% (0,03
g). Za modificirane materijale, MTA prah bio je uklonjen iz kapsule za 5% i 10% mase, a dodalo
se 5% ili 10% SGF duzine 140 um i promjera 6 um (Central Glass Co., Tokio, Japan). Uzorci
MM MTA te modifikacije MM MTA s dodacima 5% i 10% SGF bili su zamijeSani prema
uputama proizvodaca. U radu su koristene dvije linije stanica, humane tumorske stanice raka
jezika CAL27 iz banke stanica i tkiva American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
SAD) i fibroblasti, model normalne humane linije stanica, izolirani iz zdravog donora. U svrhu
odredivanja djelovanja materijala na preZivljenje stanice, koristen je MTT test. Rezultati su
pokazali da MM MTA u obje kulture uzrokuje citotoksi¢nost pri najvisim koncentracijama,
0.035 g/mL, 0.75 g/mL i 1.5 g/mL za fibroblaste, (p=0.041, p=0.001 i p<0.001) te 0.75 g/mL i
15 g/mL za CAL27 (p=0.001 i p<0.001), dok sama staklena vlakna nisu uzrokovala
citotoksi¢nost u ispitivanim koncentracijama niti u jednoj kulturi (p>0.05). Modifikacije MM
MTA materijala (MM MTA+5% SGF i MM MTA+10% SGF) su u kulturi fibroblasta ostvarile
citotoksi¢ni u¢inak pri koncentracijama od 0.75 g/mL i 1.5 g/mL (p<0.001) dok je kod CAL27
citotoksi¢ni ucinak zabiljezen samo kod MM MTA+5% SGF 1 to pri najviSoj ispitanoj

koncentraciji od 1.5 g/mL (p<0.001).

Staklena vlakna nisu pokazala citotoksi¢nost u obje kulture stanica. Veéi citotoksi¢ni uc¢inak je
opazen za MM MTA 1 njegove modifikacije dodatakom 5% 1 10% SGF u kulturi fibroblasta u
usporedbi s kulturom CAL27. Prema dobivenim rezultatima ovog istrazivanja, moze se
zakljuciti da modifikacije MM MTA dodatkom 5% i 10% SGF pokazuju citotoksi¢nost koja je

manja ili slicna komercijalno dostupnom MM MTA materijalu.

Kljuéne rijeci: citotoksi¢nost, mineralni trioksidni agregat, fibroblasti, humane stanice raka
jezika CAL27, MTT test
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10. SUMMARY

IN VITRO EVALUATION OF THE CYTOTOXICITY OF EXPERIMENTAL
CALCIUM-SILICATE CEMENTS

Lucija Pavlovi¢

The aim of this study was to evaluate the in vitro cytotoxicity of commercially available MM
MTA, its modifications with the addition of 5% and 10% short glass fibers (SGF) and SGF
alone on fibroblast cells and human tongue carcinoma cells. Cytotoxicity of three encapsulated
materials was investigated: 1) commercially available MM MTA (MicroMega, Besacon,
France); 2) MM MTA+5% SGF; 3) MM MTA+10% SGF and SGF added to MM MTA: 4)
SGF, 10% (0.03 g). For the modified materials, MTA powder was removed from the capsule
by 5% and 10% by weight, and 5% or 10% of SGF measuring 140 um in length and 6 pm in
diameter (Central Glass Co., Tokyo, Japan) were added. Samples of MM MTA and MM MTA
modifications with 5% and 10% SGF were mixed according to the manufacturer's instructions.
Two cell lines were used in the study, human tongue cancer tumor cells CAL27 from the
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, USA) and fibroblasts, a model of normal
human cell line isolated from a healthy donor. In order to assess the effect of the material on
cell survival, MTT test was used. The results showed that MM MTA exhibited cytotoxicity in
both cultures at the highest concentrations, 0.035 g/mL, 0.75 g/mL and 1.5 g/mL for fibroblasts,
(p=0.041, p=0.001 and p<0.001, respectively) and 0.75 g/mL and 1.5 g/mL for CAL27
(p=0.001 and p<0.001, respectively), while SGF did not show cytotoxicity at any tested
concentrations in either cell culture (p>0.05). The modified MM MTA materials (MM
MTA+5% SGF and MM MTA+10% SGF) induced cytotoxicity in fibroblasts at concentrations
of 0.75 g/mL and 1.5 g/mL (p<0.001), while in CAL27, cytotoxicity was observed only for MM
MTA+5% SGF at the highest tested concentration of 1.5 g/mL (p<0.001).

Overall, SGF alone did not demonstrate cytotoxicity in either cell line. MM MTA and its
modifications with the addition of 5% and 10% SGF exhibited greater cytotoxicity in fibroblasts
compared to CAL27 cells. According to the results obtained, it can be concluded that MM MTA
modifications with 5% and 10% SGF have cytotoxicity levels that are lower or similar to those

of commercially available MM MTA.

Key words: cytotoxicity, mineral oxide aggregate, fibroblasts, human tongue cancer tumor
cells CAL27, MTT test
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