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Sazetak

PRIMJENA TROMBOCITIMA OBOGACENOGA FIBRINA U REVASKULARIZACLJI
MLADIH TRAJNIH ZUBA

U ovom je istrazivanju primijenjen modificirani protokol regenerativne endodontske terapije, koji
ukljucuje postavu A-PRF+ nosaca u radikularni, ali i koronarni dio endodontskog prostora, uz
isklju¢ivu uporabu staklenoionomernog cementa (SIC) kao jedinog materijala za koronarno
brtvljenje. Cilj je istrazivanja bio usporediti u€inkovitost modificiranog protokola u lijecenju
mladih trajnih zuba s nekrozom pulpe s konvencionalnom apeksifikacijom kalcijevim
hidroksidom, kao 1 laboratorijski ispitati bioaktivna svojstva SIC-a primijenjenih u navedenom

protokolu tijekom dvanaestomjese¢nog razdoblja pracenja.

Evaluirani su klinicki, radioloski i funkcionalni ishodi lije€enja, dok je laboratorijski dio
istraZivanja obuhvacao ispitivanje bioaktivnih svojstava SIC-a primjenom FE-SEM/EDS analize,

uz pracenje vremenski ovisnih mikrostrukturnih i mikrokemijskih promjena.

Primjena modificiranog protokola rezultirala je statisticki 1 klinicki znacajnim produljenjem
korijena, zadebljanjem dentinskih stijenki 1 apikalnim zatvaranjem, potpunim radioloskim
cijeljenjem periapikalnih lezija do devetog mjeseca pracenja te visokim udjelom pozitivnih
odgovora na testove osjetljivosti, uz potvrdenu pulpalnu perfuziju metodom laser-doplerske
floumetrije (LDF) u gotovo svim slu€ajevima. Klinicka procjena restauracija potvrdila je
zadovoljavajucu funkcionalnu i estetsku stabilnost SIC-a, dok je FE-SEM/EDS analiza pokazala

dinamicnu interakciju ispitivanih materijala s tvrdim zubnim tkivima.

Na temelju dobivenih rezultata primjena modificiranog protokola povezana je s povoljnijim
ukupnim ishodima lijeCenja u usporedbi s konvencionalnom apeksifikacijom, dok SIC-i
predstavljaju potencijalno prikladnu opciju za koronarno brtvljenje u okviru regenerativne

endodontske terapije.

Kljuéne rije¢i: RET; A-PRF+; revaskularizacija; mladi trajni zubi; nekroza pulpe; apeksifikacija

kalcijevim hidroksidom; LDF; SIC; bioaktivnost



Summary

REVASCULARISATION OF YOUNG IMMATURE PERMANENT TEETH USING
PLATELET RICH FIBRIN

Background: Immature permanent teeth with pulp necrosis represent a significant therapeutic
challenge due to incomplete root development, a wide open apex, thin dentinal walls, and reduced
structural integrity, all of which increase susceptibility to cervical and root fractures and may
compromise long-term tooth survival. Conventional calcium hydroxide apexification aims to
induce apical barrier formation and resolve periapical pathology; however, it does not promote

continued physiological root maturation or structural reinforcement of the root.

Regenerative endodontic therapy (RET) represents a biologically oriented treatment concept
grounded in the principles of tissue engineering, seeking to move beyond simple revascularisation
towards biologically guided regeneration of the pulp-dentine complex. This concept is based on
the coordinated interaction of cells with regenerative potential, a biocompatible three-dimensional
scaffold, and signalling molecules or growth factors that support angiogenesis, neurogenesis, and
cell differentiation within the root canal environment. Reported regenerative outcomes include root
lengthening, dentinal wall thickening, and apical narrowing or closure; nevertheless, clinical results
remain variable and depend on multiple factors, including the effectiveness of disinfection, the

choice and extent of the intracanal scaffold, and the quality of coronal sealing.

Among currently available scaffolds, autologous platelet concentrates have attracted particular
interest due to their biocompatibility and sustained release of growth factors. Advanced platelet-
rich fibrin (A-PRF+), obtained using a low-speed centrifugation protocol, provides a higher cellular
content and prolonged delivery of growth factors, potentially enhancing regenerative processes in
immature non-vital teeth. Despite these biological advantages, several limitations of current
regenerative endodontic protocols remain. In particular, the use of calcium silicate—based
materials, such as mineral trioxide aggregate and Biodentine, has been associated with tooth
discolouration, while restricting the scaffold to the root canal space limits the regenerative process

to a relatively small anatomical environment.

The present doctoral dissertation evaluates a modified regenerative endodontic protocol

incorporating A-PRF+ as the sole biological scaffold extending from the apical region to the



coronal cavity, combined with the exclusive use of glass ionomer cement for coronal sealing,

thereby ensuring reliable sealing while minimising the risk of tooth discolouration.

Aim: The aim of this doctoral research was to evaluate the effectiveness of a modified regenerative
endodontic protocol in immature permanent teeth with pulp necrosis, with particular emphasis on
outcomes related to the regeneration of the pulp-dentine complex, the preservation of functional
and aesthetic tooth characteristics, and radiographic indicators of continued root development. The
protocol was compared with conventional calcium hydroxide apexification, while additional
analyses focused on pulpal revascularisation and innervation, as well as the bioactive and clinical

performance of glass ionomer cements used for coronal sealing.

Materials and methods: The present doctoral dissertation combines a clinical study and an
in vitro laboratory investigation, which together provide a comprehensive assessment of the

proposed modified regenerative endodontic protocol.

The clinical study was designed as a prospective investigation with a historical control group and
included systemically healthy patients aged 8—18 years presenting with immature, single-rooted
permanent teeth diagnosed with pulp necrosis. Eligible teeth were consecutively treated using a
modified regenerative endodontic protocol, and outcomes were compared with a matched cohort
of patients previously managed with conventional calcium hydroxide apexification at the same
institution. The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki, approved by
the appropriate ethics committee, and retrospectively registered at ClinicalTrials.gov. Written

informed consent was obtained from all participants and their legal guardians prior to enrolment.

Patients in the experimental group underwent a standardised multi-visit regenerative protocol
involving minimal instrumentation, chemical disinfection, intracanal medicament placement,
induction of apical bleeding, and application of autologous A-PRF+ as the sole scaffold extending
from the apical region into the coronal cavity, followed by definitive coronal sealing using glass
ionomer cement. The control group consisted of teeth treated with calcium hydroxide apexification

according to established clinical protocols. All patients were followed for 12 months.

Clinical and radiographic evaluations were performed at predefined follow-up intervals over a
12-month observation period. Radiographic analysis focused on changes in root length, dentinal

wall thickness, and apical diameter, calculated as differences between baseline and follow-up



measurements. Pulp vitality was assessed using sensibility testing and laser Doppler flowmetry as
an objective indicator of pulpal blood flow. The clinical performance of glass ionomer cement

restorations was evaluated using modified United States Public Health Service (USPHS) criteria.

The in vitro laboratory investigation was conducted using extracted human molars to evaluate the
microstructural and microchemical characteristics of four commercially available glass ionomer
cements — Ketac Universal Aplicap, Fuji IX GP Fast, Equia Forte Fil, and Glass Carbomer GlassFill
— used for coronal sealing. Standardised cervical cavities were prepared in enamel and dentine, and
the materials were applied according to the manufacturers’ instructions under controlled setting
conditions. Specimens were subsequently stored in artificial saliva for predefined periods to
simulate the oral environment and allow assessment of material-tooth interactions over time.
Following storage, samples were embedded, sectioned and prepared for analysis, with
microstructural evaluation performed by field emission scanning electron microscopy (FE-SEM)

and microchemical characterisation carried out using energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS).

Elemental analysis targeted key inorganic components of glass ionomer cements — fluoride,
aluminium, silicon, phosphorus, calcium, and strontium — within the material matrix and at

enamel-material and dentine—material interfaces to assess elemental changes over time.

Statistical analysis was performed using the Statistics and Machine Learning Toolbox (R2023b,
MathWorks Inc., USA). Descriptive statistics were calculated for all variables. Group comparisons
were conducted using appropriate parametric or non-parametric tests, with post hoc analysis
applied where relevant. Linear regression was used to explore predictors of apical closure in the

A-PRF+ group. Statistical significance was set at p < 0.05.

Results: At baseline, the A-PRF+ and historical control groups were comparable with respect to
all assessed demographic and clinical variables, allowing subsequent outcome comparisons. Over
the 12-month follow-up, no tooth loss, clinical symptoms, complications, or tooth discolouration
were documented in either group, and all restorations demonstrated satisfactory clinical
performance according to modified USPHS criteria. Radiographically, no cases of root fracture,
internal or external resorption, or new periapical pathology were identified, and pre-existing
periapical radiolucencies resolved by 9 months in all A-PRF+ cases and in all but one control case.
At 12 months, the A-PRF+ group demonstrated greater radiographic changes than the control

group, with mean increases in root length of 1.88 mm versus 0.12 mm, dentinal wall thickness of



0.60 mm versus 0.11 mm, and apical narrowing of 0.84 mm versus 0.12 mm, with statistically
significant intergroup differences (p <0.05). An apical diameter of < 0.5 mm was recorded in 12/28
teeth in the A-PRF+ group compared with 1/28 in the control group. Sensibility testing yielded
positive cold and electric pulp test responses in 71% and 75% of cases, respectively, while laser

Doppler flowmetry detected pulpal blood flow in 93% of analysed teeth.

In the laboratory study, FE-SEM revealed progressive matrix homogenisation of glass ionomer
cements over time, with the formation of a mineralised-like region in Glass Carbomer GlassFill
after 12 months. EDS analysis demonstrated material-dependent differences in elemental
composition within the cement matrix. Enamel and dentine adjacent to the restorative materials,
however, exhibited similar temporal elemental patterns, with generally higher ion mass fractions
in dentine than enamel and statistically significant differences limited to selected material-element

combinations.

Conclusions: The modified regenerative endodontic protocol demonstrated favourable clinical,
radiographic, and functional outcomes in immature permanent teeth with pulp necrosis over a
12-month follow-up period. The findings included continued root development with apical
narrowing, absence of tooth loss and clinically evident complications or discolouration, and the
presence of detectable pulpal blood flow. Laboratory analyses further characterised the
microstructural maturation and microchemical behaviour of glass ionomer cements used for

coronal sealing, supporting their stable clinical performance over time.

Keywords: Regenerative Endodontics; Platelet-Rich Fibrin; Revascularization; Permanent Teeth;
Dental Pulp Necrosis; Apexification; Laser-Doppler Flowmetry; Glass Ionomer Cements;

Bioactivity
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Popis kratica

AAE Americ¢ko udruzenje endodonata (engl. American Association of Endodontists)

A-PRF+ unaprijedeni trombocitima obogaceni fibrin (engl. advanced platelet-rich fibrin
plus)

ANOVA analiza varijance (engl. analysis of variance)

AS aritmeticka sredina

AZ apikalno zatvaranje

CBCT konusno-snopna kompjutorizirana tomografija (engl. cone-beam computed
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CGF koncentrirani ¢imbenici rasta (engl. concentrated growth factors)

E Equia Forte Fil (staklenoionomerni cement)

EDS energijsko-disperzijska rendgenska spektroskopija (engl. energy-dispersive X-ray
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EDTA etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)

ESE Europsko drustvo za endodonciju (engl. European Society of Endodontology)

ETV elektri¢ni test vitaliteta

F Fuji IX GP Fast (staklenoionomerni cement)

FE-SEM skenirajuca elektronska mikroskopija s emisijom elektrona iz polja (engl. field

emission scanning electron microscopy)

G Glass Carbomer GlassFill (staklenoionomerni cement)

K Ketac Universal Aplicap (staklenoionomerni cement)

MSC mezenhimske mati¢ne stanice (engl. mesenchymal stem cells)
MTA mineralni trioksidni agregat (engl. mineral trioxide aggregate)
PK produljenje korijena

PRF trombocitima obogaceni fibrin (engl. platelet-rich fibrin)



PRGF plazma bogata ¢imbenicima rasta (engl. plasma rich in growth factors)

PRP plazma bogata trombocitima (engl. platelet-rich plasma)

RET regenerativna endodontska terapija (engl. regenerative endodontic therapy)
SCAP mati¢ne stanice apikalne papile (engl. stem cells from the apical papilla)
SD standardna devijacija

SIC staklenoionomerni cement

TAP triantibiotska pasta (engl. triple antibiotic paste)

TVH test vitaliteta hladno¢om

7ZDS zadebljanje dentinske stijenke

wt. % maseni udio (engl. weight percent)
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1.1. Anatomija i fizioloSka uloga zubne pulpe

Zubna pulpa visoko je specijalizirano, rahlo vezivno tkivo, smjeSteno unutar pulpne Supljine
i korijenskih kanala, potpuno okruzeno mineraliziranim dentinom, S§to osigurava strukturni
integritet zuba, ali istodobno ograni¢ava njezinu sposobnost reparacije u slucaju ozljede ili
infekcije. Pulpa se sastoji od krvnih i limfnih zila, guste mreze ziv€anih vlakana te razlicitih
stanicnih  populacija, ukljuuju¢i odontoblaste, fibroblaste, makrofage, nediferencirane
ektomezenhimalne stanice 1 druge imunokompetentne stanice. Takva histoloska grada omogucuje
slozene interakcije izmedu stanica i izvanstani¢ne matrice, $to je nuzno za odrzavanje homeostaze

1 pokretanje reparativnih procesa (1).

Zatvoreni anatomski prostor pulpne Supljine, uz ogranicenu kolateralnu vaskularizaciju, ¢ini pulpu

osobito osjetljivom na poremecaje cirkulacije i upalne procese (2).

Pulpa ima klju¢nu ulogu u formiranju i ocuvanju vitalnosti tvrdih zubnih tkiva, posebno dentina.
Njezina formativna funkcija ukljucuje stvaranje primarnog dentina tijekom odontogeneze, dok se
u patoloskim ili traumatskim uvjetima aktivira proces sekundarne i tercijarne dentinogeneze. Taj
proces ukljucuje stvaranje reakcijskog dentina od prezivjelih odontoblasta kao odgovor na blaze ili
kroni¢ne podrazaje te formiranje reparativhog dentina koji sintetiziraju novodiferencirane,

odontoblastima sli¢ne stanice nakon gubitka izvornih stanica zbog jacih ili akutnih oStecenja (3).

Osim formativne, pulpa ima i senzoricku funkciju, prenoseci osjetne podrazaje, prvenstveno bol,
kroz mijelinizirana i nemijelinizirana Ziv€ana vlakna. Takoder, osigurava prehranu dentina kisikom
1 hranjivim tvarima putem pulpne vaskularne mreze. Imunoloska funkcija temelji se na prisutnosti
imunokompetentnih stanica i molekularnim mehanizmima koji omogucuju brzu, lokaliziranu

obranu od infekcija (3-5).

Stoga je vitalnost pulpe kljucna za prehranu dentina, u¢inkovit imunoloski odgovor 1 dugoro¢no
oCuvanje funkcionalnog i strukturnog integriteta zuba. Gubitak vitalnosti, osobito u nezrelim
trajnim zubima, moZe imati ozbiljne posljedice za daljnji razvoj korijena i mehani¢ku otpornost

zuba (6).
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1.2. Etioloski ¢imbenici pulpne patologije i gubitka vitaliteta

Etiologija pulpne patologije 1 posljedicnog gubitka vitaliteta zubne pulpe viSestruka je te ukljucuje
infektivne, traumatske, razvojne i jatrogene cimbenike, koji mogu djelovati samostalno ili
u medusobnoj interakciji, pri Cemu intenzitet, trajanje i vrijeme djelovanja znatno utjecu na klinicki

tijek 1 ishod bolesti pulpe (2).

1.2.1. Infektivni cimbenici

Zubni karijes predstavlja vodeéi uzrok pulpne patologije i jednu od najrasirenijih kroni¢nih bolesti
u svijetu, s procijenjenom prevalencijom od oko 514 milijuna djece s karijesom mlije¢nih zuba 1
2 milijarde ljudi s karijesom trajnih zuba (7). Progresijom karijesnog procesa dolazi do bakterijske
penetracije kroz dentinske tubule, §to moze rezultirati upalnim promjenama pulpe i, u konacnici,

gubitkom njezine vitalnosti (2).

1.2.2. Traumatski cimbenici

Prema podatcima razli¢itih epidemioloskih studija, traumatske dentalne ozljede ¢ine drugi najcesci
uzrok pulpne nekroze, pogadajuc¢i do 50 % djece prije punoljetnosti, s vrthuncem ucestalosti u dobi
od 8 do 12 godina (8,9). Najc¢esS¢e su zahvaceni prednji gornji zubi, osobito maksilarni sredis$nji
sjekutici, a rizi€ni ¢imbenici ukljuCuju povecani horizontalni pregriz (engl. overjet), nedovoljnu

pokrivenost zuba usnama, sudjelovanje u sportskim aktivnostima te nizi socioekonomski status (9).

U literaturi se navode razliCite stope rizika — kod viSestrukih ozljeda istog zuba vjerojatnost razvoja
nekroze pulpe iznosi 67,4 %, u usporedbi s 36,7 % kod izoliranih trauma, pri ¢emu su intruzija 1
avulzija medu klini¢ki najtezim oblicima traume, s izrazito nepovoljnom prognozom (10). TeZina
1 vrsta ozljede, stadij razvoja korijena te pravodobnost i adekvatnost terapijskog pristupa

prepoznaju se kao kljucni prognosticki ¢imbenici o€uvanja vitalnosti pulpe (8,10-12).

1.2.3. Razvojni cimbenici

Razvojne anomalije zuba, iako rjede, mogu imati vaznu etioloSku ulogu u nastanku pulpne
patologije, ¢ak i bez prisutnosti karijesa. Medu njima se najc¢eSCe istiCu dens evaginatus i

dens invaginatus (13,14).
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Dens evaginatus karakterizira prisutnost dodatne kvrzice, najceS¢e na okluzalnoj plohi
mandibularnih premolara, unutar koje se Cesto proteze pulpno tkivo. Prevalencija se krece od
0,1 do 15 %, s ve¢om ucestalos¢u u azijskim populacijama. Fraktura ili troSenje takve kvrzice u
ranoj dobi moze dovesti do izlaganja pulpe, bakterijske kontaminacije i ubrzanog razvoja pulpne

patologije (13).

Dens invaginatus definira se kao uvlacdenje caklinskog organa u dentalnu papilu prije
mineralizacije, §to rezultira slozenom anatomijom pogodnom za nakupljanje biofilma i brzu
bakterijsku penetraciju u pulpni prostor. Prevalencija iznosi 0,25 — 10 %, a najceS¢e zahvaca gornji
lateralni sjekuti¢. Invaginacija moze biti ograni¢ena na krunu ili se protezati do apeksa, ¢ime se

znatno povecava rizik od ranog razvoja pulpne patologije (14).

1.2.4. Jatrogeni cimbenici

Jatrogeni ¢imbenici obuhvacaju oStecenja zubne pulpe i potpornih struktura nastala tijekom
izvodenja stomatoloskih zahvata, koja mogu potaknuti upalni odgovor pulpe i dovesti do njezina
ireverzibilnog oStecenja ili nekroze. Takva oSteCenja najceSce nastaju tijekom restaurativnih i
endodontskih postupaka, osobito u slucajevima neadekvatne tehnicke izvedbe, nedovoljne kontrole

bioloskih ¢imbenika te nepostivanja bioloSkih ograni¢enja pulpo-dentinskoga kompleksa (2,15).

Medu najvaznije jatrogene ¢imbenike ubrajaju se agresivna preparacija kaviteta, slu¢ajno otvaranje
pulpne komore, neadekvatna kontrola topline tijekom brusSenja i polimerizacije restaurativnih
materijala, nepravilna primjena kemijskih sredstava te tehni¢ke pogreske tijekom endodontskih
zahvata, ukljucuju¢i nepotpunu eradikaciju mikrobioloske infekcije 1 proceduralne komplikacije.
Takva ostecenja mogu dovesti do perzistencije upale, razvoja periapikalne patologije i nepovoljnog

dugoro¢nog ishoda lijecenja (16,17).

Dostupni dokazi potvrduju da jatrogeni Cimbenici predstavljaju vazan, ali u velikoj mjeri
preventabilan uzrok pulpne patologije, pri ¢emu su pravilna tehnic¢ka izvedba zahvata i poStivanje

bioloskih principa klju¢ni za ocuvanje vitalnosti pulpe (2,15).
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1.3. Patofiziologija i klini¢ka klasifikacija pulpne patologije

Na razvoj pulpne patologije, uz prethodno navedene etioloske ¢imbenike, znatno utjecu trajanje
patoloskog podrazaja, njegov intenzitet, imunoloski odgovor i reparativni kapacitet zubne pulpe,

koji zajedno odreduju mogucnost reverzibilnosti upalnog procesa i njegov konacni ishod (18).

U klini¢koj praksi razlikuju se tri osnovna oblika pulpne patologije: reverzibilni pulpitis,
ireverzibilni pulpitis i nekroza pulpe. Reverzibilni pulpitis oznacava stanje blazeg upalnog
odgovora uz ocuvanu vitalnost pulpnog tkiva, pri ¢emu pravodobno uklanjanje uzrocnog
¢imbenika omogucuje potpuni oporavak strukture i funkcije pulpe. Nasuprot tomu, ireverzibilni
pulpitis obiljeZen je trajnim oSte¢enjem pulpe, izrazenijim i dugotrajnim bolnim simptomima te
nepovratnim gubitkom reparativnog potencijala. Bez pravodobne terapijske intervencije to stanje

obi¢no napreduje u nekrozu pulpe (19).

Nekroza pulpe oznacava potpuni gubitak vitalnosti pulpnog tkiva, ukljuc¢ujuéi vaskularizaciju i
inervaciju, ¢cime se stvaraju povoljni uvjeti za kolonizaciju mikroorganizama i razvoj periapikalne
patologije. Patofizioloski mehanizmi koji vode prijelazu upalnog procesa u nekrozu ukljucuju
perzistentnu imunolosku aktivaciju, poremecaje mikrocirkulacije 1 iscrpljivanje obrambenih

sposobnosti pulpe (2).
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1.4. Smjernice za lije¢enje ireverzibilnog pulpitisa mladih trajnih zuba

Prema najnovijim smjernicama Americkog udruzenja endodonata (AAE; engl. American
Association of Endodontists) 1 Europskog drustva za endodonciju (ESE; engl. European Society of
Endodontology), u slucajevima ireverzibilnog pulpitisa sve se ¢eSce preporucuju minimalno
invazivni terapijski postupci na vitalnoj pulpi — poput djelomicne i potpune pulpotomije — ne samo

u nezrelim zubima ve¢ i u trajnim, potpuno razvijenim zubima (19-21).

Kljuéni preduvjet za primjenu takvih terapijskih postupaka jest pravilna klinicka procjena stupnja
1 reverzibilnosti pulpne upale, jer samo to¢na selekcija slucajeva omogucuje oCuvanje preostalog
vitalnog pulpnog tkiva i postizanje povoljnog dugorocnog ishoda lijecenja. Temelj je takva pristupa
selektivno uklanjanje inficiranog koronarnog pulpnog tkiva uz ocuvanje vitalnosti radikularne

pulpe, ¢ime se cuva prirodna funkcija i struktura zuba te se smanjuje invazivnost zahvata (19).

Primjena biokompatibilnih materijala na bazi kalcijeva silikata, poput mineralnog trioksidnog
agregata (MTA; engl. mineral trioxide aggregate) i Biodentina (biokerami¢kog materijala na bazi
kalcijeva silikata), pokazala je visoke stope uspjeSnosti. Klinicki ishodi djelomi¢ne pulpotomije,
prema novijim sustavnim analizama, pokazuju uspjeSnost od 85 do 90 %, dok radioloski rezultati
iznose od 92 do 100 %. Kod potpune pulpotomije klini¢ka uspjesnost iznosi od 98 do 100 %,
a radioloSka od 78 do 93 % u pracenju do pet godina (19,21).

Svojstva suvremenih biokompatibilnih materijala omogucuju stvaranje bioaktivnog okruZenja
pogodnog za reparaciju pulpnog tkiva, poticanje formiranja dentinskog mosta i1 postizanje
adekvatnog brtvljenja, Sto pridonosi ocuvanju funkcije zuba 1 smanjenju potrebe za radikalnijim

endodontskim zahvatima (19,20).
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1.5. Anatomske posebnosti mladih trajnih zuba s nekrozom pulpe

U mladim trajnim zubima prijelaz ireverzibilnog pulpitisa u nekrozu prekida rast i razvoj korijena
te onemogucuje fizioloSko zatvaranje apeksa. Posljedi¢no, dentinske stijenke ostaju tanke i
oslabljene, apikalni otvor $irok, a nepovoljan omjer krune i korijena znatno narusava stabilnost i

dugoro¢nu prognozu zuba (22-24).

Specificna morfoloska obiljezja — prije svega Siroki apikalni otvor i nedostatak apikalnog suzenja
— otezavaju provedbu konvencionalne endodontske terapije u djecjoj 1 preventivnoj dentalnoj
medicini. Poteskoce u postizanju adekvatnog apikalnog brtvljenja, povecan rizik od ekstrudiranja
punila u periapikalno podrucje te sklonost frakturama zbog tanke dentinske stijenke korijenskog

kanala dodatno umanjuju dugoro¢nu prognozu (23-25).

Prema Cvekovoj klasifikaciji mladi trajni zubi obuhvacaju prva tri stadija razvoja:
e stadij 1: razvijeno manje od polovice duljine korijena, uz Siroki apikalni otvor
e stadij 2: razvijena polovica duljine korijena, uz Siroki apikalni otvor

e stadij 3: razvijene dvije tre¢ine duljine korijena, uz Siroki apikalni otvor.

Ni jedan od navedenih stadija ne osigurava dovoljnu strukturnu stabilnost, a tanke dentinske
stijenke 1 Siroki apikalni otvor zahtijevaju alternativne terapijske strategije usmjerene na poticanje
nastavka razvoja korijenskih struktura (4,23). Izostanak pravodobnih i1 adekvatnih terapijskih

postupaka u takvim slu¢ajevima moze rezultirati gubitkom zuba (26).
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1.6. Utjecaj gubitka zuba na oralnozdravstvenu kvalitetu Zivota

Ocuvanje zuba u zubnom luku klju¢no je za odrzavanje oralnozdravstvene kvalitete Zivota
(OHRQoL; engl. Oral Health-Related Quality of Life), pojma koji opisuje utjecaj oralnog zdravlja

ili bolesti na svakodnevno funkcioniranje, psiholosko stanje i drustvene odnose pojedinca (27).

Gubitak zuba, osobito u estetskim regijama, moze naruSiti govor, otezati zZvakanje, negativno
utjecati na sliku o sebi, smanjiti samopouzdanje i dovesti do socijalne izolacije. Djeca i adolescenti
posebno su osjetljivi na takve promjene zbog izrazenog estetskog i psiholoskog ucinka, a posljedice

se mogu neposredno odraziti i na dinamiku unutar obitelji (27).

U slucajevima traumatskih dentalnih ozljeda ili drugih stanja koja dovode do gubitka zuba,
negativan utjecaj na OHRQoL moZe biti izraZen 1 dugotrajan. Stoga oCuvanje zuba, kad god je to
moguce, predstavlja kljuéni terapijski cilj — ne samo zbog funkcionalne i estetske uloge nego i radi

dugoro¢nog oCuvanja psihosocijalnog blagostanja pacijenta (27).
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1.7. Terapijski postupci lijeCenja mladih trajnih zuba s nekrozom pulpe

Terapijski postupci lijeCenja mladih trajnih zuba s nezavrSenim razvojem korijenskih struktura i

nekrozom pulpe mogu se podijeliti u dvije glavne skupine (24,28):

1. Konvencionalni postupci — primjenjuju se ponajprije kod zuba s nekrozom pulpe i Sirokim
apikalnim otvorom, s osnovnim ciljem poticanja stvaranja ¢vrste i stabilne apikalne barijere.
Nakon provedene terapije omogucuje se sigurno i kvalitetno punjenje korijenskih kanala
trajnim materijalima, poput odgovaraju¢ih punila u kombinaciji s gutaperkom ili

termoplasti¢nom gutaperkom.

U skupinu konvencionalnih terapijskih postupaka ubrajaju se:
e apeksifikacija kalcijevim hidroksidom

e apeksifikacija mineralnim trioksidnim agregatom ili Biodentinom.

Ovakvim se pristupom sprjecava prodor mikroorganizama iz usne Supljine u periapikalno podrugje,
smanjuje se rizik od ponovne infekcije te se omogucuje funkcionalno ocuvanje zuba u zubnom

luku, unatoc izostanku daljnjeg razvoja korijenskih struktura (23,28).

2. Suvremeni, bioloski orijentirani postupci — temelje se na dostignu¢ima regenerativne dentalne
medicine, tkivnog inZenjerstva i1 biologije mati¢nih stanica. Njihova je osnovna svrha ocuvanje
vitalnosti preostalog pulpnog tkiva te poticanje nastavka rasta i ojacavanja korijenskih

struktura.

U ovu se skupinu ubrajaju:
e revaskularizacijski terapijski postupci

e regenerativna endodontska terapija.

Za razliku od konvencionalnih terapijskih postupaka, koji su ponajprije usmjereni na formiranje
apikalne barijere, suvremeni terapijski pristupi nastoje obnoviti cjelovit pulpo-dentinski kompleks
te ponovno uspostaviti njegovu fiziolosku funkciju. Time predstavljaju vazan iskorak prema

predvidljivom i dugoro¢no uspjesnijem lijecenju mladih trajnih zuba (24,28,29).

Pravilno 1 pravodobno odabrana terapija klju¢na je za dugoro¢no ocuvanje funkcije i strukture zuba
u djece 1 adolescenata. Pri odabiru optimalnog terapijskog postupka uzimaju se u obzir klinicki

status zuba, stupanj razvoja korijena, prisutnost i opseg infekcije te opée zdravstveno stanje



Dubravka Turjanski, disertacija

pacijenta. Budu¢i da izostanak adekvatnog lijeCenja moze dovesti do gubitka zuba, temeljito
poznavanje etiologije, patofiziologije 1 terapijskih izazova nekroze mladih trajnih zuba presudno je
za oblikovanje ucinkovitih, predvidljivih i individualiziranih klini¢kih protokola, u skladu s

najsuvremenijim nacelima djecje i preventivne dentalne medicine (24,28).

1.7.1. Apeksifikacija kalcijevim hidroksidom

Apeksifikacija kalcijevim hidroksidom klasican je terapijski postupak kojim se potice stvaranje
¢vrste apikalne barijere kod mladih trajnih zuba s nekrozom pulpe i nezavrSenim razvojem korijena.
Prvi ju je opisao Frank 1966. godine, a unato¢ razvoju suvremenijih terapijskih pristupa, i dalje se
primjenjuje u klini¢koj praksi kao jedna od opcija za lijeCenje nekrotiziranih nezrelih trajnih zuba
(28,30). Postupak se temelji na opetovanom postavljanju paste kalcijeva hidroksida u korijenski
kanal tijekom duljeg razdoblja, ¢ime se potice mineralizacija u podrucju apikalnog otvora i formira
apikalna barijera, $to omogucuje naknadno sigurno punjenje kanala trajnim opturacijskim

materijalom (28,31).

Terapijski cilj ovog postupka ograni¢en je iskljuivo na postizanje apikalne barijere, bez
mogucnosti nastavka fizioloskog razvoja korijena ili obnove pulpnog tkiva. Indikacije ukljucuju
zube sa Sirokim apikalnim otvorom, tankim dentinskim stijenkama i1 nedovoljno razvijenim
korijenom, osobito u situacijama kada suvremeni materijali ili protokoli nisu dostupni ili su

kontraindicirani (28).

U svakodnevnoj klinickoj praksi upotrebljavaju se pripravci kalcijeva hidroksida s razli¢itim
vrstama nosaca. Paste na bazi vode omogucuju brzo otpustanje hidroksilnih iona i nagli porast pH
u dentinu, ¢ime se postiZe izraZzen antibakterijski ucinak i poticanje mineralizacijskih procesa.
Medutim, zbog brze difuzije iona, njihov se alkalni uc¢inak relativno brzo smanjuje, pa je nuzna
¢eS¢a zamjena materijala. Suprotno tomu, paste na bazi ulja ili silikonskih nosaca pokazuju sporije
otpustanje iona, ali omogucuju dulje odrzavanje alkalnog pH u podrucju korijenskog kanala, §to ih

¢ini prikladnijima za dugotrajne terapijske protokole (32).

Prednosti ovog postupka ukljucuju visoku stopu uspjesnosti u postizanju apikalne barijere, snazno
antibakterijsko djelovanje te dugogodisnje klini¢ko iskustvo koje potvrduje njegovu ucinkovitost.
Osim toga, postupak je tehnicki jednostavan i Siroko dostupan, §to je osobito vazno u uvjetima

ograniCenih resursa (31). Medutim, navedena se uspjeSnost odnosi prvenstveno na zatvaranje
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apikalnog otvora, dok biomehanicka svojstva korijena, nastavak njegova razvoja i dugoro¢na

otpornost zuba ostaju nepromijenjeni (28).

Medu ograni¢enjima apeksifikacije kalcijevim hidroksidom isti¢u se dugotrajnost terapije, potreba
za Cestim kontrolnim posjetima te povecani rizik od reinfekcije korijenskog kanala tijekom
viSemjesecnog lijeCenja. Dugotrajna prisutnost kalcijeva hidroksida u korijenskom kanalu
povezuje se i s potencijalnim slabljenjem dentinskih stijenki zbog produljene izlozenosti visokom
pH, $to moZe negativno utjecati na biomehanicka svojstva nezrelog korijena. Osim toga, formirana
apikalna barijera Cesto je nepravilne strukture i1 varijabilne debljine, Sto moze otezati optimalno
brtvljenje 1 dugorocnu stabilnost punjenja. lako su neka istrazivanja upozorila na povecanu sklonost
frakturama zuba nakon dugotrajne primjene kalcijeva hidroksida, dostupni podatci o tom riziku

ostaju neujednaceni i djelomi¢no proturjecni (12,33).

Ova su ogranicenja posebno klinicki relevantna kod mladih trajnih zuba, u kojima je oCuvanje

strukturne ¢vrstoce korijena kljucno za dugoro¢nu prognozu (33).

Smjernice Europske akademije za dje¢ju stomatologiju (EAPD; engl. European Academy of
Paediatric Dentistry) iz 2017. godine daju prednost apeksifikaciji biokeramickim materijalima
zbog kraceg trajanja terapije i formiranja kvalitetnije apikalne barijere. Ipak, u odredenim klini¢kim
okolnostima, osobito kada suvremeniji materijali nisu dostupni ili su kontraindicirani,
apeksifikacija kalcijevim hidroksidom i dalje ostaje prihvatljiva terapijska opcija. Istodobno, jasno
prepoznata bioloSka ograniCenja apeksifikacijskih postupaka potaknula su razvoj terapijskih
strategija usmjerenih ne samo na zatvaranje apikalnog otvora nego 1 na obnovu izgubljenih tkiva

te nastavak fiziolo§kog razvoja korijena (28).

1.7.2. Apeksifikacija mineralnim trioksidnim agregatom ili Biodentinom

Apeksifikacija mineralnim trioksidnim agregatom ili Biodentinom, poznata i kao metoda
formiranja apikalnog stopa, odnosno jednoposjetna apeksifikacija, etabliran je terapijski postupak
za lije¢enje mladih trajnih zuba s nekrozom pulpe i nezavr§enim razvojem korijena. Za razliku od
dugotrajne apeksifikacije kalcijevim hidroksidom, ovaj postupak omogucuje stvaranje Cvrste,
homogeno gradene apikalne barijere u jednom ili u nekoliko posjeta, ¢cime se skracuje trajanje
terapije, poboljSava suradljivost pacijenata i smanjuje rizik od komplikacija povezanih s

viSemjesecnim lijeCenjem (34,35).
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Klini¢ki postupak ukljucuje mehanicku 1 kemijsku obradu korijenskog kanala, nakon ¢ega se u
apikalni dio pazljivo postavlja sloj MTA-a ili Biodentina debljine priblizno 3 — 5 mm radi
zatvaranja apikalnog otvora i stvaranja nepropusne umjetne barijere. Nakon stvrdnjavanja
materijala i radioloske provjere apikalnog stopa, korijenski kanal puni se trajnim opturacijskim
materijalom u istom ili sljede¢em posjetu. U jednoposjetnoj apeksifikaciji svi se terapijski koraci
izvode unutar jednog posjeta, Sto dodatno pojednostavnjuje postupak i ¢ini ga osobito prihvatljivim

za djecu i adolescente (35-38).

MTA 1 Biodentin odlikuju se visokom biokompatibilnos¢éu, sposobnos¢u poticanja stvaranja
mineraliziranih tkiva te izvrsnim brtvenim svojstvima. Njihova je primjena povezana s visokim
stopama uspjeha u formiranju apikalne barijere i ocuvanju funkcije zuba, §to je potvrdeno klini¢kim
i eksperimentalnim istrazivanjima (35,36,39,40). Biodentin, kao biokeramicki materijal novije
generacije, ima krace vrijeme stvrdnjavanja, povoljnija mehani¢ka svojstva i manji rizik od

diskoloracije u usporedbi s ranijim formulacijama MTA-a (37,39).

Prednosti ovog postupka ukljucuju predvidljive klinicke rezultate, brzo formiranje apikalne
barijere, smanjen rizik od mikropropusnosti te potencijalno vecu otpornost korijena na frakturu u
usporedbi s dugotrajnom apeksifikacijom kalcijevim hidroksidom (37,38,41,42). Medu glavnim
ogranicenjima istiu se tehnicka osjetljivost, moguénost ekstrudiranja materijala u periapikalno
podrucje te visi troSkovi u odnosu na tradicionalne intrakanalne pripravke. Vazno je naglasiti da se
ovim postupkom ne potice nastavak rasta korijena ni zadebljanje dentinskih stijenki, ve¢ isklju¢ivo
formiranje stabilne apikalne barijere koja omogucuje kvalitetno brtvljenje korijenskog kanala

(33,40).

Zahvaljuju¢i navedenim svojstvima apeksifikacija MTA-om ili Biodentinom danas se Siroko
primjenjuje kao jedna od preferiranih terapijskih opcija kod nezrelih trajnih zuba s nekrozom pulpe,
osobito u situacijama kada je potrebno brzo, sigurno 1 predvidljivo lijecenje uz povoljnu
kratkorocnu prognozu (34,37,38). Unato€¢ tomu, suvremeni terapijski izazovi, koji ukljucuju
potrebu za nastavkom rasta korijena i dugoro¢nim o¢uvanjem biomehanicke stabilnosti zuba, sve
viSe usmjeravaju dentalnu medicinu prema bioloski orijentiranim pristupima. U tom kontekstu,
postupci revaskularizacije i1 regenerativne endodontske terapije predstavljaju vazan iskorak u

lijecenju mladih trajnih zuba s nezavrSenim razvojem korijenskih struktura (5,43,44).
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1.7.3. Terapijski postupak revaskularizacije

Revaskularizacija je suvremena metoda lijeCenja avitalnih nezrelih trajnih zuba, koja se temelji na
stvaranju biokompatibilnog okruzenja uz minimalnu instrumentaciju i temeljitu kemijsku
dezinfekciju korijenskog kanala. Postupak ukljuCuje izazivanje krvarenja iz periapikalnog
podrucja, pri ¢emu se u kanalu formira krvni ugrusak koji djeluje kao prirodni trodimenzionalni
nosac za stanice sposobne potaknuti nastavak rasta korijena, zadebljanje dentinskih stijenki te
suzenje ili zatvaranje apikalnog otvora (45,46). U literaturi se opisuje i kao ,,revitalizacija” (engl.
revitalisation) ili ,,inducirano” / ,,potaknuto” / ,,provocirano krvarenje” (engl. induced bleeding) te

se smatra zacetkom bioloski orijentiranih pristupa u endodonciji (47,48).

Postupak se najéesce provodi u dva posjeta. U prvom se osigurava izolacija zuba, izraduje pristupni
kavitet i provodi obilna kemijska irigacija, najcesce 1,5 — 3 %-tnom otopinom natrijeva hipoklorita
(NaOCl), uz minimalnu ili izostavljenu mehani¢ku instrumentaciju radi ocuvanja apikalnih stanica
i tkiva. Nakon suSenja kanala aplicira se intrakanalni medikament — kalcijev hidroksid ili
triantibiotska pasta (TAP; engl. triple antibiotic paste) — te se zub privremeno hermeticki zatvori
(47,49). U drugom posjetu, obi¢no nakon 2 — 4 tjedna, medikament se uklanja, a korijenski kanal
ispire 17  %-tnom  otopinom  etilendiamintetraoctene  kiseline = (EDTA;  engl.
ethylenediaminetetraacetic acid) radi oslobadanja dentinskih ¢imbenika rasta. Krvarenje se
inducira njeznim prelaskom endodontskog instrumenta 1 —2 mm kroz apeks, a nakon §to krv ispuni
kanal do razine ili neposredno ispod cementno-caklinskog spoja (CEJ; engl. cementoenamel
Jjunction), ugrusak se stabilizira 1 prekriva biokeramickim materijalom — najéeS¢e MTA-om ili,
alternativno, kalcij-fosfatno-silikatnim biokeramikama poput TotalFilla, EndoSequencea ili

Biodentina. Na kraju se izraduje trajni, hermeticki koronarni ispun visoke kvalitete (47,50).

Klini¢ki ciljevi postupka ukljucuju uklanjanje simptoma, cijeljenje periapikalne lezije, nastavak
razvoja korijena uz zadebljanje dentinskih stijenki i/ili suZenje apikalnog otvora te pozitivan
odgovor na testove vitaliteta (50,51). Usporedna klinicka i radiolo$ka istraZivanja na parovima zuba
lije€enih revaskularizacijom 1 apeksifikacijom MTA-om pokazuju povoljnije promjene u
revaskularizacijskim slu¢ajevima — dulji korijen, deblji zidovi, zatvaranje apeksa — uz visoku stopu
cijeljenja periapikalnih promjena (45,50). Sustavni pregledi 1 metaanalize dodatno potvrduju
visoku klinicku uspjeSnost, iako se opseg promjena razlikuje ovisno o protokolu i individualnim

¢imbenicima (46,52).
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Iako su klinicki ishodi Cesto povoljni, histoloski nalazi pokazuju da se pulpo-dentinski kompleks
nakon revaskularizacije u pravilu ne obnavlja. Umjesto toga, novonastalo tkivo ¢ini mjeSavina
vezivnog tkiva i tkiva sli¢na cementu i/ili kosti, s ili bez elemenata parodontnog ligamenta. Takav
sastav upucuje na pretezno reparativni proces pa se postupak tocnije opisuje kao vodena tkivna
reparacija, a ne potpuna regeneracija pulpe (46,53). U literaturi se pojmovi revaskularizacija,
revitalizacija i regenerativna endodoncija Cesto rabe kao sinonimi. Revaskularizacija oznacava
ponovnu uspostavu vaskularne opskrbe unutar kanala, ali ne i prisutnost odontoblasta. Suprotno
tomu, regeneracija pulpe zahtijeva i formiranje odontoblastnog sloja, prisutnost simpatickih i
parasimpatickih ziv€anih vlakana, fibroblasta i mati¢nih stanica pulpe — elemenata koji u

standardnom postupku revaskularizacije uglavnom izostaju (29,54).

Revaskularizacija je tehnicki zahtjevan i osjetljiv terapijski postupak, pri ¢emu uspjeh lijeCenja
ovisi o preciznoj provedbi svih faza — od atraumatskog rukovanja instrumentima i temeljite
kemijske dezinfekcije kanala do kontroliranog induciranja krvarenja i pravilne stabilizacije
ugruska. Krvni ugrusak moze biti strukturno nepostojan jer se lako osteti prije formiranja stabilne
fibrinske mreze, a njegova kvaliteta (gustoca, volumen, mehanicka otpornost) znatno varira medu
pacijentima, §to moze utjecati na tijek cijeljenja. Prirodni krvni ugrusak Cesto sadrzava ograni¢enu
koli¢inu ¢imbenika rasta, Sto smanjuje bioloski poticaj za diferencijaciju 1 proliferaciju stanica.
Medu ograni¢enjima se navodi 1 rizik od diskoloracije zuba, osobito pri primjeni MTA-a kojemu
je dodan bizmutov oksid radi postizanja radiokontrastnosti materijala. Konacno, potpuno
uklanjanje bakterijskog biofilma iz kanala presudno je za uspjeh jer preostali mikroorganizmi mogu
omesti formiranje novog tkiva, izazvati ponovnu infekciju i ugroziti nastavak rasta korijena

(50,55).

Zbog navedenih ogranicenja razvijaju se suvremeni regenerativni endodontski postupci, koji — uz
uporabu bioloski bogatijih nosaca, poput trombocitima obogacenog fibrina (PRF; engl. platelet-
rich fibrin), plazme bogate trombocitima (PRP; engl. platelet-rich plasma), plazme bogate
¢imbenicima rasta (PRGF; engl. plasma rich in growth factors) 1 koncentriranih ¢imbenika rasta
(CGF; engl. concentrated growth factors) — ciljano povecavaju regenerativni potencijal tkiva,
poti€u angiogenezu te omogucuju formiranje funkcionalno organiziranog, inerviranog i
vaskulariziranog pulpnog tkiva (52,55,56). Spomenuti postupci nadovezuju se na klasi¢nu

revaskularizaciju, predstavljajuci sljedeci korak u razvoju suvremene endodontske terapije.
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1.8. Regenerativna endodontska terapija

U kontekstu suvremenih terapijskih izazova u lije¢enju mladih trajnih zuba s nekrozom pulpe 1
nezavrSenim razvojem korijenskih struktura, regenerativna endodontska terapija (RET) predstavlja
bioloSki orijentiran pristup usmjeren na obnovu vitalnog pulpnog tkiva. Za razliku od
revaskularizacijskih postupaka, koji Cesto dovode do formiranja reparativnog tkiva s obiljezjima
slicnima cementnom ili koStanom, RET tezi stvaranju funkcionalnog pulpo-dentinskog kompleksa,

ukljucujuéi vaskularizaciju, inervaciju, imunolosSku obranu i odontogenu aktivnost (57).

RET se temelji na nacelima tkivnog inzenjerstva koja ukljucuju sinkronizirano djelovanje stanica
s regenerativnim potencijalom, biokompatibilnog trodimenzionalnog nosaca (engl. scaffold) 1
signalnih ¢imbenika koji poticu angiogenezu, neurogenezu i diferencijaciju stanica u
odontoblastima sli¢ne stanice (58). Uskladena interakcija ovih elemenata omogucuje nastavak rasta
korijena, zadebljanje dentinskih stijenki i smanjenje rizika od fraktura, ¢ime se poboljSava

dugoroc¢na funkcionalna i mehanicka prognoza zuba (59).

U suvremenoj regenerativnoj endodonciji razlikuju se dva osnovna terapijska koncepta:
e pristup bez stanica (CF-RET; engl. cell-free regenerative endodontic therapy)

e pristup temeljen na stanicama (CB-RET; engl. cell-based regenerative endodontic therapy).

CF-RET se oslanja na mobilizaciju endogenih mati¢nih stanica iz periapikalnog podrucja u
korijenski kanal, naj¢eS¢e potaknutim krvarenjem ili primjenom autolognih krvnih derivata (npr.
PRP, PRF). Suprotno tomu, CB-RET ukljucuje izravnu primjenu laboratorijski izoliranih 1
uzgojenih mati¢nih stanica, koje se unose u prethodno pripremljeni kanal zajedno s odgovaraju¢im

nosacem i signalnim molekulama (57,60).
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1.8.1. Ciljevi regenerativne endodontske terapije

Temeljni ciljevi regenerativne endodontske terapije usmjereni su na biolosku obnovu strukture i

funkcije zubne pulpe i dentina, u cilju dugoro¢nog ocuvanja zuba u zubnom luku.

Ciljevi RET-a obuhvacaju:

e obnovu vitalnog pulpnog tkiva unutar korijenskog kanala, koje omogucéuje odrzavanje
homeostaze i sudjeluje u lokalnim obrambenim mehanizmima

e rekonstrukciju pulpo-dentinskoga kompleksa, ukljucujuéi funkcionalno integrirane
odontoblaste, uspostavu vaskularne mreze i razvoj ziv€anih vlakana

e poticanje nastavka rasta korijena u nezrelim trajnim zubima, $to ukljucuje produljenje
korijena, zadebljanje dentinskih stijenki i zatvaranje apikalnog otvora, ¢ime se povecava
mehanicka otpornost zuba i smanjuje rizik od fraktura

e ocuvanje ili povratak osjetne funkcije zuba, ukljucujuéi osjet na toplinu, hladnocu, bol
1 pritisak

e ocuvanje zuba u funkciji primjenom bioloski usmjerenih i minimalno invazivnih terapijskih
postupaka

e unaprjedenje kvalitete zivota pacijenata oCuvanjem dentalne estetike, funkcionalnosti

1 psiholoske dobrobiti (1,27).

1.8.2. Indikacije i kontraindikacije za regenerativnu endodontsku terapiju

Primjena regenerativne endodontske terapije zahtijeva paZzljivu procjenu klini¢kih i bioloSkih
okolnosti koje omogucuju stvaranje pogodnog mikrookoliSa za regeneraciju pulpo-dentinskoga
kompleksa. Najpovoljnijim kandidatima smatraju se pacijenti mlade Zivotne dobi, osobito izmedu
9.1 18. godine, kod kojih su izrazenije proliferacijske i diferencijacijske sposobnosti mati¢nih
stanica, bolja prokrvljenost periapikalnog podru¢ja te ve¢i potencijal za nastavak razvoja

korijenskih struktura (4,48,54).

Jedan od klju¢nih ¢Gimbenika uspje$nosti RET-a jest promjer apikalnog otvora. Sirok apikalni otvor
omogucuje nesmetanu migraciju mezenhimskih mati¢nih stanica iz periapikalnog tkiva te ulazak
krvi bogate ¢imbenicima rasta, ¢ime se formira prirodni trodimenzionalni nosa¢ koji podupire
regeneraciju. NajviSa stopa uspjeSnosti zabiljezena je kod zuba s apikalnim otvorom promjera

izmedu 0,5 1 1,0 mm (4,54).
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Iako su ranija istrazivanja sugerirala potrebu za mehani¢kim prosirenjem apeksa radi postizanja
minimalne $irine od 1 mm (46), noviji dokazi upucuju na to da je regeneracija moguca i kod znatno
manjih otvora. Uspjesna revaskularizacija opisana je pri promjerima od svega 0,32 mm, dok su
pozitivni klini¢ki ishodi potvrdeni i kod otvora Sirine izmedu 0,4 1 0,6 mm. Stoga se u novijoj praksi
sve viSe naglaSava vaznost o¢uvanja prirodne anatomije apeksa, dok se mehanicka manipulacija
tim podrucjem sve CeSce izbjegava kako bi se smanjio rizik od jatrogenih oStecenja, osobito

frakture korijena (55).

Prema dostupnoj literaturi, najces¢e indikacije za primjenu RET-a ukljucuju:
e nezrele trajne zube s nekrozom pulpe
e apikalni otvor Sirine > 0,5 mm
e prisutnost apikalnog parodontitisa bez znacajne destrukcije periapikalnih tkiva

e dob pacijenta izmedu 9. i 18. godine.

S druge strane, RET je kontraindiciran u prisutnosti ¢imbenika koji znatno naruSavaju njegovu
predvidljivost i1 sigurnost. Medu glavnim kontraindikacijama isticu se:
e opsezna resorpcija korijena, koja znatno smanjuje mehanicku stabilnost zuba
e nemogucnost postizanja ucinkovite dezinfekcije kanala, ¢ime se onemogucuje stvaranje
sterilnog mikrookoliSa
e neadekvatni uvjeti za trajno 1 hermeti¢ko koronarno brtvljenje, Sto povecava rizik od

reinfekcije 1 terapijskog neuspjeha.

U takvim slucajevima alternativni terapijski pristupi — poput apeksifikacije ili konvencionalne

endodontske terapije — mogu predstavljati sigurniju klini¢ku opciju (4,46,48,61).

1.8.3. Uvjeti za uspjesnost regenerativne endodontske terapije

Uspjesnost regenerativne endodontske terapije uvelike ovisi o ispunjenju niza medusobno
povezanih bioloskih i1 klinickih preduvjeta koji omogucuju stvaranje stabilnog i pogodnog
mikrookoli$a za obnovu pulpo-dentinskoga kompleksa. Prema suvremenim preglednim radovima,
uspjeSan ishod regenerativnih postupaka ne ovisi o jednom izoliranom c¢imbeniku, ve¢ o
sinergijskom djelovanju uc¢inkovite kontrole infekcije, bioloskih elemenata tkivnog inZenjerstva 1

kvalitetnog koronarnog brtvljenja (58,62).
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Klinic¢ki gledano, klju¢ni uvjeti uspjesnosti RET-a ukljucuju:
e ucinkovitu kontrolu infekcije u korijenskom kanalu
e prisutnost i aktivaciju trijade tkivnog inZenjerstva — maticnih stanica, trodimenzionalnog
nosaca 1 signalnih molekula

e hermeticko i dugoro¢no stabilno koronarno brtvljenje (4,57,62).

Kontrola infekcije predstavlja primarni korak u pripremi korijenskog kanala. Njome se uklanja
infektivni sadrzaj i Cuvaju vitalne stanice koje mogu doprinijeti regeneraciji. Pravilno provedena
kemijska irigacija i selektivna mehanic¢ka instrumentacija sprjecavaju dodatnu traumu tkiva te

cuvaju njegov regenerativni potencijal (58).

Biolosku osnovu RET-a ¢ini interakcija triju osnovnih elemenata tkivnog inzenjerstva — mati¢nih
stanica, signalnih molekula i trodimenzionalnog nosac¢a. Njihova sinergija omogucuje proliferaciju,

migraciju i diferencijaciju stanica unutar korijenskog kanala (58).

Adekvatno koronarno brtvljenje presudno je za dugoro¢ni ishod terapije jer sprje¢ava prodiranje
mikroorganizama u kanalni sustav i osigurava stabilan mikrookoli§ za regeneraciju. Materijal za

brtvljenje trebao bi imati antibakterijska i bioaktivna svojstva, uz minimalan rizik od diskoloracije

(49,62,63).

1.8.4. Kontrola infekcije

Uspjesnost regenerativne endodontske terapije uvelike ovisi o u€inkovitoj kontroli infekcije unutar
korijenskog kanala. Primarni cilj ovog terapijskog koraka jest smanjenje mikrobnog opterecenja,
uklanjanje upalnih produkata te stvaranje stabilnog mikrookoliSa pogodnog za prezivljavanje,
migraciju 1 diferencijaciju mati¢nih stanica, §to se smatra kljunim preduvjetom uspjesne

regeneracije pulpo-dentinskoga kompleksa (4,64).

Za razliku od konvencionalne endodontske terapije, kontrola infekcije u regenerativnim
postupcima provodi se uz poseban naglasak na ocuvanje bioloskog potencijala zuba, osobito kod
nezrelih trajnih zuba. Takav pristup podrazumijeva minimalnu, odnosno potpuno izostavljenu
mehanicku instrumentaciju, primjenu kemijskih iriganasa niske citotoksi¢nosti te uporabu

intrakanalnih medikamenata koji ne ugrozavaju vitalnost mati¢nih stanica apikalne papile (54,58).
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1.8.4.1. Mehanicka obrada korijenskog kanala

U regenerativnoj endodontskoj terapiji mehanicka obrada korijenskog kanala provodi se
minimalno ili se u potpunosti izostavlja, osobito kod nezrelih trajnih zuba. Cilj takva pristupa jest
ocuvanje osjetljivih dentinskih struktura, Sirokog apikalnog otvora i vitalnih stanica apikalne

papile, koje su kljucne za regenerativni potencijal zuba (54).

Za razliku od konvencionalne endodontske terapije, u kojoj je oblikovanje kanala temeljni
terapijski postupak, u RET-u se ograni¢ena mehanicka instrumentacija upotrebljava iskljucivo radi
poboljsanja protoka iriganasa i u¢inkovitosti kemijskih dezinfekcijskih sredstava, uz istodobno
ocuvanje bioloskih uvjeta nuznih za regeneraciju (4,49). Takav pristup smanjuje rizik od jatrogene

frakture korijena i sprjeCava nepotreban gubitak preostalog vitalnog tkiva (58).

Histoloske i mikrobioloske analize upucuju na vaznost barem minimalne instrumentacije u cilju
disrupcije biofilma, ¢ime se poboljsava ucinkovitost dezinfekcije te olakSava otpustanje ¢imbenika
rasta iz dentinske matrice, koji imaju klju¢nu ulogu u migraciji i diferencijaciji mati¢nih stanica

tijekom regeneracije pulpo-dentinskoga kompleksa (54,65).

Stoga se mehanicka obrada u kontekstu RET-a ne provodi radi oblikovanja korijenskog kanala, ve¢

kao paZljivo kontrolirana intervencija usmjerena na potporu bioloskim procesima regeneracije.

1.8.4.2. Kemijska dezinfekcija korijenskog kanala

Kemijska dezinfekcija predstavlja kljucni korak u protokolu regenerativne endodontske terapije,
radi eliminacije mikroorganizama iz korijenskog kanala, o¢uvanja vitalnosti maticnih stanica
apikalne papile (SCAP; engl. stem cells from the apical papilla) te poticanja otpustanja endogenih
¢imbenika rasta iz dentinskih stijenki. Zbog minimalne ili potpuno izostavljene mehanicke
instrumentacije u nezrelim trajnim zubima, primjena kemijskih iriganasa ima presudnu ulogu u

stvaranju povoljnog mikrookoliSa za regeneraciju pulpo-dentinskoga kompleksa (4,54).

Biokompatibilnost iriganasa ovisi o njihovoj koncentraciji, trajanju izlaganja, pH-vrijednosti te
potencijalnoj citotoksicnosti prema SCAP-u (66). Najcesce koristeni suvremeni protokoli temelje
se na kombinaciji 1,5 % natrijeva hipoklorita (NaOCl) za pocetnu dezinfekciju 1 17 %
etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) za zavrSno ispiranje (4). Ovakav pristup omogucuje

ucinkovitu antimikrobnu aktivnost uz istodobno poticanje otpustanja ¢imbenika rasta iz dentinske
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matrice, ukljucujuci transformirajuci Cimbenik rasta beta (TGF-f), kostane morfogenetske proteine
BMP-2 i BMP-7 te druge signalne molekule klju¢ne za diferencijaciju 1 regenerativni potencijal

SCAP-a (65).

Istrazivanja su pokazala da poviSene koncentracije NaOCl (> 1,5 %, osobito > 3 %)
1 klorheksidina (CHX > 2 %) imaju izrazen citotoksi¢ni ucinak te negativno utjecu na vitalnost
SCAP-a. Nasuprot tomu, EDTA, osobito kada se primjenjuje kao zavr$no ispiranje u trajanju od
priblizno pet minuta, smatra se biokompatibilnom opcijom za zavr$nu irigaciju u okviru RET
protokola, uz ogranicenja na temelju in vitro dokaza (4,66). Kombinacija NaOCl 1 EDTA dodatno
pojacava otpuStanje ¢imbenika rasta, pri ¢emu se preporucuje zavr$no ispiranje fizioloSkom
otopinom radi uklanjanja ostataka iriganasa i smanjenja rezidualnog djelovanja, osobito izmedu

primjene pojedinih otopina (4).

Tehnicki aspekti irigacije kljucni su za sigurnost i uc¢inkovitost terapije. Preporucuje se uporaba
igala zatvorenog vrha s postrani¢nim otvorima, postavljenih 1 — 2 mm koronarno od apikalnog
foramena, ¢ime se znatno smanjuje rizik od ekstruzije iriganasa u periapikalno podrucje. Aktivacija
iriganasa pasivnom ultrazvu¢nom irigacijom (PUI; engl. passive ultrasonic irrigation) poboljSava
njihovu penetraciju i dezinfekcijski u¢inak. Ucinkovitost kemijske dezinfekcije moze se dodatno
povecati primjenom negativnog tlaka, laserske aktivacije ili fotonima induciranog fotoakusti¢nog
strujanja (PIPS; engl. photon-induced photoacoustic streaming), €ime se postiZe bolja distribucija

iriganasa unutar kanalnog sustava uz smanjenje rizika od ekstruzije (4).

Ucinci pojedinih iriganasa na otpuStanje Cimbenika rasta opisani su u brojnim in vitro
istrazivanjima. EDTA pokazuje izraZzen uc¢inak na otpuStanje transformiraju¢eg ¢imbenika rasta
beta (TGF-B1), dok kombinacija natrijeva hipoklorita i EDTA dodatno pojacava taj ucinak.
Limunska kiselina pokazuje slian potencijal, ali uz povecani rizik od prekomjerne
demineralizacije dentina (65). Suprotno tomu, MTAD 1 QMix u dostupnim istrazivanjima pokazuju
proturjecne ucinke na odrzivost 1 interakciju mati¢nih stanica apikalne papile s dentinskom
povrSinom. Za MTAD je opisan nepovoljan ucinak na adheziju SCAP-a, dok su rezultati za QMix
heterogeni (66—68). Zbog izrazene citotoksi¢nosti primjena klorheksidina nije preporucljiva u

protokolima RET-a (4,66).
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AAE smjernice preporucuju uporabu 1,5 % NaOCl za pocetnu irigaciju, zatim 17 % EDTA tijekom
pet minuta, uz zavrSno ispiranje fizioloSkom otopinom. ESE dopusta primjenu NaOCI u rasponu

koncentracija od 1,5 do 3 %, uz istovjetan protokol zavrsne irigacije EDTA-om (4).

UnatoC postoje¢im preporukama, konsenzus o optimalnom protokolu kemijske dezinfekcije u
RET-u jo$ uvijek nije u potpunosti postignut. Razlike u koriStenim metodologijama,
koncentracijama iriganasa, trajanju izlaganja i eksperimentalnim modelima dodatno naglaSavaju
potrebu za daljnjim standardiziranim istrazivanjima te otvaraju prostor za razmatranje

modificiranih pristupa u okviru kemijske dezinfekcije u sklopu RET-a (4,66).

1.8.4.3. Upotreba intrakanalnih medikamenata

Upotreba intrakanalnih medikamenata u okviru regenerativne endodontske terapije ima klju¢nu
ulogu u dodatnoj kemijskoj dezinfekciji, uz ocuvanje bioloskih ¢imbenika potrebnih za
regeneraciju pulpo-dentinskoga kompleksa. Medikamenti koji se upotrebljavaju u okviru RET-a
moraju eliminirati preostale mikroorganizme, pritom ocuvati vitalnost mati¢nih stanica apikalne
papile te mogu potaknuti otpuStanje Cimbenika rasta iz dentina, kljucnih za diferencijaciju,

migraciju i proliferaciju stanica (54).

Triantibiotska pasta jedan je od najceSce koriStenih intrakanalnih medikamenata. Sastoji se od
metronidazola, ciprofloksacina i minociklina u omjeru 1 : 1 : 1. Ova kombinacija djeluje protiv
anaerobnih i1 aerobnih bakterija — metronidazol 1 ciprofloksacin u¢inkoviti su protiv anaeroba, dok

minociklin djeluje kao bakteriostatik, osobito protiv gram-pozitivnih bakterija (54,69).

TAP dodatno pokazuje bioloSku aktivnost; njezin kiseli pH moZe potaknuti demineralizaciju
dentina i oslobadanje ¢imbenika rasta, poput TGF- i BMP-ova, §to moZe doprinijeti diferencijaciji

SCAP-a (54,68).

Medutim, primjena TAP-a povezana je i s nizom ograni¢enja. Minociklin prisutan u sastavu
TAP-a Cesto se povezuje s diskoloracijom zuba, §to moze predstavljati velik estetski problem,
osobito u prednjem segmentu denticije (69). Nadalje, primjena TAP-a u visim koncentracijama
moze imati citotoksi¢ne ucinke na SCAP, smanjiti njithovu sposobnost diferencijacije, inhibirati
vaskularizaciju te ograni¢iti otpuStanje Cimbenika rasta iz dentinskih stijenki (66,68). AAE

preporuke stoga sugeriraju uporabu TAP-a u koncentracijama manjim od 1 mg/mL, kako bi se

21



Dubravka Turjanski, disertacija

smanjili nezeljeni ucinci, a zadrzala antimikrobna ucinkovitost (4,54). Takoder se preporucuje
aplikacija TAP-a isklju¢ivo unutar korijenskog kanala, ispod razine cementno-caklinskog spoja, uz
prethodno premazivanje dentina adhezivnim sredstvom, radi smanjenja rizika od diskoloracije
(4,69). Kako bi se izbjegla primjena minociklina, TAP se sve ceS¢e modificira zamjenom
minociklina klindamicinom ili cefaklorom, ¢ime se nastoji zadrzati antimikrobna ucinkovitost uz

istodobno smanjenje estetskih komplikacija (4).

U novije se vrijeme sve viSe paznje posvecuje dvoantibiotskoj pasti (DAP; engl. double antibiotic
paste), koja se sastoji isklju¢ivo od metronidazola i ciprofloksacina. Ova kombinacija zadrzava
visoku antimikrobnu ucinkovitost — metronidazol djeluje protiv striktno anaerobnih
mikroorganizama, dok ciprofloksacin pokazuje snaznu aktivnost prema fakultativno anaerobnim i
aerobnim uzro¢nicima. Uklanjanjem minociklina iz sastava smanjuje se rizik od diskoloracije zuba,

Sto ¢ini DAP prikladnijim izborom za primjenu u estetski osjetljivim regijama (4,70).

Zbog navedenih ogranicenja antibiotskih formulacija, u literaturi je opisana i primjena paste
kalcijeva hidroksida kao moguce alternative za intrakanalnu dezinfekciju u RET-u. Iako njegova
antimikrobna ucinkovitost nije jednaka onoj TAP-a, kalcijev hidroksid pokazuje manju
citotoksi¢nost prema SCAP-u, potice njihovu adheziju na dentinsku povrSinu te omogucuje
povoljne uvjete za regeneraciju (54,71,72). Kombinacija s klorheksidinom moze pojacati
antimikrobni ucinak, no zbog poznatih citotoksi¢nih svojstava klorheksidina taj se pristup ne
preporucuje za rutinsku primjenu u RET-u (4,66). Ostala ogranicenja kalcijeva hidroksida
ukljucuju njegovu visoku pH-vrijednost, potencijal za induciranje resorpcije dentina te otezano

potpuno uklanjanje iz korijenskog kanala (72).

Unato¢ brojnim istrazivanjima i postoje¢im smjernicama, jo$ uvijek nije uspostavljen jedinstveni
protokol za optimalni intrakanalni medikament u RET-u. Odabir sredstva treba individualno
temeljiti na klinickoj indikaciji, dobi pacijenta, poloZaju zuba, procjeni rizika od diskoloracije te
bioloskoj kompatibilnosti sa SCAP-om. Takva heterogenost dodatno naglaSava potrebu za daljnjim
standardiziranim in vitro 1 klini¢kim istrazivanjima, kako bi se definirale dugorocno najucinkovitije

1 najsigurnije terapijske opcije u okviru RET-a (4,73).
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1.8.5. Bioloski koncept regenerativne endodontske terapije

Regenerativna endodontska terapija temelji se na nacelima tkivnog inZenjerstva —
interdisciplinarnog podrucja koje objedinjuje znanja iz biologije, medicine i inZenjerstva radi
obnove ostecenih tkiva i ponovne uspostave njihove funkcije. U endodontskom kontekstu cilj tog
pristupa jest poticanje bioloske obnove strukture i funkcije zubne pulpe primjenom strategija koje

ukljucuju stanice s regenerativnim potencijalom, trodimenzionalne nosace i signalne molekule.

Sredis$nji koncept regenerativnog pristupa je stvaranje kontroliranog i bioloski povoljnog
mikrookolisa unutar dezinficiranog korijenskog kanala, koji omogucuje regeneraciju pulpo-
dentinskoga kompleksa. Takav mikrookoli§ mora omoguditi stani¢nu adheziju, proliferaciju i
diferencijaciju, osigurati opskrbu kisikom i nutrijentima, uklanjanje metabolickih produkata te

regulaciju lokalnog upalnog odgovora, uz poticanje angiogeneze i neurogeneze (59,61).

Tri su osnovna elementa tkivnog inZenjerstva u regeneraciji pulpe:
1. maticne stanice s regenerativnim potencijalom
2. trodimenzionalni nosaci

3. signalne molekule i ¢imbenici rasta.

Sinergijsko djelovanje ovih komponenti omogucuje regeneraciju funkcionalnog pulpnog tkiva, pri
¢emu cilj nije samo reparacija, ve¢ funkcionalna i strukturna bioloska obnova pulpo-dentinskoga
kompleksa. Time se RET afirmira kao suvremeni bioloski terapijski pristup, osobito u lijecenju

nezrelih trajnih zuba (57,74).

1.8.5.1. Maticne stanice

Mati¢ne stanice (SC; engl. stem cells) definiraju se kao nediferencirane, multipotentne ili

pluripotentne stanice sposobne za samoobnavljanje 1 diferencijaciju u razlicite stani¢ne linije.

Prema podrijetlu razlikuju se tri osnovne skupine mati¢nih stanica:
e cmbrionalne maticne stanice (ESC; engl. embryonic stem cells), prisutne u blastocisti i
sposobne za diferencijaciju u sve tipove stanica
e adultne (somatske) mati¢ne stanice (ASC; engl. adult stem cells), prisutne u postnatalnim

tkivima 1 odgovorne za odrZzavanje homeostaze i regeneraciju
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e inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (iPSC; engl. induced pluripotent stem cells),

dobivene reprogramiranjem somatskih stanica (75).

U podruc¢ju dentalne i maksilofacijalne medicine osobitu vaznost imaju mezenhimske maticne
stanice (MSC; engl. mesenchymal stem cells), koje se, zahvaljuju¢i multipotenciji, mogu
diferencirati u osteoblaste, hondrocite, adipocite i odontoblaste. Odlikuju se 1 izrazenom

imunomodulatornom aktivnosc¢u, Sto ih €ini posebno pogodnima za primjenu u RET-u (58,76).

Orofacijalna i dentalna tkiva predstavljaju bogat izvor MSC stanica. Identificirane su brojne
populacije dentalnih mati¢nih stanica (DSC; engl. dental stem cells):

e mati¢ne stanice zubne pulpe (DPSC; engl. dental pulp stem cells)

e matine stanice ispalih mlijecnih zuba (SHED; engl. stem cells from human exfoliated

deciduous teeth)

e maticne stanice parodontnog ligamenta (PDLSC; engl. periodontal ligament stem cells)

e mati¢ne stanice apikalne papile (SCAP; engl. stem cells from the apical papilla)

e mati¢ne stanice folikula zuba u razvoju (DFPC; engl. dental follicle precursor cells)

e stanice zametka zuba (TGPC; engl. tooth germ progenitor cells) (76-78).

Takoder se istrazuju 1 stanice iz drugih oralnih izvora:
e stanice iz alveolarne kosti (ABMSC; engl. alveolar bone-derived mesenchymal stem cells)
e stanice iz Zlijezda slinovnica (SGDSC; engl. salivary gland-derived stem cells)

e stanice oralne sluznice (OMSC; engl. oral mucosa-derived stem cells) (78,79).

U kontekstu RET-a mati¢ne stanice osiguravaju stanicne izvore za diferencijaciju u odontoblaste,
cementoblaste, osteoblaste i neurone. Uz to, posjeduju sposobnost migracije, proliferacije te

regulacije imunoloskog odgovora (58,61).
Tri su populacije osobito vazne za regeneraciju pulpo-dentinskoga kompleksa:

e SCAP stanice nalaze se u apikalnom podrucju zuba u razvoju te pokazuju visok
proliferacijski kapacitet, otpornost na upalu i sposobnost diferencijacije u odontoblaste,
osteoblaste, adipocite i neurone. Zahvaljujuéi izraZzenoj kolateralnoj vaskularizaciji, mogu
preZivjeti 1 u uvjetima pulpne nekroze ili periapikalne infekcije. IstraZivanja su potvrdila

njihovu sposobnost stvaranja tkiva slicnog dentinu, potaknutu ¢imbenicima rasta poput
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TGF-B1, BMP-2, VEGF 1 PDGF. Takoder, izlu¢uju neurotrofi¢cne Cimbenike poput

BDNF-a, §to upucuje na njihov potencijal i u neuralnoj regeneraciji (49,63,80,81).

e DPSC stanice (mati¢ne stanice zubne pulpe), koje su prvi put izolirane 2000. godine,
pokazuju visok odontogeni potencijal i sposobnost diferencijacije u odontoblaste. Aktivno
lu¢e angiogene i1 signalne molekule, poput VEGF-a i TGF-B1, koje su kljucne za
vaskularizaciju i1 regeneraciju pulpo-dentinskoga kompleksa. U usporedbi sa SCAP-om,
DPSC imaju visu ekspresiju odontogenih markera, ali relativno nizi proliferacijski

potencijal (49,80).

e SHED stanice (mati¢ne stanice iz ispalih mlijecnih zuba) predstavljaju lako dostupan i
neinvazivan izvor mati¢nih stanica, a karakterizira ih visoka stopa proliferacije i
multipotentnost. Uspjesno diferenciraju u adipogene, odontoblasti¢ne i neurogene stanice,
a mogu posluziti kao alogeni izvor stanica, ali i za autolognu primjenu kod djece s nekrozom
pulpe. Iako se u pocetku smatralo da ne mogu sudjelovati u regeneraciji pulpo-dentinskoga
kompleksa, novija istrazivanja — u kombinaciji s ¢imbenicima rasta i odgovaraju¢im

nosac¢ima — pokazuju njihov regenerativni potencijal u tom kontekstu (63).

Mati¢ne stanice mogu se tijekom terapije uvesti u korijenski kanal poticanjem krvarenja iz
periapikalnog podrucja, ¢ime se u mikrookoli§ unose endogene stanice i signalne molekule.
Alternativno, mogu se primijeniti egzogene stanice (DPSC, SHED, SCAP), prethodno izolirane 1

umnozene in vitro, koje se zatim transplantiraju u kanal (61).

Sve populacije DSC stanica dijele fenotipske znacajke MSC-a te posjeduju multipotentni
diferencijacijski potencijal — osteogeni, dentinogeni, cementogeni, adipogeni, neurogeni i dr.
(76,82). Osim diferencijacije, DSC stanice lufe angiogene 1 neurotroficne ¢imbenike — VEGF,
BDNF, GDNF, CNTF i B-NGF — koji poticu vaskularizaciju, neurogenezu i regeneraciju tkiva.
Njihova funkcionalnost snazno ovisi o mikrookoliSu, osobito u prisutnosti upale, koja moze
modulirati migraciju, proliferaciju i imunoloski odgovor. Zbog svih navedenih svojstava, dentalne
mati¢ne stanice smatraju se jednim od najperspektivnijih stani¢nih izvora za regeneraciju pulpo-
dentinskoga kompleksa, no predstavljaju i potencijalni terapijski alat u lijeCenju neuroloskih,
kardiovaskularnih, metaboli¢kih 1 autoimunih bolesti, iako je njihova klini¢ka primjena 1 dalje

ograni¢ena regulatornim i tehnickim izazovima (76).
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1.8.5.2. Signalne molekule

Signalne molekule, osobito ¢imbenici rasta, imaju klju¢nu ulogu u regenerativnoj endodontskoj

terapiji jer reguliraju razliCite stani¢ne procese, ukljuCuju¢i kemotaksiju, proliferaciju,

diferencijaciju, prezivljenje i medustani¢nu komunikaciju. U kombinaciji s mati¢nim stanicama 1

trodimenzionalnim nosac¢ima omogucuju stvaranje funkcionalno i bioloski aktivnog mikrookolisa

pogodnog za regeneraciju pulpo-dentinskoga kompleksa (4,29).

Signalne molekule mogu biti:

endogenog podrijetla — oslobadaju se iz dentinskog matriksa tijekom irigacije natrijevim
hipokloritom i EDTA-om, djelovanjem kalcijeva hidroksida te primjenom bioaktivnih
materijala poput MTA-a i Biodentina. Dodatno, krvni ugrusak nastao poticanjem krvarenja
iz periapikalnog podru¢ja sadrzava endogene ¢imbenike rasta i citokine koji doprinose

regenerativnim procesima.

egzogenog podrijetla — signalne molekule mogu se terapijski primijeniti u obliku
rekombinantnih ljudskih proteina, poput rekombinantnog ljudskog cimbenika rasta
podrijetlom iz trombocita (thPDGF; engl. recombinant human platelet-derived growth
factor) ili rekombinantnog ljudskog koStanog morfogenetskog proteina 2 (rhBMP-2; engl.
recombinant human bone morphogenetic protein 2); zatim primjenom autolognih krvnih
pripravaka bogatih trombocitima, kao Sto su PRP 1 PRF, ili s pomoc¢u bioaktivnih nosaca
impregniranih ¢imbenicima rasta, poput FGF2 1 VEGF, ¢ime se omogucuje njihovo ciljano

1 kontrolirano otpustanje (4,29,61).
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Relevantni ¢imbenici rasta u RET-u razvrstavaju se prema bioloskim funkcijama (4,29,81):

1. Migracija stanica:

transformirajuci Cimbenik rasta beta 1 (TGF-B1; engl. transforming growth factor beta 1)

fibroblastni ¢imbenik rasta 2 (FGF2; engl. fibroblast growth factor 2)

¢imbenik rasta podrijetlom iz trombocita (PDGF; engl. platelet-derived growth factor)

2. Proliferacija stanica:

TGF-1
FGF2

vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF; engl. vascular endothelial growth factor)

inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta (IGF; engl. insulin-like growth factor)

3. Angiogeneza:

VEGF
PDGF
FGF2

stromalni ¢imbenik 1 alfa (SDF-1a; engl. stromal cell-derived factor 1 alpha)

4. Dentinogeneza 1 odontogena diferencijacija:

koStani morfogenetski protein 2 (BMP-2; engl. bone morphogenetic protein 2)
koStani morfogenetski protein 7 (BMP-7; engl. bone morphogenetic protein 7)
FGF2

proteini dentinskog matriksa (DMP; engl. dentin matrix protein)

dentinski fosfoprotein (DPP; engl. dentin phosphoprotein)

glikozaminoglikani (npr. hondroitin sulfat i dermatan sulfat)

5. Neurogeneza 1 reinervacija:

¢imbenik rasta Ziv€anih stanica (NGF; engl. nerve growth factor)
mozdani neurotrofni ¢cimbenik (BDNF; engl. brain-derived neurotrophic factor)

cilijarni neurotrofni ¢cimbenik (CNTF; engl. ciliary neurotrophic factor).
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1.8.5.3. Trodimenzionalni nosac

Nosac ili matrica igra klju¢nu ulogu u uspostavljanju mikrookoliSa pogodnog za regeneraciju

pulpo-dentinskoga kompleksa. Djeluje kao privremena strukturna potpora unutar korijenskog

kanala, omogucujuéi organizaciju stanica, difuziju nutrijenata i plinova te kontrolirano otpustanje

¢imbenika rasta potrebnih za proliferaciju i1 diferencijaciju mati¢nih stanica (83). Osim mehanicke

potpore, nosac¢ ima i biolosku funkciju — sudjeluje u regulaciji stani¢nog ponasanja, usmjerava

tkivnu obnovu i postupno se razgraduje kako novoformirano tkivo preuzima svoju funkciju (84,85).

1.8.5.3.1. Kljuc¢na svojstva idealnog nosaca

Idealni bi nosa¢ trebao zadovoljiti niz kriterija koji osiguravaju uspjeSnu regeneraciju pulpo-

dentinskoga kompleksa (59,61,82):

biokompatibilnost
Nosa¢ mora biti netoksiCan i ne smije izazivati upalne reakcije. Takoder, mora biti siguran
za kontakt sa stanicama te ne smije negativno utjecati na njihovu vitalnost i diferencijacijski

potencijal, uz prikladnost za primjenu u oralnom okolisu.

poroznost 1 medusobnu povezanost pora
Struktura nosaca mora omoguciti u¢inkovitu difuziju kisika, hranjivih tvari i metabolita,
kao 1 migraciju stanica te urastanje krvnih Zila, $to je klju¢no za vaskularizaciju

regeneriranoga tkiva.

stimulaciju stani¢nih procesa
Nosac treba poticati adheziju, proliferaciju, migraciju 1 diferencijaciju mati¢nih stanica,
osobito onih relevantnih za regeneraciju pulpe zuba, poput mati¢nih stanica zubne pulpe

(DPSC) 1 mati¢nih stanica apikalne papile (SCAP).

mehanicku stabilnost
Mora posjedovati odgovarajuéu ¢vrstocu i elasticnost kako bi odrzao strukturni integritet

tijekom procesa regeneracije te bio otporan na vlazno i kemijski nestabilno okruzenje.
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kontroliranu biorazgradnju
Nosac se treba razgradivati postupno, a brzina njegove razgradnje mora biti uskladena s
brzinom stvaranja novog tkiva, ¢ime se osigurava stabilan prijelaz prema funkcionalnoj

obnovi.

bioaktivnu povrSinu
PovrSina nosa¢a mora omogucavati vezanje bioaktivnih molekula, kao $to su ¢imbenici
rasta 1 signalni peptidi, te njihovo kontrolirano otpustanje, ¢ime se dodatno poticu procesi

regeneracije.

sterilizaciju 1 sigurnost
Nosa¢ mora zadrzati svoja fizikalna 1 bioloSka svojstva nakon sterilizacije te ne smije

predstavljati rizik od prijenosa patogena, osobito ako je bioloskoga podrijetla.

klini¢ku prakti¢nost i prilagodljivost

Nosa¢ mora biti jednostavan za rukovanje 1 aplikaciju unutar korijenskog kanala, a njegova
se struktura mora mo¢i prilagoditi obliku i veli¢ini pulpnog prostora, primjerice primjenom
injektabilnih oblika, hidrogelova ili tehnologije 3D ispisa, ¢ime se olakSava klinicka

primjena i povecava reproducibilnost postupka.
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Nosaci se mogu klasificirati prema razli¢itim kriterijima (59,83,84):

1.

1.8.5.3.2. Klasifikacija nosaca

Prema podrijetlu:
e prirodni nosaci

e sintetski nosaci

Prema razgradivosti:
e biorazgradivi nosaci

e Dbiostabilni nosaci

Prema obliku 1 strukturi:

e hidrogelovi

e spuzvasti nosaci

e vlaknasti odnosno mrezasti nosaci

¢ injektabilni sustavi

Prema prisutnosti stanica:

e acelularni nosaci

e celularni nosadi.

Tablica 1 prikazuje sazet usporedni prikaz klasifikacije nosaca prema Sequeiri i suradnicima (59).
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Tablica 1. Klasifikacija nosaca u regenerativnoj endodonciji prema podrijetlu, razgradivosti,
morfoloskoj strukturi i prisutnosti stanica; prema Sequeiri i sur. (59)

Kriterij

podrijetlo

razgradivost

struktura
i oblik

prisutnost
stanica

Vrsta nosaca

prirodni

sintetski

kompozitni /
hibridni

biorazgradivi

biostabilni

hidrogelovi

spuzvasti nosaci

vlaknasti / mrezasti
nosaci

injektabilni sustavi

acelularni nosaci

celularni nosaci

Primjeri

kolagen, fibrin,
hijaluronska kiselina,
decelularizirana ECM,
PRF, PRP, CGF

PLA, PGA,

PLGA, PCL,

HA, B-TCP,
bioaktivno staklo

kolagen + HA,
PLGA + bioaktivno staklo

PRF,

PLGA, PCL,
prirodni nosaci
titan,

trajni sintetski polimeri
(eksperimentalno)
alginat,

GelMA,

PRF u gelu
kolagenske spuzve,
PRF membrana

nanovlakna dobivena
elektroispredanjem

PRP,

razli¢iti hidrogelovi

PRF,

PRP,

sintetski nosaci bez stanica
ECM s ugradenim
mati¢nim stanicama
(eksperimentalno)

Osnovne znacajke

visoka biokompatibilnost,

sadrzaj prirodnih ¢imbenika rasta,
bioaktivnost,

niza mehanicka otpornost

veca kontrola nad fizikalno-
kemijskim svojstvima,
reproducibilnost,

ogranic¢ena bioaktivnost

kombinacija mehanicke ¢vrstoce i
bioloske aktivnosti, uz mogucnost
bioaktivne povrsinske prilagodbe
postupna razgradnja, prilagodena
dinamici regeneracije, bez potrebe za
kirurSkim uklanjanjem

ne razgraduju se,

dugotrajna mehanicka stabilnost,
ograni¢ena primjena u REP

visoka hidratacija,

difuzija, lako injiciranje,

mogucnost isporuke bioaktivnih tvari
visoka poroznost, poti¢u urastanje
krvnih Zila i migraciju stanica
imitiraju arhitekturu ECM-a,
prikladna za usmjeravanje stanicne
migracije

prilagodljivi obliku i veli¢ini defekta,
minimalno invazivna aplikacija

ne sadrzavaju stanice,

oslanjaju se na privlacenje i migraciju
endogenih stanica

sadrzavaju mati¢ne stanice, aktivno
sudjeluju u regeneraciji, primjena
ogranicena na istrazivacke modele

ECM - ekstracelularna matrica; PRP — plazma bogata trombocitima; PRF — trombocitima obogaceni fibrin;
CGF - koncentrirani ¢imbenici rasta; PLA — polilakticna kiselina; PGA — poliglikolicna kiselina;
PLGA - kopolimer PLA i PGA; PCL — poli(kaprolakton); HA — hidroksiapatit; B-TCP — beta-trikalcijev fosfat;
GelMA — gelatin metakrilat.
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Unutar navedene klasifikacije najvaznija se podjela temelji na podrijetlu materijala, odnosno na
prirodnim 1 sintetskim nosa¢ima. Ova dihotomna podjela predstavlja osnovu za razumijevanje
razlika u bioloskom potencijalu, mehanickim svojstvima i klinickoj primjeni razli¢itih materijala

(59).

Prirodni nosaci obuhvaéaju materijale bioloskog podrijetla, poput kolagena, fibrina, hijaluronske
kiseline 1 decelularizirane ekstracelularne matrice, kao i autologne krvne pripravke bogate
trombocitima, poput PRP-a, PRF-a i CGF-a. Njihova je glavna prednost visoka biokompatibilnost
1 sposobnost prijenosa prirodnih ¢imbenika rasta, dok im cesto nedostaje odgovaraju¢a mehanicka

stabilnost (49,59,63,81).

Sintetski nosaci, s druge strane, izradeni su od laboratorijski proizvedenih polimera (npr. PLA —
polilakti¢na kiselina, PCL — poli(kaprolakton), PLGA — kopolimer PLA i PGA) te keramickih
materijala, poput hidroksiapatita. Omogucuju veéu kontrolu nad fizikalno-kemijskim svojstvima,
vecu reproducibilnost i viSu mehanicku stabilnost, no Cesto zahtijevaju dodatnu povrsinsku

modifikaciju kako bi se postigla odgovarajuéa bioaktivnost (49,59,63).

1.8.5.3.3. Nosaci u regenerativnoj endodontskoj terapiji

U regenerativnoj endodontskoj terapiji najcesce se upotrebljavaju prirodni (bioloski) nosaci poput

krvnog ugruska i autolognih trombocitnih koncentrata (86).

o Krvni ugrusak

Krvni ugruSak (BC; engl. blood clof) najstariji je 1 najéeSce koristen prirodni trodimenzionalni
nosac u postupku revaskularizacije, najranije opisanoj terapijskoj strategiji unutar okvira RET-a.
Nastaje poticanjem krvarenja iz periapikalnog podrucja, ¢ime se spontano formira autologna
fibrinska mreza bogata trombocitima, mezenhimnim matiénim stanicama (MSC), ¢imbenicima
rasta i bioaktivnim molekulama. Ova mreza omogucduje zadrzavanje i migraciju SCAP stanica,
koje, ¢ak i1 u uvjetima pulpne nekroze, zadrZavaju vitalnost i diferencijacijski potencijal prema

odontoblastima sli¢nim stanicama, doprinoseci regeneraciji pulpo-dentinskoga kompleksa (81,86).
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Histoloski, ugruSak se postupno zamjenjuje granulacijskim, vezivnim, cementnim i koStanim
tkivom, uz stvaranje novih krvnih Zzila. Klini¢ke studije biljeze visoku stopu uspjesnosti (90 — 94

%), ukljucujuéi apikalno zatvaranje, produljenje korijena i zadebljanje dentinskih stijenki (81,87).

Zahvaljujuci biokompatibilnosti, dostupnosti i jednostavnosti primjene, ovaj je postupak klinicki
prihvatljiv i ekonomski isplativ, osobito uz adekvatno koronarno brtvljenje (npr. MTA-om). Ipak,
njegova je ucinkovitost ogranicena varijabilnos¢u potaknutog krvarenja i kvalitetom ugruska,
nemogucnoséu kontrole unosa matic¢nih stanica te Cestim ishodima reparacije umjesto potpune
regeneracije. Moguce su i nezeljene posljedice, poput obliteracije kanala zbog neregulirane

mineralizacije te postoperativne bolnosti izazvane iritacijom periapikalnih tkiva (81).

Ako se krvarenje ne moZe potaknuti, preporucuje se primjena 17 % EDTA-e ili aspiracija krvi iz
susjednog kanala. U iznimnim slu€ajevima mozZe se upotrebljavati i autologna venska krv pacijenta.
U literaturi je takoder opisana uspje$na primjena krvnog ugruska dobivenog aspiracijom krvi iz
alveolarne kosti kao alternativnog bioloskog nosa¢a u RET-u, $to predstavlja mogucu strategiju u

situacijama kada poticanje periapikalnog krvarenja nije ucinkovito (4,88).

e Trombocitni koncentrati

Trombocitni koncentrati (PC; engl. platelet concentrates) predstavljaju autologne pripravke
dobivene iz venske krvi pacijenta, koje karakterizira visoka koncentracija trombocita i ¢imbenika
rasta uklju¢enih u procese cijeljenja i1 regeneracije tkiva. Zahvaljuju¢i svojim protuupalnim,
angiogenim 1 reparativnim svojstvima, ovi pripravci potic¢u cijeljenje mekih i tvrdih tkiva te se
primjenjuju u razli¢itim podrucjima oralne 1 maksilofacijalne medicine, ukljucuju¢i augmentaciju
alveolarnog grebena, sinus lift, implantoloSke zahvate, lijeCenje osteonekroze Celjusti izazvane

bisfosfonatima ili zracenjem, kao 1 terapiju oralnih ulceroznih promjena (89-92).

U RET-u trombocitni koncentrati sluze kao bioloski aktivni nosa¢i koji osiguravaju
trodimenzionalnu potporu i omogucuju postupno otpustanje Cimbenika rasta potrebnih za
diferencijaciju mati¢nih stanica, angiogenezu i regeneraciju pulpnog tkiva (93-95). Njihova se
primjena povezuje s poboljSanom vaskularizacijom, povoljnijim mikrookoliSem za migraciju

stanica i potencijalno boljim klini¢kim ishodima u usporedbi s klasi¢nim krvnim ugruskom (94,95).
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Najcesce koristeni pripravci u RET-u su PRP, PRF, uz dodatne varijante poput PRGF-a i CGF-a.
Izbor pripravka ovisi o klini¢kim ciljevima i Zeljenoj kinetici oslobadanja ¢imbenika rasta, pri ¢emu
PRF i CGF omoguc¢uju produljeno, stabilnije otpustanje bioaktivnih molekula u usporedbi s

PRP-om (93-96).

o Trombocitima bogata plazma (PRP)

Trombocitima bogata plazma predstavlja autologni trombocitni koncentrat prve generacije,
dobiven centrifugiranjem venske krvi pacijenta radi koncentracije trombocita i ¢imbenika rasta.
Aktivacijom trombocita dolazi do degranulacije a-granula i otpustanja niza signalnih molekula,
ukljucuju¢i PDGF, TGF-B, VEGF, EGF 1 IGF, koje poti¢u angiogenezu, proliferaciju i
diferencijaciju mati¢nih stanica, sintezu kolagena te pokazuju protuupalni ucinak, dok se

antibakterijsko djelovanje smatra ograni¢enim i neizravnim (94).

U kontekstu RET-a, PRP se promatra kao standardiziranija, bioloski aktivnija alternativa krvnom
ugrusku. Medutim, veéina studija nije pokazala statisti¢ki znacajnu klinicku prednost u smislu
apikalnog zatvaranja, produljenja korijena ili zadebljanja dentinskih stijenki u usporedbi s krvnim

ugruSkom (87,95).

PRP se moze podijeliti na Cisti PRP (P-PRP; engl. pure platelet-rich plasma), koji sadrzava visoku
koncentraciju trombocita bez leukocita, te leukocitni PRP (L-PRP; engl. leukocyte- and platelet-
rich plasma), obogacen leukocitima, ¢ija se bioloska aktivnost povezuje s izrazenijim protuupalnim

1 imunomodulatornim u¢inkom (97).

Ogranic¢enja PRP-a ukljucuju sloZeniju pripremu, potrebu za specijaliziranom opremom i dodatnim
aktivatorima polimerizacije (npr. govedi trombin ili kalcijev klorid), Sto moze povecati rizik od
kontaminacije 1 nezeljenih imunoloskih reakcija. Nadalje, ¢imbenici rasta iz PRP-a oslobadaju se
brzo 1 u relativno kratkom vremenskom razdoblju, bez prisutnosti stabilne fibrinske mrezZe koja bi
omogucila njihovo postupno i produljeno otpustanje, cime se moZe ograniciti dugoroc¢na bioloska

ucinkovitost ovog pristupa u RET-u (97,98).
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o Plazma bogata cimbenicima rasta (PRGF)

Plazma bogata ¢imbenicima rasta predstavlja autologni pripravak druge generacije, slican PRP-u,
ali bez prisutnosti leukocita i njihovih upalnih nusprodukata, ¢ime se smanjuje potencijalni
proinflamatorni ucinak. PRGF se priprema iz manjeg volumena venske krvi te je tehnicki
jednostavniji za pripremu i primjenu, §to ga ¢ini pogodnim za klinicku upotrebu. Sadrzava
trombocite i plazmatske adhezijske proteine (fibronektin, fibrinogen i vitronektin), koji djeluju kao

matrica za stani¢nu adheziju i proliferaciju (96).

Otpusta klju¢ne ¢imbenike rasta poput PDGF-a, IGF-a, TGF-f i VEGF-a, poticuéi regeneraciju
mekih i tvrdih tkiva. Klinicke studije potvrduju njegovu ucinkovitost u parodontologiji i oralnoj
kirurgiji. Ipak, dokazi o primjeni PRGF-a u RET-u zasad su ograniCeni, a njegova uloga u
revitalizaciji pulpe i regeneraciji pulpo-dentinskoga kompleksa jo$ uvijek nije dovoljno istrazena

(96,99).

o Trombocitima obogaceni fibrin (PRF)

Trombocitima obogaceni fibrin predstavlja autologni trombocitni koncentrat druge generacije, koji
je 2001. godine razvio Joseph Choukroun za potrebe oralne i maksilofacijalne kirurgije. Za razliku
od PRP-a, PRF se priprema jednostavnije — centrifugiranjem venske krvi bez uporabe
antikoagulanasa ili egzogenih aktivatora, ¢ime se smanjuje rizik od imunoloskih reakcija i

kontaminacije (94).

Nakon centrifugiranja u epruveti se formiraju tri sloja (94,100):
* gornji sloj — acelularna, trombocitima siromasna plazma
 srednji sloj — PRF ugrusak, koji se upotrebljava kao terapijski biomaterijal

* donji sloj — crvena frakcija bogata eritrocitima.

Sastav PRF-a ukljucuje fibrinsku matricu u kojoj su zarobljeni trombociti, leukociti, progenitorske
stanice 1 brojni ¢imbenici rasta. Alfa-granule trombocita unutar PRF ugruska otpustaju niz
signalnih molekula i ¢imbenika rasta koji imaju klju¢nu ulogu u procesima cijeljenja i regeneracije

tkiva, medu kojima su (100,101):
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* transformiraju¢i Cimbenik rasta Pl (TGF-f1) — sudjeluje u kontroli rasta stanica,
proliferaciji, diferencijaciji i apoptozi

» faktor rasta podrijetlom iz trombocita BB (PDGF-BB) — potice stanicni rast i proliferaciju

» vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF) — potice angiogenezu

* inzulinu slican ¢imbenik rasta 1 (IGF-1) — sudjeluje u rastu i diobi stanica, osobito kostanih,
ziv€anih i miSi¢nih

» fibroblastni ¢cimbenik rasta (FGF) — pospjesuje angiogenezu i cijeljenje rana

* epidermalni ¢imbenik rasta (EGF)

* endotelni ¢imbenik rasta podrijetlom iz trombocita (PDEGF; engl. platelet-derived

endothelial growth factor).

Osim trombocita, leukociti prisutni u PRF-u doprinose imunomodulaciji i regulaciji upalnog
odgovora putem otpusStanja razli¢itih citokina i signalnih molekula, ¢ime dodatno sudjeluju u

stvaranju povoljnog mikrookoliSa za regeneraciju i reparaciju tkiva (96,101).

Fibrinska mreza PRF-a omogucuje postupno i produljeno otpustanje bioaktivnih molekula tijekom
7 do 14 dana, Sto potic¢e angiogenezu, migraciju fibroblasta, osteogenezu te diferencijaciju mati¢nih
stanica u odontoblastima sli¢ne stanice (100,101). Leukociti unutar PRF-a pridonose

imunomodulaciji 1 antimikrobnom ucinku (96).

Histoloski nalazi pokazuju da PRF omogucuje stvaranje stabilne mikrostrukture koja osigurava
pogodno okruzenje za urastanje krvnih Zila i regeneraciju pulpo-dentinskoga kompleksa (94).
Prednost PRF-a leZi u njegovoj dugotrajnijoj bioloskoj aktivnosti i manjoj sklonosti obliteraciji

kanala (87).

Prema sastavu i obliku, PRF se dijeli na (81,97):
» cCisti PRF (P-PRF; engl. pure platelet-rich fibrin) — ne sadrzava leukocite
* leukocitni PRF (L-PRF; engl. leukocyte- and platelet-rich fibrin) — sadrzava leukocite
* injektibilni PRF (I-PRF; engl. injectable platelet-rich fibrin) — tekuci oblik, prikladan za

injekcijsku primjenu.

L-PRF, najces¢e koriSten oblik trombocitima obogacenog fibrina u RET-u, dobiva se

centrifugiranjem venske krvi pri 2700 okretaja u minuti (rpm) tijekom 12 minuta. Ovim postupkom
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nastaje stabilna fibrinska matrica koja sadrzava trombocite i leukocite te omogucuje postupno

otpustanje bioaktivnih molekula vaznih za procese cijeljenja 1 regeneracije (97,100).

U cilju poboljSanja stanicnog sastava i bioloSke aktivnosti PRF-a razvijen je tzv. LSCC koncept
(engl. Low Speed Centrifugation Concept), koji se temelji na smanjenju brzine i/ili trajanja
centrifugiranja. Ovakav pristup omogucéuje zadrzavanje veceg broja vitalnih stanica, osobito
leukocita, te njihovu ravnomjerniju raspodjelu unutar fibrinske matrice (100,102):

* A-PRF (engl. Advanced PRF): 1500 rpm, 14 minuta — smanjena brzina centrifugiranja
omogucuje veci broj zivih stanica, osobito leukocita, te ravnomjerniju raspodjelu u cijeloj
matrici.

* A-PRF+ (engl. Advanced PRF + time): 1300 rpm, 8 minuta — kombinacija niske brzine 1
skra¢enog vremena dovodi do najintenzivnijeg i najdugotrajnijeg otpustanja ¢imbenika
rasta, osobito VEGF-a, TGF-B1 i EGF-a, tijekom desetodnevnog razdoblja, uz optimalnu

stani¢nu vitalnost i bioloSku aktivnost.

Horizontalno centrifugirani PRF (H-PRF; engl. horizontally centrifuged platelet-rich fibrin)
predstavlja noviji oblik PRF-a koji se dobiva horizontalnim postavljanjem epruveta u rotor
centrifuge. Ovakav nacin centrifugiranja omogudéuje ravnomjerniju raspodjelu stanica unutar
fibrinske matrice, vecu koncentraciju trombocita i leukocita te poviSene razine ¢imbenika rasta,
ukljucuju¢i PDGF, VEGF 1 FGF-2. Navedena svojstva povezuju se s poboljSanim bioloSkim
u¢inkom, osobito u pogledu osteogenog potencijala 1 povoljnog utjecaja na mikrookoli$

regenerativnih postupaka (103).

U novijim se istraZzivanjima sve vise ispituju kombinacije PRF-a s hidrogelovima, pri ¢emu PRF
osigurava postupno 1 produljeno otpustanje c¢imbenika rasta, dok hidrogel djeluje kao
trodimenzionalni nosa¢ koji pruza mehani¢ku potporu te omogucuje stani¢nu proliferaciju,

migraciju i kolonizaciju unutar regenerativnog mikrookolisa (58).

o Koncentrirani cimbenik rasta (CGF)

Koncentrirani ¢imbenik rasta predstavlja napredni trombocitni pripravak razvijen iz PRF-a
uporabom protokola centrifugiranja s promjenjivim brzinama i vremenskim intervalima. Takav
nacin pripreme rezultira gustom 1 mehanicki stabilnom fibrinskom matricom, bogatom

trombocitima 1 leukocitima, koja omogucuje produljeno i1 postupno otpustanje bioaktivnih
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molekula ukljuc¢enih u procese cijeljenja i regeneracije. Medu najceS¢e opisane Cimbenike rasta
prisutne u CGF-u ubrajaju se TGF-B1, PDGF-BB, VEGF i IGF-1, dok se prisutnost drugih

molekula moze razlikovati ovisno o protokolu pripreme (104—106).

Zarazliku od PRP-a, CGF se priprema bez uporabe antikoagulanasa ili egzogenih aktivatora, ¢ime
se smanjuje rizik od imunoloskih reakcija i kontaminacije. U usporedbi s klasi¢nim PRF-om, CGF
pokazuje izrazeniju fibrinsku strukturu i ve¢u mehanicku stabilnost, $to moZze pridonijeti duljem

zadrZavanju biomaterijala unutar korijenskog kanala i produljenom bioloskom ucinku (107).

In vitro istrazivanja upucuju na to da CGF moze potaknuti proliferaciju, migraciju i diferencijaciju
maticnih stanica relevantnih za regeneraciju pulpo-dentinskoga kompleksa, kao i njihovo
usmjeravanje prema mjestu ozljede. Opisano je 1 poticanje diferencijacije u odontoblastima sli¢ne
stanice, kao 1 formiranje mineraliziranih struktura. U uvjetima upalnog mikrookolisa CGF moze
modulirati stani¢ni odgovor smanjenjem ekspresije pojedinih proinflamatornih citokina, uz

istodobno poticanje reparativnih i regenerativnih procesa (104).

Prvi klini¢ki izvjeStaji o primjeni CGF-a u RET-u pokazuju potencijalno povoljne ishode,
ukljucujuéi zadebljanje dentinskih stijenki i apikalno zatvaranje pri primjeni u postupcima
revaskularizacije, kao i stvaranje reparativnog dentina u vitalnoj pulpotomiji. Medutim, dostupni
klini¢ki dokazi zasad su ograniceni brojem studija i heterogenos¢u protokola, zbog ¢ega je potrebna

opreznija interpretacija dostupnih rezultata (104).

U usporedbi s naprednim PRF pripravcima, poput A-PRF+, CGF se ponajprije isti¢e mehanic¢kom
stanicnom sastavu razlikuju medu studijama i ovise o nac¢inu pripreme. A-PRF+ pritom pokazuje
prednost u pogledu ravnomjernije raspodjele stanica 1 dugotrajnog, kontroliranog otpustanja
biomolekula, $to ga ¢ini pogodnijim izborom u suvremenim regenerativnim protokolima. Zbog jos
uvijek ogranicene klini¢ke baze dokaza, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se jasnije definirala

uloga CGF-a u RET-u (108,109).
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1.8.6. Materijali za koronarno brtvijenje

Uspjeh regenerativnih endodontskih postupaka ne ovisi samo o ucinkovitoj dezinfekciji
korijenskog kanala i1 poticanju regeneracije pulpnog tkiva, ve¢ 1 o kvalitetnom koronarnom
brtvljenju, koje predstavlja zavrsnu, ali klju¢nu fazu terapije. Njegova je uloga sprijeciti koronarnu
mikropropusnost te posljedi¢nu reinfekciju korijenskog kanala mikroorganizmima iz usne Supljine,

¢ime se $titi osjetljivi regenerativni mikrookolis i povecava ukupna uspjesnost lijecenja (110,111).

Materijal za koronarno brtvljenje treba biti biokompatibilan i netoksian jer je u neposrednom
kontaktu s regenerativnim nosa¢em u kojem se odvija diferencijacija mati¢nih stanica. Osim toga,
pozeljno je da posjeduje antibakterijska i bioaktivna svojstva kako bi dodatno pridonio regeneraciji
1 smanjio rizik od mikrobne kontaminacije (111,112). Bioaktivnost se pritom odnosi na otpustanje
hidroksilnih (OH") 1 kalcijevih (Ca®") iona, koji interakcijom s dentinom omogucuju stvaranje

mineralizirane veze izmedu materijala i tvrdog zubnog tkiva (112,113).

Pri odabiru materijala za koronarno brtvljenje nuzno je uzeti u obzir i estetske ¢imbenike, osobito
u podrucju prednjih zuba. Diskoloracija moze nastati kao posljedica kemijskog sastava materijala,
ali i njegova kontakta s krvlju iz bioloskog nosaca, $to je Cesta pojavau RET-u (114,115). Stoga se
prednost daje materijalima s minimalnim rizikom od promjene boje zuba, kako bi se ofuvao

estetski ishod terapije.

U tom kontekstu biokeramicki materijali na bazi kalcijevih silikata smatraju se materijalima izbora
u RET-u zbog svoje visoke biokompatibilnosti, izrazene bioaktivnosti 1 pouzdanog koronarnog
brtvljenja (39,116). Medu njima se MTA 1 Biodentin naj¢es¢e opisuju i primjenjuju u klinickoj
praksi, pri ¢emu Biodentin, zbog odsutnosti bismut oksida, pokazuje manji estetski rizik u
usporedbi s MTA-om (57). Usporedna istrazivanja potvrduju da se stupanj diskoloracije uvelike
razlikuje medu materijalima te da se dodatno povecava u uvjetima kontaminacije krvlju, osobito

kod hidrauli¢nih cemenata na bazi kalcijevih silikata (114,117).

1.8.6.1. Mineralni trioksidni agregat

Medu biokeramickim materijalima koji se upotrebljavaju za koronarno brtvljenje u regenerativnoj
endodontskoj terapiji, mineralni trioksidni agregat i dalje je najzastupljeniji zahvaljujuéi svojoj

klini¢koj pouzdanosti i dobro dokumentiranim bioloskim svojstvima. Od uvodenja u klini¢ku
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praksu tijekom 1990-ih godina, MTA se kontinuirano primjenjuje u Sirokom spektru endodontskih

zahvata, ukljucujuci i postupke RET-a (116,118).

Sastav MTA-a ukljucuje trikalcijev i dikalcijev silikat, aluminatne faze te bizmutov oksid, koji
osigurava radiopaknost materijala. Kombinacija navedenih komponenti odgovorna je za njegovu
izrazenu bioaktivnost, pri ¢emu MTA potic¢e angiogenezu, osteogenezu i dentinogenezu, $to ga ¢ini

pogodnim materijalom za regeneraciju pulpo-dentinskoga kompleksa (119,120).

Mehanizam djelovanja MTA-a temelji se na procesu hidratacije i posljedicnom otpustanju
kalcijevih (Ca*") i hidroksilnih (OH") iona, ¢ime se uspostavlja alkalno mikrookruzenje povoljno
za cijeljenje 1 regeneraciju tkiva. Otpusteni kalcijevi ioni interagiraju s dentinom i tkivnim
teku¢inama, poticuci stvaranje hidroksiapatitnog sloja na sucelju materijala i dentina, $to rezultira
stabilnom mineraliziranom interakcijom i ucinkovitim brtvljenjem. Istodobno, alkalni pH 1
bioaktivna povrSina MTA-a moduliraju stani¢ni odgovor te poticu adheziju, proliferaciju i
diferencijaciju mati¢nih stanica zubne pulpe i apikalne papile prema odontoblastima sli¢nim

stanicama, uz stimulaciju angiogeneze i osteogeneze (110,112,116,121).

Ucinkovitost MTA-a potvrdena je i u zahtjevnijim klinickim situacijama, ukljucujuéi lijecenje
mladih trajnih zuba s upalom ili nekrozom pulpe, prisutnoséu periapikalnih patologija te u
slu¢ajevima nakon neuspjeSne apeksifikacije. U tim okolnostima MTA omogucuje formiranje

stabilne apikalne barijere 1 poti€e regeneraciju periapikalnih tkiva (116).

Unato¢ brojnim prednostima, primjena MTA-a povezana je i s odredenim ogranicenjima. Relativno
dugo vrijeme vezivanja, koje moze trajati nekoliko sati, moze oteZzati klini¢ku manipulaciju, dok
kontakt s krvlju moZe smanjiti radiopaknost i1 otezati naknadnu radiografsku evaluaciju (116).
Dodatno, MTA je povezan s rizikom diskoloracije zuba, osobito kod sivih varijanti, $to se pripisuje
prisutnosti bizmutova oksida 1 aluminatnih faza. Iako je bijeli MTA razvijen radi smanjenja tog
nezeljenog ucinka, novija istraZzivanja upucuju na to da rizik od promjene boje i1 dalje postoji,
osobito u uvjetima kontakta s krvlju (114,117). Zbog toga se njegova primjena u estetski osjetljivim

podrugjima, osobito u koronarnim dijelovima prednjih zuba, procjenjuje s pove¢anim oprezom.

Kako bi se prevladala navedena ograniCenja, razvijeni su novi hidrauli¢ni kalcijevo-silikatni
cementi s kra¢im vremenom vezivanja i poboljSanim fizikalno-bioloSkim svojstvima, uz zadrzanu

biokompatibilnost i regenerativni potencijal. Medu njima se isti¢u (119):
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e RetroMTA — s vremenom vezivanja od priblizno 150 sekundi uz ocuvanu biolosku
ucinkovitost

e Endocem MTA Premixed — prethodno pripremljen materijal, jednostavan za klinicku
primjenu

e Biodentin — s kra¢im vremenom vezivanja i nizim rizikom diskoloracije.

Unato¢ tehnoloskom napretku i dostupnosti novih materijala, MTA i dalje ostaje najc¢es¢i izbor za
koronarno brtvljenje u RET-u, zahvaljujué¢i svojoj dokazanoj ucinkovitosti, predvidljivim

bioloSkim ucincima i Sirokoj klinickoj primjeni (116).

1.8.6.2. Biodentin

Biodentin je trikalcijev-silikatni cement nove generacije, razvijen kao biokompatibilna i estetski
prihvatljivija alternativa MTA-u. U klinicku praksu uveden je 2011. godine u cilju prevladavanja
ograniCenja starijih kalcij-silikatnih materijala, osobito dugog vremena vezivanja i nezeljene
promjene boje zuba. Unato¢ tim poboljSanjima, njegova se primjena i dalje temelji na istom

osnovnom biokerami¢kom konceptu kao i kod MTA-a (116,122).

Sastav Biodentina ukljucuje trikalcijev 1 dikalcijev silikat, kalcijev karbonat, kalcijev 1 Zeljezov
oksid te cirkonijev oksid, dok je teku¢ina za mijeSanje otopina kalcijeva klorida, vodotopivog
polimera i vode. Takva formulacija omogucuje postizanje visoke pH-vrijednosti (~11,7) koja ostaje
stabilna do 28 dana, ¢ime se osigurava dugotrajan antibakterijski u¢inak (112,116). Mehanizam
djelovanja Biodentina, slicno kao i kod MTA-a, temelji se na procesu hidratacije i otpuStanju
kalcijevih 1 hidroksilnih iona, ¢ime se uspostavlja alkalno mikrookruZenje 1 poti¢e mineralizirana

veza s dentinom (113,116).

Medu glavnim klinickim prednostima isticu se brzo vezivanje (10 — 12 minuta) i jednostavna
primjena, zahvaljuju¢i kapsulama spremnim za mijesanje (119). Budu¢i da ne sadrZzava bizmutov
oksid, rizik od diskoloracije znatno je smanjen, zbog ¢ega se Biodentin preporucuje za upotrebu u
estetskoj zoni, osobito kod prednjih zuba (114,117). Medutim, dostupni podatci upucuju na to da
rizik od diskoloracije nije u potpunosti eliminiran, osobito u uvjetima kontakta s krvlju, koji su

inherentni RET-u (114,117).
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U regenerativnoj endodontskoj terapiji upotrebljava se za koronarno brtvljenje, a klinicka
istrazivanja potvrduju njegovu uspjesnost u poticanju nastavka razvoja korijenskih struktura,

pruzajudi rezultate koji su usporedivi s MTA-om (112,116).

Kombinacija Biodentina s bioloSkim nosac¢ima, poput PRF-a i PRP-a, dodatno moze poboljsati
regenerativne ishode, osobito u klinicki zahtjevnim sluc¢ajevima, poti¢uci formiranje novog tkiva i
oCuvanje vitalnosti (116,121). Ipak, vecina dostupnih istrazivanja usmjerena je na kratkorocne
klinicke ishode, dok su podatci o dugorocnoj stabilnosti koronarnog brtvljenja u uvjetima

regenerativne endodoncije ograniceni (116,119).

U usporednim ispitivanjima Biodentin je pokazao jednaku ucinkovitost kao MTA u nastavku
razvoja korijena i rezoluciji simptoma, ali povecanu estetsku stabilnost (116,117). Uz navedeno,
viSa cijena materijala predstavlja dodatni prakti¢ni ¢imbenik koji moZe ograniciti njegovu rutinsku

primjenu u klinickoj praksi (112,116).

1.8.6.3. Staklenoionomerni cementi

Staklenoionomerni cementi (SIC) dentalni su materijali s dugogodi$njom klini¢kom primjenom,
poznati po kemijskoj adheziji na tvrda zubna tkiva, sposobnosti otpusStanja fluoridnih iona, visokoj
biokompatibilnosti 1 jednostavnosti primjene. Od njihova uvodenja u klini¢ku praksu pocetkom
1970-1h godina, neprestano se unaprjeduju u pogledu kemijskog sastava, mehanickih svojstava i

nacina primjene (123-126).

Osnovu staklenoionomernih cemenata Cine prah kalcijsko-aluminijsko-fluorosilikatnog stakla 1
teku¢ina koja sadrzava kopolimere poliakrilne kiseline (123). MijeSanjem sastavnica zapocinje
acidobazna reakcija koja se odvija u tri faze: inicijalno oslobadanje iona, stvaranje hidrogelne
mreze te formiranje stabilnih soli koje osiguravaju mehanicku ¢vrsto¢u materijala 1 njegovu
kemijsku adheziju na caklinu i1 dentin (123,125,127). Tijekom procesa stvrdnjavanja dolazi do
otpustanja razli¢itih iona iz matrice cementa, ¢ime se uspostavljaju kemijski i strukturni preduvjeti

za interakciju materijala s tvrdim zubnim tkivima (125,128,129).

Ionsko otpusStanje iz staklenoionomernih cemenata predstavlja jedan od kljuénih mehanizama
njihove bioaktivnosti 1 funkcionalne interakcije s tvrdim zubnim tkivima. Tijekom i nakon

stvrdnjavanja, SIC-i kontinuirano oslobadaju terapijske ione, pri ¢emu fluoridni ioni pridonose
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inhibiciji demineralizacije 1 poticanju remineralizacijskih procesa, dok otpustanje kalcija i fosfata
moze povecati lokalni omjer Ca/P te pogodovati talozenju mineralnih faza sli¢nih hidroksiapatitu
na sucelju materijal-dentin (125,128,129). Recentna istrazivanja upucuju na to da modificirani
staklenoionomerni cementi, osobito oni obogaceni bioaktivnim komponentama, pokazuju
izraZzeniju ionsku razmjenu i povoljniji bioloski odgovor u usporedbi s konvencionalnim
formulacijama (126). lako svi SIC-i ne ispunjavaju kriterije klasicne bioaktivnosti, poput
formiranja jasno definiranih hidroksiapatitnih prekursora, potvrdeno ionsko otpustanje te utjecaj
na pH-vrijednost i mineralni sastav okolnog tkiva pokazuju njihov potencijal u poticanju
remineralizacije i1 jacanju kemijske veze s dentinom (130). U kontekstu RET-a ovi su mehanizmi
osobito relevantni jer bi stabilno ionsko otpustanje moglo pridonijeti ocuvanju funkcionalnog
integriteta koronarnog brtvljenja i stabilnosti regenerativnog mikrookolisa, iako su za potvrdu

takva u¢inka potrebna dodatna eksperimentalna i klinicka istrazivanja (125).

Glavne prednosti staklenoionomernih cemenata ukljucuju kemijsku adheziju na tvrda zubna tkiva,
visoku biokompatibilnost i nisku citotoksi¢nost, antikariogeni u¢inak zahvaljujuéi otpustanju i
moguénosti ponovne apsorpcije fluorida, nisku razinu mikropropusnosti, koeficijent toplinske
ekspanzije slican dentinu te jednostavnu i brzu primjenu, osobito u pedijatrijskoj i gerijatrijskoj
populaciji (123—-126,131). Nasuprot tomu, glavni nedostatci konvencionalnih SIC-a odnose se na
njihovu relativnu krhkost, nizu otpornost na trosenje te osjetljivost na vlagu tijekom pocetne faze
vezivanja, S§to ograniCava njihovu primjenu u podrucjima izlozenim visokim Zvaénim

opterecenjima (123,131,132).

Unato¢ navedenim ogranicenjima, staklenoionomerni cementi 1 dalje zauzimaju vaznu ulogu u
svakodnevnoj klini¢koj praksi. Uspjesno se primjenjuju u restaurativnoj stomatologiji kao trajni 1
privremeni ispuni, u atraumatskoj restaurativnoj terapiji (ART), za pecacenje jamica i fisura, kao
podloge kod dubokih karijesnih lezija te za cementiranje fiksnoprotetskih nadomjestaka i

ortodontskih naprava (123,131,133).

Radi poboljSanja mehanickih 1 funkcionalnih svojstava razvijene su nove formulacije
staklenoionomernih cemenata koje uklju¢uju dodatak nanocCestica, bioaktivnog stakla i
hidroksiapatita. Jedan je od takvih materijala Glass Carbomer, obogac¢en nanocesticama
hidroksiapatita, za koji je opisana veca bioaktivnost i bolja otpornost u usporedbi s

konvencionalnim SIC-ima (123,126,134). In vitro istraZivanja pokazala su da Glass Carbomer i
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srodne staklenoionomerne formulacije pokazuju visoku biokompatibilnost u kontaktu s ljudskim
stanicama zubne pulpe (hDPSC; engl. human dental pulp stem cells), uz nisku citotoksicnost i
povoljan stani¢ni odgovor u usporedbi s pojedinim drugim restaurativnim materijalima, $to ih ¢ini
potencijalno pogodnima za bioloski osjetljive postupke regeneracije (126,133). Sustavni pregled
literature Malacarne i1 suradnika pokazuje da staklenoionomerni cementi, ukljucujuci suvremene
modificirane formulacije, imaju povoljan bioloski profil 1 ne pokazuju klini¢ki relevantnu
genotoksi¢nost, Sto dodatno potvrduje njihovu prikladnost za primjenu u bioloski osjetljivim

klini¢kim situacijama (135).

U literaturi je opisana 1 primjena toplinske energije tijekom pocetne faze vezivanja
staklenoionomernih cemenata u cilju pobolj$anja njihovih pocetnih mehanickih i adhezijskih
svojstava. Ova se tehnika osobito dovodi u vezu s odredenim suvremenim formulacijama, poput
Glass Carbomera, koji je razvijen uz moguc¢nost kontrolirane primjene topline tijekom
stvrdnjavanja s pomocu specijaliziranih uredaja. lako se primjena topline tijekom vezivanja
povezuje s povoljnijom adaptacijom materijala i veCom stabilno$¢u u ranoj fazi, ve¢ina dostupnih
podataka temelji se na ranijim eksperimentalnim istrazivanjima, dok su novija istrazivanja, koja bi

detaljnije razjasnila mehanizme i klinicki znacaj ovog pristupa, jos uvijek ogranicena (136,137).

Najnovija istrazivanja usmjerena su na funkcionalizaciju staklenoionomernih cemenata, odnosno
ciljane modifikacije njihova sastava dodatkom bioaktivnih komponenti poput hitozana i
mezoporoznih silikatnih nanocestica (MSNs; engl. mesoporous silica nanoparticles). Ovi su
dodatci povezani s poboljSanim antibakterijskim svojstvima, veCom otpornos¢u na troSenje te
povecanom sposobnoS¢u otpusStanja 1 reapsorpcije fluoridnih iona, uz zadrZavanje visoke

biokompatibilnosti materijala (125,126,134).

lako se staklenoionomerni cementi ne primjenjuju rutinski u regenerativnoj endodontskoj terapiji,
njihova povoljna bioloska i kemijska svojstva opravdavaju razmatranje njthove primjene kao
materijala za koronarno brtvljenje. Visoka biokompatibilnost, kemijska adhezija na dentin, niska
mikropropusnost i sposobnost otpustanja terapijskih iona mogli bi pridonijeti ocuvanju stabilnosti
1 funkcionalnog integriteta regenerativnog mikrookoliSa. Medutim, uloga staklenoionomernih
cemenata kao materijala za koronarno brtvljenje u RET-u jo§ uvijek nije bila predmet sustavnih
istrazivanja, Sto opravdava potrebu za daljnjom eksperimentalnom i klini¢kom evaluacijom

(116,123,125).
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1.8.7. Ishodi regenerativne endodontske terapije

Ishodi regenerativne endodontske terapije odrazavaju slozenost bioloskih procesa unutar pulpo-
dentinskoga kompleksa koji se aktiviraju nakon primjene regenerativnog postupka te mogu
pokazivati znacajnu varijabilnost. Na opseg i1 karakter takve varijabilnosti utjeCe niz ¢imbenika,
ukljucujuéi individualne karakteristike pacijenta, odabrani terapijski protokol te specifican bioloski

odgovor tkiva na primijenjenu terapiju (4,73).

Dosadasnja istrazivanja pokazuju Sirok spektar mogucih reparativnih i regenerativnih odgovora
nakon RET-a, koji se mogu ocitovati u razli¢itim stupnjevima mineralizacije, zadebljanju
dentinskih stijenki te formiranju tkiva koje histoloski i morfoloski moze nalikovati cementu, kosti

ili parodontnom tkivu (54,94).

Procjena ishoda temelji se na kombinaciji klinickih znakova i simptoma, radioloskih nalaza,
histoloskih analiza te subjektivnih pokazatelja iz perspektive pacijenta. Interpretacija tih nalaza u
velikoj mjeri ovisi o jasno definiranim, standardiziranim i viSerazinskim kriterijima evaluacije, koji
omogucuju objektivniju i medusobno usporedivu procjenu uspjesSnosti regenerativnih postupaka

(4,138).
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1.8.8. Kriteriji evaluacije uspjesnosti regenerativne endodontske terapije

U klinickoj praksi evaluacija uspjesnosti regenerativne endodontske terapije provodi se prema
unaprijed definiranim kriterijima koje su predlozila relevantna stru¢na drustva. Naj¢esce koristeni
evaluacijski okviri razvijeni su od AAE-a i ESE-a, pri ¢emu oba sustava primjenjuju viserazinski

pristup procjeni terapijskih ishoda (4,138).

Prema smjernicama AAE-a razlikuju se tri razine terapijskih ciljeva. Primarni se cilj odnosi na
uklanjanje klinickih simptoma 1 postizanje radioloskog cijeljenja periapikalnog podrucja.
Sekundarni cilj ukljucuje produljenje korijena, zadebljanje dentinskih stijenki i zatvaranje
apikalnog otvora, dok se tercijarni cilj odnosi na pozitivan odgovor na testove vitaliteta, koji moze
upucivati na prisutnost vitalnog pulpnog tkiva. Ovakva hijerarhijska podjela omogucuje
diferenciranu interpretaciju uspjesnosti regenerativnih postupaka u razli¢itim klini¢kim scenarijima

(4,73).

ESE dodatno naglaSava kriterije povezane s odsutno$¢u upalnih procesa, nastavkom razvoja
korijena, izostankom patoloske resorpcije, formiranjem nove parodontne ovojnice te ocuvanjem
estetskog izgleda zuba bez pojave diskoloracije. U usporedbi sa smjernicama AAE-a, ESE kriteriji

u vecoj mjeri integriraju parodontne i estetske aspekte ishoda RET-a (4,138).

S obzirom na ograni¢enu primjenjivost histoloSke evaluacije u rutinskoj klini¢koj praksi, kriteriji
AAE-a naj¢esce se upotrebljavaju kao referentni okvir za procjenu uspjesSnosti RET-a. Medutim,
suvremeni pristupi sve ¢eSce isticu potrebu za viSeperspektivnom interpretacijom ishoda, pri emu
se terapijski rezultati mogu razmatrati s aspekta pacijenta, kliniara i znanstvene zajednice, ovisno

o dostupnim dijagnostickim pokazateljima i ciljevima evaluacije (4,138).

1.8.8.1. Klinic¢ka i radioloSka uspjesSnost

Klini¢ka uspjesnost RET-a temelji se na uklanjanju simptoma i ocuvanju funkcije zuba. Prema
smjernicama AAE-a, primarni cilj obuhvaca izostanak boli, otoka, fistule te osjetljivosti na
perkusiju 1 palpaciju, uz radiolosku potvrdu cijeljenja periapikalne lezije. Takav ishod, usporediv s
rezultatima konvencionalne endodontske terapije, biljezi se u 83,3 — 100 % slucajeva.
Iz perspektive pacijenta, uspjeh podrazumijeva o€uvanje funkcionalnog zuba bez potrebe za

dodatnim terapijskim zahvatima (4,54,73).

46



Dubravka Turjanski, disertacija

Radioloska uspjeSnost procjenjuje se na temelju cijeljenja periapikalne lezije te promjena
morfologije korijena, ukljucujuci produljenje korijena, zadebljanje dentinskih stijenki i zatvaranje
apikalnog otvora (4,138). Wei i suradnici, na temelju ranijih sustavnih pregleda, navode da stopa
cijeljenja periapikalnih lezija nakon regenerativne endodontske terapije iznosi izmedu 91 % i

94 %, dok je morfoloski razvoj korijena izrazito varijabilan, s promjenama u rasponu od —4 % do

+72,67 % (4).

Chen 1 suradnici (2012) opisali su pet karakteristi¢énih radioloskih obrazaca cijeljenja i razvoja
korijena kod zuba lijecenih regenerativnim endodontskim postupcima (139):

e tip l: produljenje korijena, uz zadebljanje dentinskih stijenki i zatvaranje apikalnog otvora

tip 2: zatvaranje apikalnog otvora bez produljenja korijena
e tip 3: produljenje korijena bez zatvaranja apikalnog otvora
e tip 4: obliteracija korijenskog kanala zbog kalcifikacije

e tip 5: stvaranje unutarnje kalcificirane barijere ispod materijala za koronarno brtvljenje

(najces¢e MTA).

Navedena klasifikacija i1 dalje se upotrebljava u suvremenim klini¢kim istrazivanjima za opis

radiografskih ishoda RET-a (140).

RadioloSka evaluacija ishoda RET-a moze biti oteZana tehnickim ograni¢enjima, poput promjena
u projekcijskom kutu snimanja te oslanjanja isklju¢ivo na dvodimenzionalnu radiografiju (4).
Suvremeni pregledni radovi isticu da konusno-snopna kompjutorizirana tomografija (CBCT;
engl. cone-beam computed tomography) omogucuje precizniju identifikaciju periapikalnih lezija 1
morfoloskih promjena koje mogu ostati nevidljive na standardnim dvodimenzionalnim snimkama,

¢ime se poboljSava procjena ishoda regenerativne endodontske terapije (141).

Na uspjesnost radioloskih 1 klinickih ishoda RET-a mogu znatno utjecati kvaliteta dezinfekcije
korijenskog kanala te adekvatnost koronarnog brtvljenja. Nedostatna mehani¢ka obrada,
perzistencija rezidualne infekcije, neadekvatna izolacija operacijskog polja ili gubitak privremenog
ispuna tijekom lijeCenja mogu dovesti do ponovne infekcije, neuspjesnog cijeljenja te razvoja

resorpcije korijena (4).
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Zabiljezeno je da su traumatski uzrokovani slucajevi povezani s povec¢anim rizikom od resorptivnih
procesa, ponajprije zbog oStecenja Hertwigove epitelne ovojnice i apikalne papile, Sto moze

kompromitirati uspjeh RET-a (4,54).

1.8.8.2. Odgovor na testove vitaliteta

Pozitivan odgovor na testove vitaliteta nakon regenerativne endodontske terapije smatra se, prema
AAE smjernicama, tercijarnim ishodom. Odnosi se na povrat klini¢ki mjerljivog odgovora koji
moze upucivati na prisutnost organiziranijeg vitalnog tkiva, ali sam po sebi ne predstavlja dokaz
histoloski identi¢ne pulpne strukture (4). lako je povratak osjeta pozeljan u klini¢kom kontekstu,
on ne mora nuzno znaciti da je doslo do potpune regeneracije pulpnog tkiva, ve¢ moze upucivati

na prisutnost vaskulariziranog i inerviranog tkiva koje histoloski ne odgovara pravoj pulpi (54,73).

Prema dostupnim istraZivanjima pozitivan odgovor na testove vitaliteta zabiljezen je u 50 — 60 %
slu¢ajeva nakon RET-a (4). Histoloske analize, s druge strane, pokazuju kako se u vecini slucajeva
unutar korijenskog kanala ne razvija pravo pulpno tkivo, ve¢ ono s obiljezjima cementa, kosti ili
parodontnog ligamenta (94). U studijama koje opisuju histoloski nalaz sli¢an pulpi utvrdeno je da

pulpa prije postupka nije bila potpuno nekroti¢na ili je dio vitalnog tkiva ostao ouvan (54).

U klini¢koj evaluaciji najces¢e se primjenjuju test vitaliteta hladno¢om, elektricni test vitaliteta,
laser-doplerska floumetrija te pulsna oksimetrija, koja procjenjuje oksigenaciju krvi i izravnije
odrazava vaskularni status tkiva (54,142). Vazno je istaknuti da se navedeni testovi ne temelje na
procjeni vitalnih odontoblasta, ve¢ na odgovoru Ziv€anih vlakana ili protoku krvi, pa tako test
hladno¢om 1 elektri¢ni test prvenstveno ispituju osjetljivost, dok su laser-doplerska floumetrija 1

pulsna oksimetrija prikladniji pokazatelji stvarne vitalnosti (4,73,142).

Novoformirana tkiva mogu sadrZavati Ziv€ana vlakna i vaskularnu mrezu, zbog cega je moguc
pozitivan odgovor na testove vitaliteta (54,73). Istodobno, odgovor na testove osjetljivosti moze
biti odgoden ili promjenjiv, osobito u slucajevima s izrazenom dentinskom depozicijom 1
promijenjenom debljinom stijenki korijenskog kanala, §to moZe oteZati prijenos toplinskih ili

elektricnih podrazaja do ziv€anih vlakana te otezati interpretaciju nalaza (142—144).
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Buduc¢i da su histoloske analize kod ljudi ogranic¢ene etickim i metodoloSkim razlozima te se ne
provode rutinski, odgovor na testove vitaliteta ostaje neizravni pokazatelj moguceg bioloskog
odgovora, ali se ne moze smatrati konatnim dokazom regeneracije pulpnog tkiva (4,54,94).
Rezultate testova stoga treba tumaciti s oprezom i uvijek ih razmatrati u kontekstu cjelokupne
klinicke slike i1 radioloSkih nalaza, koji ostaju primarni kriteriji uspjesnosti terapije (4,73). Nadalje,
kada je to izvedivo, preporuCuje se primjena objektivnijih metoda procjene vitalnosti, poput
laser-doplerske floumetrije i pulsne oksimetrije, koje pruzaju pouzdaniji uvid u vaskularni status

novoformiranog tkiva u odnosu na klasi¢ne testove osjetljivosti (142,143).
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1.9. Ogranicenja regenerativnih protokola i opravdanost njihove modifikacije

UnatoC napretku regenerativne endodontske terapije, postoje¢i protokoli 1 dalje su optereceni
ogranicenjima koja mogu utjecati na estetski ishod, biolosku predvidljivost i interpretaciju
terapijskog uspjeha. Poseban izazov predstavlja uporaba materijala za koronarno brtvljenje koji
mogu uzrokovati diskoloraciju zuba, zbog Cega se njihova primjena u klini¢koj praksi Cesto
ogranicava na radikularni dio korijenskog kanala. Iako estetski opravdan, takav pristup smanjuje
raspoloZzivi prostor za regeneraciju u koronarnom dijelu kanala — anatomskom podrucju koje je

bioloski i funkcionalno vazno za uspostavu optimalnog regenerativnog odgovora.

U tom kontekstu, predloZeni terapijski pristup uvodi novost u vidu prosirenja postave bioloSkog
nosaca i u koronarni dio kanala. Time se povecava volumen dostupnog prostora za regeneraciju i
omogucuje povoljnija organizacija novoformiranog tkiva unutar cjelokupnog endodontskog
prostora zuba. Ovaj prostorni koncept dodatno je podrzan uporabom staklenoionomernog cementa
kao jedinog materijala za koronarno brtvljenje, ¢ime se izbjegava rizik diskoloracije povezan s
kalcijsko-silikatnim materijalima poput MTA-a i Biodentina, koji su u ovom protokolu namjerno

izostavljeni.

Kao bioloski nosa¢ odabran je A-PRF+, temeljem njegovih potvrdenih bioloskih svojstava,
ukljucujuéi strukturnu stabilnost 1 produljeno otpuStanje bioaktivnih ¢imbenika rasta. Navedene
modifikacije ¢ine osnovu novopredloZzenog modificiranog regenerativnog protokola koji je

predmet istraZivanja ove doktorske disertacije.
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Na temelju prethodno izloZenih znanstvenih i klinickih spoznaja provedeno je istrazivanje
usmjereno na evaluaciju u¢inkovitosti modificiranog regenerativnog protokola u lije¢enju mladih
trajnih zuba s nekrozom pulpe i nezavrSenim razvojem korijena. U istrazivanju su analizirani

klini¢ki, radioloski i bioloski ishodi lijec¢enja.

2.1. Temeljni cilj istraZivanja

Temeljni cilj istrazivanja bio je ispitati ucinkovitost modificiranog regenerativnog protokola u
poticanju regeneracije pulpo-dentinskoga kompleksa, uz ocuvanje funkcionalnih i estetskih

obiljezja lijeCenih zuba.

2.2. Specifi¢ni ciljevi istraZivanja
Specifi¢ni ciljevi istraZivanja tijekom 12-mjesecnog razdoblja pracenja bili su:

1. Usporediti u¢inak modificiranog regenerativnog protokola s konvencionalnim postupkom
apeksifikacije kalcijevim hidroksidom, s obzirom na:
e produljenje korijena
e zadebljanje dentinskih stijenki

e zatvaranje apikalnog otvora.

2. Ispitati dolazi li do ponovne uspostave cirkulacije 1 funkcionalne inervacije unutar
novonastalog, pulpi sli¢nog tkiva nakon primjene modificiranog regenerativnog protokola,
primjenom testova vitaliteta 1 mjerenjem pulpalnog protoka krvi metodom laser-doplerske

floumetrije.

3. Analizirati bioaktivna svojstva 1 mineralizacijski potencijal staklenoionomernih cemenata

koriStenih za izradu sekundarnog krova pulpne komore, primjenom FE-SEM/EDS analize.

4. Procijeniti klinicku uc¢inkovitost razli¢itih staklenoionomernih cemenata primijenjenih kao
zavr$ni restaurativni materijali u modificiranom regenerativnom protokolu, prema

modificiranim USPHS kriterijima.
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2.3. Hipoteze istraZivanja

U skladu s definiranim ciljevima istrazivanja, postavljene su sljedece radne hipoteze:

e Prvaradna hipoteza (H) polazi od pretpostavke da primjena modificiranog regenerativnog
protokola rezultira statisticki i klinicki znacajno ve¢im produljenjem korijena, zadebljanjem
dentinskih stijenki i zatvaranjem apikalnog otvora kod mladih trajnih zuba u usporedbi s

konvencionalnim postupkom apeksifikacije kalcijevim hidroksidom.

e Druga radna hipoteza (H2) polazi od pretpostavke da primjena modificiranog
regenerativnog protokola dovodi do ponovne uspostave cirkulacije 1 funkcionalne

inervacije unutar novonastalog, pulpi sli¢nog tkiva.

e Treta radna hipoteza (H3) pretpostavlja da staklenoionomerni cementi koriSteni za
restauraciju sekundarnog krova pulpne komore posjeduju bioaktivna svojstva te tijekom

vremena pokazuju znakove mineralizacije.

e Dopunska hipoteza (Hza), kao podhipoteza tre¢e radne hipoteze, pretpostavlja da Glass
Carbomer, zbog svoje napredne formulacije, pokazuje izrazeniji mineralizacijski potencijal

u usporedbi s ostalim ispitivanim staklenoionomernim cementima.

e Cetvrta radna hipoteza (H4) temelji se na pretpostavci da svi ispitivani staklenoionomerni
cementi tijekom jednogodiSnjeg klinickog pradenja osiguravaju zadovoljavajucu
funkcionalnu 1 estetsku stabilnost restauracija, bez potrebe za dodatnim terapijskim

intervencijama.
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3.1. Klini¢ka studija

Napomena o terminologiji: U ovom radu upotrebljava se termin revaskularizacija u skladu s
ranijim publikacijama i izvornim nazivom istrazivackog protokola. Iako opisani terapijski postupak
— koji ukljucuje primjenu A-PRF+, bioloski aktivnih komponenti, membrane i zavrs$ne restauracije
— prema suvremenim smjernicama pripada podrucju regenerativne endodontske terapije, Sto je
detaljno objasnjeno u uvodnom dijelu ove disertacije, pojam revaskularizacija ovdje se

upotrebljava uvjetno, kao dio Sireg koncepta regenerativne endodontske terapije.

3.1.1. Dizajn klinicke studije

Ova je klini¢ka studija osmi$ljena kao prospektivno intervencijsko istrazivanje s povijesnom
kontrolnom skupinom. U istrazivanje su bili ukljuceni pacijenti koji su se tijekom dvogodisSnjeg
razdoblja javljali u Zavod za djecju i preventivnu dentalnu medicinu Klinickoga bolni¢kog centra

Zagreb radi lijeCenja avitalnih trajnih zuba s nezavrSenim razvojem korijena.

Ispitanici koji su ispunjavali kriterije ukljucivanja prospektivno su ukljucivani i lijeceni prema

modificiranom regenerativnom protokolu uz primjenu A-PRF+ autolognog krvnog pripravka.

Kontrolnu skupinu €inili su pacijenti prethodno lijeceni u istoj ustanovi, kod kojih je proveden
konvencionalni postupak apeksifikacije kalcijevim hidroksidom, uz ispunjavanje jednakih kriterija

ukljucivanja kao kod eksperimentalne skupine.

Istrazivanje je provedeno u skladu s nacelima Helsinske deklaracije te je odobreno od Etickog
povjerenstva Stomatoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu na XXV. redovnoj sjednici odrzanoj
15. veljace 2018. godine (broj: 05 PA 24 2/2018). Naknadna registracija studije izvrSena je na
portalu ClinicalTrials.gov (identifikacijski broj: NCT07092488; datum registracije: 28. srpnja
2025.), u skladu s Uredbom (EU) 536/2014 o klini¢kim ispitivanjima lijekova za humanu primjenu,
koja je stupila na snagu 31. sijecnja 2022. godine.
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3.1.2. Ispitanici

Ukljucivanje ispitanika u studiju temeljilo se na prethodno utvrdenoj klinickoj indikaciji za
provodenje postupka revaskularizacije uz primjenu autolognog krvnog pripravka A-PRF+.
Indikacija je postavljena na osnovi medicinske i stomatoloSke anamneze, klinickog pregleda,

testova vitaliteta zubne pulpe te radioloske analize zahvac¢enog zuba.

Nakon S$to je indicirana potreba za zahvatom, pacijentima i njihovim roditeljima ili zakonskim
skrbnicima pruzene su detaljne informacije o terapijskom protokolu, ukljuc¢ujuéi moguce koristi i
rizike. Uz usmeno objasnjenje, urucen im je i pisani obrazac s informacijama za pacijente (Prilog
E), nakon Cega je zatrazeno potpisivanje informiranog pristanka (Prilog D). Posebno je naglaseno
da ispitanici u bilo kojem trenutku mogu povuéi svoj pristanak, bez negativnih posljedica za

nastavak lijecenja konvencionalnim postupcima.

Ukljucivanje ispitanika odvijalo se sukcesivno, tijekom priblizno dvije godine, pocevsi od ozujka
2018. godine, neposredno nakon dobivanja etickog odobrenja. Svaki je pacijent prac¢en u razdoblju
od dvanaest mjeseci od pocetka terapijskog postupka. Tijekom pracenja dvije su osobe iskljucene
iz studije zbog neredovitog dolaska na kontrolne preglede, ¢ime je onemogucéena objektivna
evaluacija ishoda lijeCenja. Konacan broj ispitanika u eksperimentalnoj skupini koji su dovrsili

cijeli terapijski protokol 1 bili ukljuceni u zavr$nu analizu iznosio je 28.

Paralelno s time, analizirana je stomatoloska dokumentacija pacijenata kod kojih je u istom
vremenskom razdoblju i u istoj zdravstvenoj ustanovi provedena konvencionalna apeksifikacija
kalcijevim hidroksidom. Od ukupno 47 dokumentiranih slucajeva koji su ispunjavali kriterije
ukljucivanja, nasumi¢no je odabrano 28 ispitanika kako bi se postigla broj¢ana uskladenost s

eksperimentalnom skupinom te formirala povijesna kontrolna skupina.
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3.1.3. Kriteriji ukljucivanja i iskljucivanja

3.1.3.1. Eksperimentalna skupina (A-PRF+ revaskularizacija)

U skladu sa smjernicama koje su naveli Wei i suradnici (4), u eksperimentalnu su skupinu ukljuceni

ispitanici koji su ispunjavali sljedece kriterije:

sistemski zdravi ispitanici (ASA klasifikacija I ili II)

dob izmedu 8 i 18 godina

prisutnost avitalnih jednokorijenskih trajnih zuba s ocuvanom klinickom krunom
negativan odgovor na testove vitaliteta (test vitaliteta hladno¢om i elektri¢ni test vitaliteta)
radioloski potvrdena nezrelost korijena prema Cvekovoj klasifikaciji (stadiji [ — IV)
apikalni otvor §irine > 0,5 mm

prethodno provedena, ali dugotrajna i neucinkovita apeksifikacija kalcijevim hidroksidom.

Iz istrazivanja su iskljuceni ispitanici koji su imali jednu ili viSe od sljedecih karakteristika:

prisutnost sistemskih bolesti

poznata preosjetljivost na sastojke koji se rabe u terapiji (ukljucujuci lokalne anestetike 1
komponente triantibiotske paste)

komplicirana fraktura krune zuba s frakturnom pukotinom koja se proteze subgingivno
radioloski znakovi ankiloze ili resorpcije korijena

istodobno provodenje ortodontske terapije

odbijanje sudjelovanja u bilo kojoj fazi protokola A-PRF+ revaskularizacije

izraZzena anksioznost, fobija od igala ili drugi oblici nesuradljivosti koji onemogucuju

sigurno provodenje terapije.

Tijekom istrazivanja ispitanici koji su u pocetku ispunjavali sve kriterije uklju¢ivanja mogli su

naknadno biti isklju€eni u skladu s unaprijed definiranim protokolom istraZivanja. Najces¢i razlozi

za naknadno iskljucenje bili su izostanak s planiranih kontrolnih pregleda, sto je onemogucéilo

sustavnu evaluaciju terapijskog ucinka, ili razvoj dodatne komplicirane dentalne traume na

lijeCenom zubu, $to je moglo znatno utjecati na tijek terapije 1 kompromitirati objektivnu procjenu

njezine ucinkovitosti.
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3.1.3.2. Kontrolna skupina (apeksifikacija kalcijevim hidroksidom)

Kontrolnu skupinu €inili su ispitanici u dobi od 8 do 18 godina s nezrelim trajnim jednokorijenskim
zubima, kod kojih je dijagnosticirana nekroza pulpe uzrokovana karijesom ili dentalnom traumom,
a koji su prethodno lijeCeni postupkom apeksifikacije kalcijevim hidroksidom u istoj zdravstvenoj

ustanovi.

Ukljucivanje u ovu skupinu temeljilo se na sljedec¢im kriterijima: ocuvana klinicka kruna zuba,
potpuna stomatoloska dokumentacija, dostupnost najmanje dviju dijagnostickih radioloskih snimki
(pocetne i zavrSne kontrole), radioloski potvrdena nezrelost korijena prema Cvekovoj klasifikaciji

(stadiji [-IV) te prisutnost apikalnog otvora Sirine > 0,5 mm.

Radioloska usporedivost snimki postignuta je mjerenjem meziodistalnih i incizocervikalnih
dimenzija krune zuba; snimke s odstupanjem ve¢im od 10 % bile su iskljucene iz analize, u skladu

s preporukama o standardiziranim tehnikama paralelizacije (145).

Kriteriji za isklju¢enje obuhvacali su trajanje terapije krace od Sest mjeseci ili dulje od dvanaest
mjeseci, nepotpunu dokumentaciju te odstupanja u evidentiranom terapijskom protokolu. Radi
smanjenja rizika od selekcijske pristranosti, iz povijesne kohorte nasumicno je odabrano 28
ispitanika koji su u cijelosti zadovoljavali sve navedene uvjete, ¢ime je osigurana brojc¢ana

usporedivost s eksperimentalnom skupinom.

3.1.4. Statisticka snaga i velicina uzorka

Procjena potrebne veli¢ine uzorka temeljila se na aritmetickim sredinama (AS) i standardnim
devijacijama (SD) triju klju¢nih ishodovnih parametara: produljenja korijena (PK), zadebljanja
dentinske stijenke (ZDS) 1 apikalnog zatvaranja (AZ). Vrijednosti su dobivene na temelju mjerenja
provedenih nakon Sestomjesecnog pracenja deset ispitanika lijeCenih prema protokolu A-PRF+
revaskularizacije. Takoder su analizirani i1 podatci deset nasumicno odabranih pacijenata iz
kontrolne skupine, kod kojih je proveden postupak apeksifikacije kalcijevim hidroksidom

(Tablica 2).
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Tablica 2. Procjena veli¢ine uzorka na temelju preliminarnih rezultata za A-PRF+ i kontrolnu
skupinu prema parametrima: produljenje korijena (PK), zadebljanje dentinske stijenke (ZDS)
1 apikalno zatvaranje (AZ); prema Turjanski 1 sur. (146)

Parametar PK PK ZDS ZDS AZ AZ
A-PRF+ Kontrola A-PRF+ Kontrola A-PRF+ Kontrola

AS (mm) 1,06 0,09 0,33 0,08 0,68 0,11

SD (mm) 1,15 0,11 0,20 0,06 0,46 0,09

AAS (mm) 0,97 0,25 0,57

Zdruzena SD 0,83 0,15 0,32

Veli¢ina u¢inka

(Cohenov d) 1,19 1,68 1,73

Potrebrlla veli¢ina 20 1 10

uzorka

Prilagodena veli¢ina 75 14 13

uzorka?

! IzraGunano za statisticku snagu od 95 %, o.= 0,05, dvosmjerni test.
2 Prilagodena veli¢ina uzorka uzima u obzir odekivani gubitak od 20 % tijekom praéenja.

Za izracun veli¢ine uzorka kao referentni parametar odabrano je produljenje korijena (PK) jer je za
taj 1shod, u usporedbi s ostalim analiziranim varijablama, bila potrebna najveca veli¢ina uzorka,
¢ime je osigurana dovoljna statisticka snaga za analizu svih ishodovnih parametara ukljucenih u
istrazivanje. Za postizanje statisticke snage od 95 % pri razini znacajnosti o = 0,05 (dvosmjerni
test), bilo je potrebno ukljuciti najmanje 25 zuba po skupini, uz predvideni gubitak od 20 % tijekom
pracenja. Tijekom trajanja istraZivanja u svaku su skupinu ukljucena po 28 zuba, ¢ime je u

potpunosti zadovoljen zahtjev za minimalnom veli¢inom uzorka.

Izracuni su provedeni koriStenjem programskog paketa Statistics and Machine Learning Toolbox
(verzija R2023b, MathWorks Inc., Natick, MA, SAD). Veli¢ina ucinka (engl. effect size) izraZzena
je s pomocu Cohenova d, koji prikazuje standardiziranu razliku izmedu aritmetickih sredina (AS)
dviju skupina. U te je svrhe koriStena zdruZena standardna devijacija (pooled SD). Naknadne (post
hoc) provjere, temeljene na podatcima iz 9. 1 12. mjeseca pracenja, potvrdile su da je pocetna

procjena bila statisticki opravdana 1 dostatna.
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3.1.5. Protokol A-PRF+ revaskularizacije (eksperimentalna skupina)

Sve su klinicke zahvate u kontroliranim asepti¢nim uvjetima na Zavodu za djecju i preventivnu
dentalnu medicinu Klinickog bolni¢kog centra Zagreb izveli iskusni specijalisti djecje dentalne

medicine.

Tijekom svakog postupka osigurana je odgovarajuca razina sterilnosti primjenom standardnih
mjera zasStite, ukljucujuci uporabu sterilnih rukavica i prekrivaca te izolaciju zuba koferdamom.

Zubna povrsina temeljito je dezinficirana 5 %-tnom otopinom natrijeva hipoklorita.

3.1.5.1. Prvi posjet

Nakon primjene lokalne anestezije (Mepivastesin; 3M ESPE, Seefeld, Njemacka) i izolacije radnog
polja koferdamom (Elastidam; Coltene, Altstitten, Svicarska), oblikovan je pristupni kavitet.
Radna duljina odredena je s pomocu elektronickog apekslokatora (Endometer ES-02; Artronic

d.o.o., Zagreb, Hrvatska), uz standardno skracenje od 0,1 mm u odnosu na radioloski apeks.

Kanal je minimalno instrumentiran s pomocu H-strugaca veli¢ine 25 (Medin a.s., Nové Mésto na
Moravé, Ceska). Korijenski kanal ispran je 5 %-tnom otopinom natrijeva hipoklorita (Gram-Mol

d.o.o., Zagreb, Hrvatska) u koli¢ini od 10 mL, a zatim istom koli¢inom sterilne fizioloSke otopine.

Nakon suSenja sterilnim papirnatim Stapi¢ima (Diadent MMPP; DiaDent Group International,
Cheongju, Juzna Koreja), u kanal je injicirana pasta kalcijeva hidroksida (Calcicur; Voco GmbH,
Cuxhaven, Njemacka). Na ulaz u kanal postavljena je sterilna vatica, a zub je privremeno zatvoren

staklenoionomernim cementom (GC Fuji IX GP Fast; GC Corporation, Tokio, Japan).

3.1.5.2. Drugi posjet (dva tjedna nakon pocetnog zahvata)

Pristupni kavitet ponovno je otvoren. Provedena je minimalna instrumentacija nakon koje je
uslijedila irigacija s 5 %-tnom otopinom natrijeva hipoklorita (10 mL) i sterilnom fizioloSkom

otopinom (10 mL). Kanal je zatim osuSen sterilnim papirnatim Stapic¢ima.

Triantibiotska pasta pripremljena je trituracijom tableta ciprofloksacina (Cipromed; 250 mg; Pliva,
Zagreb), metronidazola (Medazol; 400 mg; Belupo, Koprivnica) i minociklina (Hiramicin; 100 mg;

Pliva, Zagreb) u fini prah. Jednake mase pomijeSane su u omjeru 1 : 1 : 1 te razrijedene sterilnom
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fizioloSkom otopinom do priblizne koncentracije od 5 mg/mL, u skladu s preporukama za

regenerativnu endodontsku terapiju (4).

Pasta je aplicirana u korijenski kanal ispod razine cementno-caklinskog spoja s pomocu lentulo-
spirale veli¢ine 25 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Svicarska), ¢ime se nastojao umanjiti rizik od
diskoloracije uzrokovane minociklinom. Zub je privremeno zatvoren sterilnom vaticom i

staklenoionomernim cementom.
3.1.5.3. Tredi posjet (tri tjedna nakon pocetnog zahvata)

3.1.5.3.1. Priprema autolognog A-PRF+ krvnog pripravka

Neposredno prije zahvata autologni A-PRF+ pripravak pripremljen je venepunkcijom i
prikupljanjem periferne venske krvi pacijenta u dvije sterilne epruvete volumena od 9 mL, bez
dodatka antikoagulansa (VACUETTE® Z Serum Clot Activator; Greiner Bio-One, Kremsmiinster,
Austrija) (Slika 1a). Uzorci su potom centrifugirani u uredaju PRF DUO (Process for PRF; Nica,
Francuska) (Slika 1b), pri brzini od 1300 okretaja u minuti tijekom 8 minuta.

Slika 1. (a) sterilna epruveta za vensku krv (VACUETTE® Z Serum Clot Activator, 9 mL);
(b) centrifuga PRF DUO (Process for PRF; Francuska)
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Konacni produkt centrifugiranja sastojao se od triju slojeva (Slika 2):
e gornji sloj — plazma siromasna trombocitima (PPP; engl. platelet-poor plasma)
e srediS$nji sloj — A-PRF+ ugruSak

e donji sloj — eritrociti.

Slika 2. Konac¢ni produkt centrifugiranja: plazma siromasna trombocitima (gornji sloj),
A-PRF+ ugrusak (sredi$nji sloj) i eritrociti (donji sloj)
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A-PRF+ ugrusak odvojen je od eritrocitnog sloja s pomocu sterilnih kirurskih skara (Slika 3a),
nakon Cega je podijeljen na dva dijela: jedan je dio iskoriSten za oblikovanje A-PRF+ membrane
(Slika 3b), a drugi je usitnjen za intrakanalnu primjenu (Slika 4a). Plazma siromasna trombocitima
(PPP) aspirirana je sterilnom $trcaljkom s iglom i sa¢uvana za kasniju irigaciju korijenskog kanala

(Slika 4b).

Slika 3. (a) odvajanje A-PRF+ ugruska od eritrocitnog sloja s pomocu sterilnih kirurskih Skara;
(b) oblikovanje A-PRF+ membrane

Slika 4. (a) usitnjavanje A-PRF+ ugruska za intrakanalnu primjenu;
(b) aspiracija plazme siroma$ne trombocitima (PPP) za intrakanalnu irigaciju
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3.1.5.3.2. Postupak A-PRF+ revaskularizacije

Nakon primjene lokalne anestezije bez vazokonstriktora (Mepivastesin; 3M ESPE), zahvat je
proveden u kontroliranim asepti¢nim uvjetima uz izolaciju zuba koferdamom (Elastidam; Coltene)
(Slika 5; korak A). PovrSina zuba dezinficirana je vaticom natopljenom 5 %-tnom otopinom

natrijeva hipoklorita, nakon ¢ega je uklonjen privremeni ispun (Slika 5; korak B).

Triantibiotska pasta uklonjena je ispiranjem s 10 mL sterilne fizioloske otopine (Slika 5; korak C),
nakon ¢ega je provedeno zavr$no ispiranje plazmom siromasnom trombocitima (PPP), prethodno

izdvojenom iz A-PRF+ pripravka (Slika 5; korak D).

Krvarenje u korijenski kanal potaknuto je blagom preinstrumentacijom periapikalnog tkiva ru¢nim
endodontskim instrumentom — H-strugac¢em veli¢ine 25 (Medin a.s.) (Slika 5; korak E). Korijen te
pocetni dio (prva tre¢ina) krune zuba punjeni su usitnjenim A-PRF+ ugruskom
(Slika 5; koraci F i G), na koji je potom polozena A-PRF+ membrana, prethodno oblikovana

sterilnim kirurSkim Skarama kako bi odgovarala dimenzijama kaviteta (Slika 5; korak H).

Radi stabilizacije 1 zaStite materijala, u kavitet je postavljena zelatinozna spuzvica
(Gelatamp; Roeko) (Slika 5; korak I), nakon ¢ega je zub trajno zatvoren staklenoionomernim

cementom (Slika 5; korak J).

Za zavrSnu restauraciju koriStena su Cetiri razlic¢ita kapsulirana staklenoionomerna cementa:
» Ketac Universal Aplicap (3M ESPE, Njemacka)
*  Fuji IX GP Fast (GC Corporation, Tokio, Japan)
» Equia Forte Fil (GC Corporation, Tokio, Japan)
* Glass Carbomer GlassFill (GCP Dental, Nizozemska).

Materijal je premazan tankim slojem vazelina (Slika 5; korak K) 1 zagrijavan tijekom 60 sekundi
LED lampom visokog intenziteta (Bluephase G2; Ivoclar Vivadent; 1200 mW/cm?), bez ugradenog
sustava hladenja (Slika 5; korak L). Nakon toga je uskladena okluzija, a zub je zavr$no oblikovan

1 poliran (Slika 5; korak M).

64



Dubravka Turjanski, disertacija

Slika 5. Prikaz postupka A-PRF+ revaskularizacije
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3.1.6. Terapija apeksifikacije kalcijevim hidroksidom (kontrolna skupina)

Pacijenti ukljuceni u kontrolnu skupinu prethodno su lije€eni konvencionalnim postupkom
apeksifikacije kalcijevim hidroksidom, u skladu s vaze¢im klinickim smjernicama za zbrinjavanje
avitalnih trajnih zuba s nezavrSenim razvojem korijena. Terapija se provodila tijekom vise posjeta,

a klinicki tijek obuhvacao je jasno definirane korake.

Nakon primjene lokalne anestezije i izolacije radnog polja koferdamom, formiran je pristupni
kavitet. Uslijedila je minimalna mehanicka instrumentacija korijenskog kanala, nakon Cega se
provodila irigacija — prvo 1 %-tnom otopinom natrijeva hipoklorita, a zatim sterilnom fizioloskom
otopinom. Kanal se potom susio sterilnim papirnatim Stapi¢ima, nakon ¢ega se u njega aplicirala
pasta kalcijeva hidroksida u funkciji privremenog intrakanalnog medikamenta. Ulaz u kanal

zatvaran je sterilnom vaticom i staklenoionomernim cementom.

Intrakanalni medikament mijenjao se svakih jedan do tri mjeseca, ovisno o klini¢koj procjeni i
radioloSkim nalazima tijekom redovitih kontrola. U skladu s uobi¢ajenom klini¢kom praksom,
dopustala su se manja odstupanja u izboru paste kalcijeva hidroksida ili irigansa. Sve su zahvate
izvodili specijalisti dje¢je dentalne medicine, a stomatoloska dokumentacija svakog pacijenta

temeljito je analizirana kako bi se potvrdilo ispunjavanje svih kriterija uklju¢ivanja u istrazivanje.

ZavrSetak terapije apeksifikacije definiran je prema unaprijed utvrdenim kriterijima. Terapija se
smatrala zavrSenom kada je na radioloskoj snimci bila vidljiva formirana apikalna barijera koja je
omogucavala sigurno konvencionalno punjenje korijenskog kanala. U slu€ajevima u kojima je
tijekom lijecenja doSlo do promjene terapijskog pristupa, zavrSetkom terapije smatrane su i
situacije u kojima je postavljen apikalni c¢ep od MTA-a, kao 1 prijelaz na alternativne regenerativne
ili apeksifikacijske postupke. Ovi su kriteriji definirani prema smjernicama koje je naveo Murray

(147).

66



Dubravka Turjanski, disertacija

3.1.7. Pracenje i klinicko-radioloska evaluacija

3.1.7.1. Plan kontrolnih pregleda

Kontrolni pregledi provodili su se u unaprijed utvrdenim vremenskim tockama — nakon 1., 3., 6.,
9. 1 12. mjeseca od zavrSetka terapijske intervencije. Takav je protokol omogucio sustavno,
vremenski ujednaceno 1 metodoloski dosljedno pracenje razvoja korijena tijekom

postintervencijskog razdoblja.

Tijekom svakog kontrolnog posjeta provodila se standardizirana dijagnosti¢ka evaluacija, koja je
ukljucivala:

e Kklinicki pregled

e testiranje vitaliteta pulpe

e standardizirano intraoralno radiolosko snimanje.

Pocetne (referentne) radioloske snimke definirane su kao one nacinjene neposredno nakon
provedene terapije te su sluzile kao osnova za sve naknadne usporedbe unutar evaluacijskog

razdoblja.

3.1.7.2. Klini¢ki pregled

Standardizirani klinicki pregled obuhvacao je vizualnu procjenu promjene boje zuba usporedbom
s kontralateralnim zubom, kao 1 detekciju znakova upale, ukljucuju¢i crvenilo, oteklinu ili

prisutnost fistuloznog otvora.

Ispitivala se osjetljivost na palpaciju i perkusiju, a biljeZena je 1 eventualna patoloska pomicnost
zuba, kao 1 svi ostali klinicki znakovi koji bi mogli upuéivati na poremecaj procesa cijeljenja ili

progresiju patoloskih promjena.

U kontrolnoj skupini evaluacija se temeljila na analizi dostupne stomatoloske dokumentacije, pri
c¢emu su zabiljezeni podatci usporedeni s navedenim parametrima. S obzirom na retrospektivnu
prirodu prikupljenih podataka, postoji moguénost da pojedini klini¢ki znakovi 1 simptomi nisu bili

dosljedno evidentirani.
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3.1.7.3. Klini¢ka evaluacija ispuna

Kako bi se procijenila klinicka ucinkovitost Cetiriju staklenoionomernih cemenata koji su se
upotrebljavali za zavrSne ispune — Ketac Universal Aplicap, Fuji IX GP Fast, Equia Forte Fil 1
Glass Carbomer GlassFill — pri svakom se kontrolnom pregledu provodila standardizirana klinicka

evaluacija ispuna.

Procjena se temeljila na modificiranim kriterijima USPHS-a (engl. modified United States Public
Health Service), koji predstavljaju opceprihvacen i znanstveno validiran sustav za evaluaciju

restaurativnih materijala u klinickim ispitivanjima (148).

Tijekom evaluacije analizirani su sljede¢i parametri:
e retencija
¢ rubna diskoloracija
e anatomski oblik
e rubna prilagodba
e prisutnost sekundarnog karijesa

e povrsinska tekstura.

Svaki od navedenih parametara bodovan je prema trostupanjskoj skali:
e Alpha — klini¢ki izvrsno stanje
e Bravo — klinicki prihvatljivo stanje

e Charlie — klini¢ki neprihvatljivo stanje / neuspjeh restauracije.

Primijenjeni kriteriji i sustav bodovanja preuzeti su iz metodologije opisane u radu autora Kaynar

1 Donmez (149), a prikazani su u tablici 3.
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Tablica 3. Modificirani USPHS kriteriji za klinicku evaluaciju ispuna; prilagodeno prema:

Kaynar i Donmez (149)
USPHS kriterij Ocjena
. Alfa
retencija Charlie
Alfa
rubna diskoloracija Bravo
Charlie
Alfa
anatomski oblik Bravo
Charlie
Alfa
rubna prilagodba Bravo
Charlie
- Alfa
sekundarni karijes Charlie
Alfa
povrsinska tekstura Bravo
Charlie

3.1.7.4. Radioloska analiza

ObjasSnjenje

nema gubitka ispuna

prisutnost bilo kakva gubitka ispuna

nema promjene boje uz rub ispuna

blaga promjena boje uz rub ispuna

izrazena promjena boje uz rub ispuna

u potpunosti o¢uvan izvorni oblik ispuna
djelomi¢ni gubitak oblika bez potrebe za zamjenom ispuna
znatan gubitak oblika; potrebna zamjena ispuna
nema vidljivih pukotina

prisutna pukotina u koju sonda moze prodrijeti
pukotina s izloZenim dentinom

nema znakova sekundarnog karijesa

prisutnost sekundarnog karijesa

glatka povrSina, sli¢na caklini

blago hrapava povrsina; klinicki prihvatljivo

hrapava povrSina koja zadrzava plak; potrebna zamjena ispuna

Radioloska analiza provedena je na standardiziranim intraoralnim periapikalnim snimkama.

U eksperimentalnoj skupini (A-PRF+ revaskularizacija) snimke su izradene neposredno nakon

provedbe terapijskog postupka te nakon 1, 3, 6, 9 1 12 mjeseci. U kontrolnoj skupini bile su

dostupne iskljuc¢ivo pocetna i zavr$na snimka, koje su retrospektivno analizirane radi procjene

moguce distorzije. U tu svrhu usporedivane su meziodistalne i incizocervikalne dimenzije krune

zuba, a snimke s odstupanjem iznad 10 % iskljuCene su iz analize, u skladu s preporucenim

smjernicama za primjenu paralelne tehnike intraoralnog snimanja (145).

Mjerenja su provedena s pomocu softverskog paketa Scanora 5.1 (Soredex, verzija 5.1.0.9; IAM

verzija 4.05.0009, Tuusula, Finska). U analizi su koriSteni alati za oznacavanje regija interesa (ROI;

engl. region of interest), ukljucujuci sljedece:

e ROI Measuring Length — za precizna linearna mjerenja

e ROI Equalizer — za optimizaciju kontrasta i jasnije definiranje anatomskih granica

e ROI Magnification — za povecanje prikaza radi postizanja vece tocnosti mjerenja.
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Provedena su sljede¢a morfometrijska mjerenja:

duljina korijena — definirana je kao linearna udaljenost od cementno-caklinskog spoja do
vrha korijena. Za svaki zub mjerenja su provedena na mezijalnoj i distalnoj strani, a
prosjecna duljina korijena izraCunana je kao aritmetic¢ka sredina tih dviju vrijednosti.
debljina dentinske stijenke — odredena je na razini koja se nalazi na dvije tre¢ine ukupne
duljine korijena, mjereno od cementno-caklinskog spoja prema vrhu Kkorijena.
Na toj tocki izmjerena je ukupna Sirina korijena i Sirina pulpnog prostora, a prosje¢na
debljina dentinske stijenke izracunana je kao polovica razlike izmedu navedenih dviju
vrijednosti.

apikalni promjer — odreden je na razini vrha korijena kao horizontalna Sirina apikalnog

otvora.

Metodologija mjerenja temeljila se na protokolu koji su opisali Saoud i suradnici (150), ¢ime je

osigurana dosljednost s validiranim pristupima radioloske procjene nezrelih avitalnih zuba.

Za potrebe kvantitativne analize u¢inka terapije analizirane su promjene u sljede¢im parametrima

usporedbom pocetne i kontrolnih snimki tijekom vremena:

produljenje korijena (PK): razlika izmedu prosje¢ne duljine korijena na kontrolnoj i
pocetnoj snimci

zadebljanje dentinske stijenke (ZDS): razlika izmedu prosjecne debljine dentinske stijenke
na kontrolnoj i pocetnoj snimci

apikalno zatvaranje (AZ): razlika izmedu pocetnog i kontrolnog apikalnog promjera

(pocetna minus kontrolna vrijednost).

Fokusiranjem na promjene dimenzija tijekom vremena, umjesto na njihove apsolutne vrijednosti,

smanjena je varijabilnost uvjetovana prirodnim anatomskim razlikama medu ispitanicima, ¢ime je

poboljSana usporedivost rezultata izmedu skupina. Sve su promjene prikazane kao aritmeticka

sredina + standardna devijacija (AS + SD), izrazene u milimetrima (mm). Radioloska analiza

takoder je ukljucivala biljezenje prisutnosti (+) ili odsutnosti (—) periapikalne lezije.
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3.1.7.5. Testiranje vitaliteta pulpe

Procjena vitaliteta pulpe temeljila se na primjeni subjektivnih testova — testa vitaliteta hladno¢om
(TVH) i elektri¢nog testa vitaliteta (ETV) — te objektivne metode kvantificiranja cirkulacije unutar
pulpnog tkiva — laser-doplerske floumetrije (LDF). Ovakav kombinirani pristup omogucio je
pouzdanu i sveobuhvatnu evaluaciju funkcionalnog statusa pulpe tijekom kontrolnog razdoblja, u
skladu s recentnim klinickim istrazivanjima koja potvrduju visoku dijagnosticku vrijednost LDF-a

u procjeni vitaliteta traumom zahvacenih ili nezrelih zuba (151-153).

TVH provodio se uporabom rashladnog sredstva u spreju (Plurasol Kiltespray; Pluradent GmbH,
Dresden, Njemacka), nanesenog na vaticu koja se potom prislonila na vestibularnu povrsinu
ispitanog zuba. Prije testiranja, zub je bio izoliran vaterolicama i osuSen zrakom iz pustera.
Podrazaj je primijenjen na lijeceni zub te na kontralateralni zdravi zub, koji je sluZio kao referentna
vrijednost. Odgovor pacijenta biljezen je kao pozitivan (+) u slu¢aju osjeta odnosno negativan (—)

ako je osjet izostao.

ETV se provodio s pomoc¢u uredaja PARKELL Model PT-20 (Parkell Inc., Edgewood, NY, SAD).
Nakon suSenja i izolacije zuba vaterolicama, na vestibularnu povrSinu krune apliciran je
elektrovodljivi medij (voda), a elektroda vitalometra postavljena je na incizalnu tre¢inu krune,
iznad ocekivanog podrucja novonastalog pulpnog tkiva. Reakcija pacijenta interpretirana je kao

pozitivan odgovor (+) u slucaju osjeta, a kao negativan (—) u slucaju izostanka bilo kakve reakcije.

Za objektivnu procjenu protoka krvi kroz pulpno tkivo, kod svakog je ispitanika jednom tijekom
razdoblja pracenja provedeno mjerenje LDF-om, i to pri kontrolnom pregledu u 9. ili 12. mjesecu.
Mjerenje je izvedeno s pomocu uredaja Laser Blood Flow Monitor MBF3/D (Moor Instruments
Ltd., Axminster, UK), koji djeluje na valnoj duljini od 780 do 785 nm, uz izlaznu snagu od 1,0 mW
1 frekvenciju uzorkovanja od 40 Hz. Koristen je jedan mjerni kanal, a parametar fluks (engl. flux)
biljeZen je tijekom dvominutnog kontinuiranog snimanja. Fluks predstavlja umnozak koncentracije
1 prosjecne brzine kretanja eritrocita te se upotrebljava kao neinvazivni pokazatelj mikrocirkulacije
unutar pulpnog tkiva. Kontinuirani signal fluksa tijekom mjerenja interpretiran je kao pozitivan

odgovor (+), dok je izostanak ili prekid signala oznacen kao negativan odgovor (—).

Radi standardizacije mjernog postupka i minimizacije interferencije mekih tkiva, svakom je

ispitaniku izraden individualni drza¢ sonde od hidrokoloidnog otisnog materijala (Correct Plus;

71



Dubravka Turjanski, disertacija

Kerr Pentron, Uxbridge, UK). Sonda je bila fiksirana na cervikalnu tre¢inu krune zuba, otprilike

5 mm od ruba gingive, §to je omogucilo stabilnu i ponovljivu registraciju signala (153).

3.1.7.6. Pokazatelji ishoda lije¢enja

Primarni ishod ovog istrazivanja bile su kvantitativne promjene morfometrijskih parametara zuba,
koje su obuhvacale:

e produljenje korijena (PK)

e zadebljanje dentinske stijenke (ZDS)

e apikalno zatvaranje (AZ).

Svaka od navedenih promjena izracunana je kao razlika izmedu pocetnih (referentnih) i kontrolnih
vrijednosti dobivenih radioloSkim mjerenjem. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina +

standardna devijacija (AS + SD), izrazeni u milimetrima (mm).

Sekundarni pokazatelji ishoda ukljucivali su:
e prisutnost ili odsutnost periapikalne lezije
e rezultate testova vitaliteta pulpe — test vitaliteta hladno¢om (TVH), elektri¢ni test vitaliteta

(ETV) i laser-doplerska floumetrija (LDF)
e ocuvanost zuba u oralnoj Supljini (prezivljenje zuba)

e pojavu nezeljenih klini¢kih nalaza, poput promjene boje zuba ili patoloske pomicnosti.

Kategorijske varijable (npr. odgovori na testove vitaliteta i prisutnost klinickih simptoma) biljeZene

su kao prisutan (+) ili odsutan (—), a rezultati su prikazani u obliku postotaka.

72



Dubravka Turjanski, disertacija

3.1.8. Alokacija i zasljepljivanje

Istrazivanje je provedeno kao otvoreno ispitivanje u kojem ni sudionici, ni klini¢ari, ni
procjenjivaci ishoda nisu bili zaslijepljeni tijekom terapijskog postupka. UnatoC tomu, primijenjene

su mjere za smanjenje potencijalne pristranosti.

Alokacija u skupine nije bila randomizirana zbog metodoloskih ograni¢enja — eksperimentalna
skupina ukljucena je prospektivno, dok je kontrolna skupina odabrana retrospektivno iz baze
povijesnih slucajeva koji su zadovoljavali kriterije ukljuc¢ivanja. Kako bi se smanjila selekcijska

pristranost, 28 kontrolnih slu¢ajeva nasumicno je odabrano iz skupa od 47 dostupnih zapisa.

Radioloska mjerenja provedena su na kodiranim snimkama kako bi se smanjila moguénost
identifikacije slucaja i vremenske tocke pracenja. Mjerenja je izveo educirani ispitiva¢ prema
prethodno definiranom protokolu, primjenjujuéi standardiziranu metodu radi ogranicavanja

subjektivne pristranosti.

Kontrolne preglede — ukljucuju¢i klinicke evaluacije i testiranja vitaliteta pulpe — proveli su
neovisni klini¢ari koji nisu sudjelovali u pocetnoj fazi lijeCenja. Navedene su mjere pridonijele

smanjenju ispitivacke pristranosti i poboljSanju interne valjanosti procjene ishoda.
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3.2. Laboratorijska studija

3.2.1. Dizajn laboratorijske studije

In vitro laboratorijska studija provedena je uz odobrenje EtiCkog povjerenstva StomatoloSkog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu (broj odobrenja: 05-PA-24-2/2018). Ekstrahirani intaktni trajni
molari pribavljeni su u suradnji sa Zavodom za oralnu kirurgiju navedene ustanove. Budu¢i da su
zubi izvadeni iskljucivo iz klini¢kih razloga koji nisu bili povezani s ovim istrazivanjem, njihova

uporaba u znanstvene svrhe nije zahtijevala zasebnu, potpisanu informiranu suglasnost pacijenata.

U istrazivanju je koriSteno ukupno 12 intaktnih trajnih molara, ravnomjerno rasporedenih u Cetiri
skupine, pri ¢emu je svaka skupina odgovarala jednoj vrsti analiziranog staklenoionomernog
cementa. Mikrostrukturna analiza ispitivanih materijala i okolnog zubnog tkiva provedena je
skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom s emisijom elektrona iz polja (FE-SEM; engl. field
emission scanning electron microscopy), dok je mikrokemijska analiza provedena energijsko-

disperzijskom rendgenskom spektroskopijom (EDS; engl. energy-dispersive X-ray spectroscopy).

Ispitivani su sljede¢i kapsulirani staklenoionomerni cementi:

e Ketac Universal Aplicap (3M ESPE, Seefeld, Njemacka) (K): konvencionalni SIC temeljen
na fluoroaluminosilikatnom staklu, s teku¢om fazom koja sadrzava kopolimer poliakrilne i
maleinske kiseline te dodatak vinske kiseline (154)

e Fuji IX GP Fast (GC Corporation, Tokio, Japan) (F): viskozni konvencionalni SIC koji
sadrzava stroncij-fluoroaluminosilikatno staklo 1 poliakrilnu kiselinu (155)

e Equia Forte Fil (GC Corporation, Tokio, Japan) (E): viskozni konvencionalni SIC u
kombinaciji sa smolastim zaStitnim premazom koji poboljSava otpornost na troSenje (156)

e Glass Carbomer GlassFill (GCP Dental, Vianen, Nizozemska) (G): unaprijedena
formulacija koja ukljucuje fluoroaluminosilikatno staklo, nanocestice hidroksiapatita 1

bioaktivno staklo (157).
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3.2.2. Priprema uzoraka

Priprema uzoraka provedena je na prethodno ekstrahiranim trajnim molarima. Nakon odvajanja
krunskog dijela od korijena, na bukalnoj i oralnoj plohi svake krune izradeni su standardizirani
kaviteti kruznog oblika u podrucju cervikalne tre¢ine (promjer 2 mm, dubina 2 mm), s pomocu

obrnuto koni¢nog dijamantnog svrdla, uz vodeno hladenje.

Povrsine kaviteta kondicionirane su 5 %-tnom otopinom natrijeva hipoklorita (NaOCl; Gram-Mol
d.o.o., Zagreb, Hrvatska) tijekom 5 sekundi, potom isprane vodom i osusene zrakom iz pustera.
Staklenoionomerni cementi (K, F, E, G) aplicirani su u kavitete u skladu s uputama proizvodaca.
PovrSine ispuna izolirane su vazelinom te su zagrijavane tijekom 60 sekundi uporabom
polimerizacijske lampe bez ugradenog sustava hladenja (Bluephase G2; Ivoclar Vivadent, Schaan,

Lihtens$tajn; 1200 mW/cm?).

Nakon stvrdnjavanja uzorci svakog materijala pohranjeni su zasebno u umjetnoj slini (sastav:
0,5 g/L NaCl; 4,2 g/L NaHCOg3; 0,03 g/L NaNOs; 0,2 g/ KCI) tijekom razdoblja od 1 tjedna,
6 mjeseci 1 12 mjeseci, kako bi se sprijecila unakrsna kontaminacija i osigurali neovisni profili
izmjene iona. Otopina se mijenjala tjedno kako bi se odrzala ionska ravnoteza i smanjio rast

mikroorganizama.

Neposredno prije FE-SEM/EDS analize uzorci su ugradeni u standardne cilindri¢ne kalupe s
pomocu epoksidne smole (Clarocit; Struers, Ballerup, Danska), a zatim rezani na debljinu od 2 mm
preciznom rezalicom pri niskoj brzini (Minitom; Struers, Ballerup, Danska; 150 okr/min), uz

kontinuirano vodeno hladenje.
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3.2.3. Velicina uzorka i statisticka snaga

Ukupno su pripremljena 24 trajna molara, od kojih je 12 koriSteno za analizu (n = 3 po skupini),
dok je preostalih 12 uzoraka — po 3 u svakoj skupini — sluzilo kao pricuva u slucaju gubitka ili
oStecenja tijekom rezanja i manipulacije. Analiticka veli¢ina uzorka (n = 3 po skupini) odabrana je
radi osiguravanja odgovarajuce statisticke snage (1 — B > 0,80) za detekciju srednjih do velikih
razlika u koncentraciji kemijskih elemenata izmedu cCetiriju ispitivanih skupina materijala. Veli¢ina
ucinka procijenjena je koriStenjem Cohenova koeficijenta f. Ova veli¢ina uzorka procijenjena je
dostatnom za identifikaciju statisticki znacajnih razlika pri razini znacajnosti a = 0,05.

Analiza statistiCke snage potvrdila je sposobnost studije za minimizaciju pogreske drugog tipa (B).

3.2.4. FE-SEM/EDS metodologija

Metodoloski pristup koriSten u ovom istrazivanju u velikoj je mjeri uskladen s prethodnim
studijama koje su se sluzile FE-SEM i EDS analizama za ispitivanje mikrokemijskih i

mikrostrukturnih svojstava dentalnih materijala (158—160).

Analize su provedene s pomocu skenirajuceg elektronskog mikroskopa s emisijom elektrona iz
polja (FE-SEM; JSM-7000F, JEOL, Tokio, Japan), opremljenog energijsko-disperzijskim
rendgenskim spektrometrom (EDS; INCA Energy 350, Oxford Instruments, Belfast, UK) na svim

uzorcima (K, F, E 1 G) nakon pohrane u umjetnoj slini tijekom 1 tjedna te nakon 6 i 12 mjeseci.

Radi bolje elektricne vodljivosti svi su uzorci napareni tankim slojem zlata 1 paladija s pomocu
uredaja za naparivanje (Gatan 682 PECS; Gatan Inc., Pleasanton, CA, SAD). Elektri¢na vodljivost
uzorka nuZna je kako bi se izbjeglo nakupljanje naboja (engl. charging) na njegovoj povrsini, a

time 1 znatna degradacija kvalitete slike.

Na slici 6 prikazana je kompjutorizirana tomografska (CT) snimka reprezentativnog uzorka s

oznacenim regijama predvidenima za EDS analizu.
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Slika 6. CT prikaz reprezentativnog uzorka s oznacenim regijama EDS analize: C — caklina
udaljena od materijala; D — dentin udaljen od materijala; M — restaurativni materijal; CM — caklina
u kontaktu s materijalom; DM — dentin u kontaktu s materijalom; prema Turjanski i sur. (161)

Za potrebe FE-SEM analize snimanje je provedeno pri radnom naponu od 10 kV. Pregledna
mikrostrukturna analiza regija C, D 1 M provedena je pri povecanju od 300x, dok je analiza regija

CM i1 DM provedena pri povecanju od 2000x%.

Kvantitativna analiza elemenata provedena je uporabom standardnih kalibracijskih krivulja za
svaki pojedini element. Kemijski sastav odreden je s pomocu softverskog paketa INCA Energy
Dispersive X-ray Spectroscopy, verzija 2.1 (Oxford Instruments, Belfast, UK), koji primjenjuje

korekciju pozadinske buke te prikazuje koncentracije elemenata u obliku masenih udjela (wt. %).

Tijekom analize praceni su sljedeci elementi: fluor (F), aluminij (Al), silicij (Si), fosfor (P), kalcij

(Ca) i stroncij (Sr).

Za potrebe EDS analize provedeno je jedno mjerenje na veéem analiziranom polju dimenzija
300 % 250 um (pri povecanju od 300%) za sljedece regije:

e (C — caklina udaljena od materijala

e D —dentin udaljen od materijala

e M — restaurativni materijal.
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Rezultati mjerenja u regijama C 1 D, dobiveni nakon jednog tjedna, koriSteni su za odredivanje
inicijalnog kemijskog sastava cakline (Co) 1 dentina (Do), koji su posluzili kao referentne vrijednosti
za usporedbu s rezultatima iz regija CM i DM (caklina i dentin u neposrednom kontaktu s

materijalom) u svim vremenskim to¢kama ispitivanja (1 tjedan, 6 i 12 mjeseci).

Dodatno, provedena su tri ponovljena mjerenja na manjim analiziranim poljima dimenzija
45 x 15 pm (pri poveéanju od 2000x), koja su obuhvacala 45 pm duz kontaktne povrSine i
15 pm u dubinu cakline ili dentina, u sljede¢im regijama:

e (M — caklina u neposrednom kontaktu s materijalom

e DM — dentin u neposrednom kontaktu s materijalom.

Svi su rezultati EDS analize prikazani kao maseni udjeli (wt. %).

3.3. Metode statisticke analize podataka

Statisticka analiza provedena je koriStenjem softverskog paketa Statistics and Machine Learning
Toolbox, verzija R2023b (MathWorks Inc., Natick, MA, SAD). Za sve varijable primijenjena je
deskriptivna statistika, ukljucujuéi izracun aritmetickih sredina (AS), standardnih devijacija (SD) i
95-postotnih intervala pouzdanosti (CI). Kategorijalne varijable prikazane su kao apsolutne i

relativne frekvencije.

Normalnost distribucije ispitana je s pomocu Shapiro—Wilkova i Kolmogorov—Smirnovljeva testa,

dok je homogenost varijanci procijenjena Leveneovim testom.

Usporedbe medu skupinama temeljile su se na vrsti i distribuciji podataka:
e za kontinuirane varijable koje su zadovoljavale pretpostavku normalnosti koriSten je
Studentov t-test

e zavarijable koje nisu imale normalnu distribuciju primijenjen je Mann—Whitneyjev U-test.

Kategorijalne varijable usporedene su hi-kvadrat testom, odnosno Fisherovim egzaktnim testom

kada su ocekivane frekvencije bile niske.
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Za usporedbu vise skupina koriStena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA), dok su u
slucajevima kada nisu bili zadovoljeni preduvjeti za primjenu ANOVA-e (npr. nenormalna
distribucija, heterogenost varijance, mala veli¢ina uzorka) koriStene neparametrijske metode,
ukljucujuéi:

e Kruskal-Wallisov test

e bootstrap metode ponovnog uzorkovanja.
Za potrebe post hoc analiza nakon ANOVA-e koristen je Tukeyjev HSD test.

Za potrebe laboratorijskog dijela istrazivanja definirani su kumulativni indeksi interakcije
restaurativnih materijala s caklinom i dentinom, temeljeni na zbrojevima masenih udjela (wt. %)
odabranih elemenata. Indeksi su izraCunani zasebno za caklinu i za dentin, prema istom
metodoloskom nacelu. KoriSteni su kao deskriptivni pokazatelji za usporedbu ispitivanih materijala
te nisu bili podvrgnuti inferencijalnoj statistickoj analizi. Rezultati su prikazani rangiranjem
materijala prema vrijednostima pojedinih indeksa, bez izratuna p-vrijednosti ili intervala

pouzdanosti.

U svrhu modeliranja prediktivnih ¢imbenika apikalnog zatvaranja u skupini A-PRF+ primijenjena
je linearna regresijska analiza. Veli¢ina u¢inka procijenjena je Cohenovim koeficijentom {2, dok je

snaga testa (1 — ) izraCunana kako bi se procijenila pouzdanost dobivenih rezultata.

StatistiCka znacajnost definirana je na razini p < 0,05.
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4.1. Rezultati klinicke studije

Vecina rezultata prikazanih u ovom potpoglavlju temelji se na ranije objavljenom istrazivanju
Turjanski i suradnika (146), u kojem su detaljno opisani klinicki protokol, koriSteni materijali i
metode evaluacije. U nastavku su prikazani najvazniji nalazi, uz dodatne analize i interpretacije

koje proSiruju kontekst istrazivanja u okviru ove disertacije.

4.1.1. Pocetna demografska i klinicka obiljeZja ispitanika

Analizom pocetnih karakteristika ispitanika utvrdeno je da su A-PRF+ i kontrolna skupina bile
medusobno usporedive u pogledu dobi, spola, etiologije nekroze pulpe, tipa zuba te prisutnosti
periapikalnih lezija. Statisticke analize nisu pokazale znacajne razlike izmedu skupina u navedenim

varijablama (Studentov t-test za dob; Fisherov egzaktni test za ostale kategorijske podatke).

Iako je u skupini A-PRF+ zabiljeZen nesto veci prosjecni apikalni promjer u odnosu na kontrolnu
skupinu (1,63 0,90 mm naspram 1,14+ 0,44 mm), ta razlika nije dosegnula razinu statisticke
znacajnosti (Mann—Whitneyjev U-test, p=0,08). Detaljan pregled pocetnih demografskih i
klinickih pokazatelja prikazan je u tablici 4.

Tablica 4. Poc¢etna demografska i klinicka obiljeZja ispitanika u A-PRF+ 1 kontrolnoj skupini;
prema Turjanski i sur. (146)

Varijabla A-PRF+ skupina (n = 28) Kontrolna skupina (n = 28)
dob, godine (AS £ SD) 11,36 £ 2,39 11,57 £2,08
raspon dobi, godine 817 815
muski spol, n (%) 13 (46,4) 19 (67,9)
zenski spol, n (%) 15 (53,6) 9(32,1)
karijes, n (%) 9(32,1) 13 (46,4)
trauma, n (%) 19 (67,9) 15 (53,6)
gornji sredisnji sjekutic, n (%) 24 (85,7) 25 (89,3)
gornji bo¢ni sjekutié, n (%) 1(3,6) 3(10,7)
donji drugi pretkutnjak, n (%) 3 (10,7) 0(0)
Cvek stadij 1/2/3/4, n (%) * 8/5/7/8 (28,6/17,9/25/28,6) 1/5/11/11 (3,6/17,9/39,3/39,3)
periapikalna lezija, n (%) 12 (42,9) 12 (42,9)
trajanje terapije, mjeseci ** 12 8,64 £2,78

* Cvek stadij: 1 — apikalni promjer > 2 mm; 2 — apikalni promjer 1,5 — 2 mm; 3 — apikalni promjer 1 — 1,49 mm;
4 — apikalni promjer 0,6 — 0,99 mm.
** U A-PRF+ skupini, trajanje pracenja protokolom je odredeno na 12 mjeseci.
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4.1.2. Klinicki ishodi

Tijekom razdoblja pracenja u objema skupinama — eksperimentalnoj i kontrolnoj — nije zabiljezen
ni jedan slucaj gubitka zuba. U eksperimentalnu je skupinu u pocetku bilo ukljuc¢eno 30 slucajeva,
no dva su isklju¢ena zbog neredovitih dolazaka na kontrolne preglede pa je konacna analiza

provedena na 28 slu¢ajeva. Pracenje je provedeno prospektivno tijekom razdoblja od 12 mjeseci.

U kontrolnu je skupinu nasumi¢no uklju¢en jednak broj retrospektivnih slucajeva (n = 28),

s prosjecnim trajanjem terapije od 8,6 + 2,8 mjeseci, takoder bez zabiljezenih gubitaka zuba.

U eksperimentalnoj su skupini klinicke evaluacije provedene na svakoj kontrolnoj tocki te su
ukljucivale procjenu vitaliteta, znakova upale, osjetljivosti na palpaciju 1 perkusiju, patoloske

pomicnosti te promjene boje zuba. Nisu zabiljeZeni nikakvi patoloski nalazi.

U kontrolnoj skupini analiza dostupne klinicke dokumentacije nije upucivala na prisutnost
simptoma, komplikacija ili promjene boje, premda valja uzeti u obzir moguénost nesustavnoga

biljezenja pojedinih podataka.

4.1.3. Rezultati klinicke evaluacije ispuna

Tijekom jednogodiSnjeg pracenja ispuni izradeni od Ccetiriju razli¢itih staklenoionomernih
cemenata — Ketac Universal Aplicap (K), Fuji IX GP Fast (F), Equia Forte Fil (E) 1 Glass Carbomer
GlassFill (G) — pokazali su zadovoljavajuce klinicke karakteristike prema modificiranim USPHS
kriterijima. Evaluacija se kontinuirano provodila na nekoliko vremenskih tocaka, no u tablici 5
prikazani su isklju¢ivo rezultati nakon 12 mjeseci jer prethodne kontrole nisu pokazale klinicki

znacajna odstupanja.

Nakon 12 mjeseci retencija ispuna bila je potpuna za sve analizirane materijale, bez zabiljeZenih
slu¢ajeva njihova gubitka; svi su ispuni ocijenjeni ocjenom Alpha (100 %). Manja odstupanja
uocena su kod materijala K 1 F, gdje je po jedan ispun (14 %) ocijenjen ocjenom Bravo u
kategorijama rubne diskoloracije, anatomskog oblika i rubne prilagodbe, dok su svi ostali ispuni u
tim skupinama dobili ocjenu A/pha. Nasuprot tomu, ispuni izradeni od materijala E i G zadrzali su

ocjenu Alpha u svim ocjenjivanim kategorijama.
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U kategoriji povrsinske teksture uocen je dosljedan obrazac: svi ispuni izradeni od materijala K i F
ocijenjeni su ocjenom Bravo, dok su ispuni od materijala E 1 G u svim slu¢ajevima zadrzali ocjenu

Alpha. Sekundarni karijes nije zabiljeZen ni kod jednog ispuna, neovisno o kori§tenom materijalu.

Zbog ogranicenog broja ispitanika (n = 7 po skupini), formalna statisticka analiza razlika medu
skupinama nije provedena. Ipak, opisni rezultati pokazuju stabilna i klinicki prihvatljiva svojstva
svih analiziranih materijala tijekom 12-mjese¢nog razdoblja, bez znakova klinicki znacajnih

pogorsanja.

Tablica 5. Rezultati klinicke evaluacije Ccetirijju staklenoionomernih cemenata prema
modificiranim USPHS kriterijima, nakon 12 mjeseci prac¢enja (n = 7 po skupini)

Kcriterij (USPHS) Ocjena K, n (%) F, n (%) E, n (%) G, n (%)

) Alpha 7 (100) 7 (100) 7 (100) 7 (100)

retencija Bravo 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
. ) Alpha 6 (86) 6 (86) 7 (100) 7 (100)

rubna diskoloracija Bravo 1 (14) 1 (14) 0(0) 0(0)
o Alpha 6 (86) 6 (86) 7 (100) 7 (100)

anatomski oblik Bravo 1 (14) 1 (14) 0 (0) 0 (0)
, Alpha 6 (86) 6 (86) 7 (100) 7 (100)

rubna prilagodba Bravo 1 (14) 1(14) 0 (0) 0 (0)
o Alpha 7 (100) 7 (100) 7 (100) 7 (100)

sekundarni karijes Bravo 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
= Alpha 0 (0) 0 (0) 7 (100) 7 (100)

povrSinska tekstura Bravo 7 (100) 7 (100) 0(0) 0(0)

4.1.4. Rezultati radioloske analize

RadioloSkom evaluacijom tijekom razdoblja prac¢enja nije zabiljeZen ni jedan slucaj frakture
korijena, interne ni eksterne resorpcije, niti pojava nove periapikalne patologije, i to ni u
eksperimentalnoj skupini (A-PRF+) ni u kontrolnoj skupini (apeksifikacija kalcijevim

hidroksidom).

U objema je skupinama, na referentnim radioloskim snimkama, zabiljezena radiolucencija
karakteristi¢éna za periapikalne lezije u 12 slucajeva. U skupini A-PRF+, 75 % lezija (n = 9)

pokazivalo je radioloSke znakove cijeljenja ve¢ do treceg mjeseca pracenja, dok je u preostala tri

83



Dubravka Turjanski, disertacija

slucaja 1 dalje bila prisutna rezidualna periapikalna radiolucencija. Potpuno radiolosko cijeljenje

zabiljezeno je kod svih ispitanika do devetog mjeseca pracenja. U kontrolnoj su skupini sve

periapikalne lezije osim jedne pokazale potpuno cijeljenje do kraja terapijskog razdoblja.

Znacajna i progresivna poboljSanja zabiljezena su u svim analiziranim radiolo§kim parametrima —

produljenju korijena (PK), zadebljanju dentinske stijenke (ZDS) i apikalnom zatvaranju (AZ) —

u skupini A-PRF+ u usporedbi s kontrolnom skupinom, §to je prikazano u tablici 6 i na slici 7.

Reprezentativne radioloske snimke koje ilustriraju te razlike prikazane su na slici 8.

Tablica 6. Kvantitativni radioloSki ishodi produljenja korijena (PK), zadebljanja dentinskih
stijenki (ZDS) i apikalnog zatvaranja (AZ) u A-PRF+ i kontrolnoj skupini; prema Turjanski 1 sur.

(146)

Ishod  Skupina
A-PRF+

PK
kontrola
A-PRF+

ZDS
kontrola
A-PRF+

AZ
kontrola

Vrijeme (mjeseci)

1
3
6
9
12
ZavrSno mjerenje
1
3
6
9
12

Zavrsno mjerenje
1
3
6
9

12

zavr$no mjerenje

AS = SD (mm)
0,06 +£0,14
0,72 +0,71
1,21 £0,95
1,62+ 1,12
1,88 £1,22
0,12+0,10
0,05 + 0,09
0,19+0,15
0,32 +0,19
0,48 +£0,23
0,60 + 0,28
0,11 +0,07
0,12+0,22
0,35+ 0,38
0,51 +0,43
0,67 0,44
0,84 +0,51
0,12 +0,09

n/28 (%)
7/28 (25 %)
21/28 (75 %)
25/28 (89 %)
26/28 (93 %)
26/28 (93 %)
19/28 (68 %)
9/28 (32 %)
23/28 (82 %)
27/28 (96 %)
28/28 (100 %)
28/28 (100 %)
23/28 (82 %)
9/28 (32 %)
20/28 (71 %)
27/28 (96 %)
28/28 (100 %)
28/28 (100 %)
22/28 (79 %)

p-vrijednost
0,0019 **
0,0011 **
<0,0001 ****
<0,0001 ****
<0,0001 ****
0,0011 **
<0,0001 ****
<0,000]1 ****
<0,000]1 ****
<0,000]1 ****
0,037 *
<0,000]1 ****
<0,0001 ****
<0,0001 #***
<0,0001 #***

T Statisticka znaCajnost (Mann—Whitneyjev U-test): * p <0,05; ** p <0,01; **** p <0,0001.
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(a) Produljenje korijena (AS + SD)
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T Statisticka znacajnost (Mann—Whitneyjev U-test):
*p<0,05; ** p<0,01; *** p < 0,0001.
Slika 7. (a) produljenje korijena, (b) zadebljanje dentinske stijenke i (c) apikalno zatvaranje
u A-PRF+ 1 kontrolnoj skupini tijekom promatranog vremenskog razdoblja;
prema Turjanski i sur. (146)



Dubravka Turjanski, disertacija

Panel A Skupina A-PRF+

Slucaj 3

Pocetna
snimka

Zavr$na
snimka

Zub 11,21

Panel B Kontrola skupina

Slu¢aj 1 Slucaj 2 Slucaj 3 Slucaj 4

Pocetna
snimka

Zavr$na
snimka

Zub 21 22

Slika 8. RadioloSke snimke reprezentativnih slucajeva: (Panel A) A-PRF+ skupina,
(Panel B) kontrolna skupina — pocetno i zavr$no stanje; prema Turjanski i sur. (146)
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4.1.4.1. Produljenje korijena

U eksperimentalnoj skupini, lije¢enoj protokolom A-PRF+, tijekom dvanaestomjese¢nog pracenja
zabiljezen je jasan, vremenski ovisan porast duljine korijena. Pocetno produljenje uoceno je vec
nakon prvog mjeseca pracenja (0,06 = 0,14 mm), uz terapijski ucinak u 25 % slucajeva.
Produljenjem razdoblja pracenja zabiljezen je postupni porast vrijednosti produljenja korijena: u
treCem 1 Sestom mjesecu prosjecne vrijednosti iznosile su 0,72 £ 0,71 mm (75 %) 11,21 £ 0,95 mm
(89 %). U devetom mjesecu produljenje je zabiljezeno u 93 % slucajeva (1,62 + 1,12 mm), dok je
na zavrs$noj, dvanaestomjesecnoj kontroli prosjecno produljenje korijena iznosilo 1,88 + 1,22 mm,

uz jednak udio pozitivnog terapijskog ucinka.

U kontrolnoj skupini lije€enoj postupkom apeksifikacije kalcijevim hidroksidom produljenje
korijena bilo je znatno ograni¢eno te je iznosilo 0,12 £ 0,10 mm, uz pozitivan nalaz u 68 %

slucajeva.

Statisticka je analiza potvrdila znacajne razlike izmedu skupina ve¢ pri prvoj kontrolnoj tocki
(p =0,0019), dok su u svim kasnijim vremenskim tockama razlike bile visoko statisticki znacajne
(p < 0,0001) (Tablica 6; Slika 7a). Na zavr$noj kontrolnoj tocki zabiljezen je izrazen klinicki
relevantan terapijski u¢inak, potvrden vrlo snaznom veli¢inom ucinka u korist A-PRF+ protokola

(Cohenov d =2,03).

4.1.4.2. Zadebljanje dentinske stijenke

Uz produljenje korijena, u eksperimentalnoj skupini zabiljezeno je 1 postupno zadebljanje
dentinske stijenke tijekom pracenja. Pozitivne promjene uo€ene su vec u ranim fazama terapije, pri
¢emu su do tre¢eg mjeseca zabiljeZene u viSe od 80 % slucajeva. Od Sestog mjeseca nadalje gotovo

svi analizirani zubi (96 — 100 %) pokazali su mjerljivo zadebljanje dentinske stijenke.

Na zavr$noj, dvanaestomjesenoj kontroli prosjecno zadebljanje dentinske stijenke u skupini
A-PRF+ iznosilo je 0,60 + 0,28 mm. U kontrolnoj skupini zabiljeZena je znatno niZa prosjecna

vrijednost zadebljanja (0,11 + 0,07 mm), uz sporiji i manje izrazen porast tijekom pracenja.
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Razlike izmedu skupina bile su statisticki znacajne ve¢ u prvom mjesecu pracenja (p = 0,0011),
dok su u kasnijim vremenskim toCkama dosegnule visoku razinu statisticke znacajnosti
(p <0,0001) (Tablica 6; Slika 7b). Analiza veli¢ine u¢inka na zavr$noj kontrolnoj toc¢ki upuéuje na

vrlo snazan u¢inak A-PRF+ protokola u odnosu na konvencionalnu terapiju (Cohenov d = 2,40).

4.1.4.3. Apikalno zatvaranje

U skupini A-PRF+ tijekom pracenja zabiljezen je postupni proces apikalnog zatvaranja, izrazen
kontinuiranim smanjenjem apikalnog promjera. Pocetno smanjenje uoceno je ve¢ nakon prvog
mjeseca (0,12 + 0,22 mm; 32 % slu€ajeva), dok je do tre¢eg mjeseca zabiljeZeno u 71 % slucajeva.
U Sestom mjesecu smanjenje apikalnog promjera bilo je prisutno u 96 % slucajeva, a na zavrsnoj,
dvanaestomjesecnoj kontroli prosje¢no smanjenje iznosilo je 0,84 + 0,51 mm, uz pozitivan nalaz

kod svih analiziranih zuba.

U kontrolnoj skupini prosjecno smanjenje apikalnog promjera iznosilo je 0,12 = 0,09 mm,

uz pozitivan nalaz u 79 % slucajeva.

Statisticka analiza potvrdila je znacajne razlike izmedu skupina ve¢ u prvom mjesecu pracenja
(p = 0,037), dok su u svim kasnijim vremenskim tockama razlike bile visoko statisti¢ki znacajne
(p <0,0001) (Tablica 6; Slika 7c). Dodatna analiza veli¢ine uc¢inka na zavr$noj kontrolnoj tocki
potvrduje snaZan uc¢inak A-PRF+ protokola na apikalno zatvaranje u usporedbi s konvencionalnom

terapijom (Cohenov d = 1,97).

Analiza vremenske dinamike pokazala je da su promjene produljenja korijena, zadebljanja
dentinske stijenke i apikalnog zatvaranja slijedile usporediv obrazac, s priblizno linearnim tijekom
te najizrazenijim promjenama u razdoblju izmedu treceg i Sestog mjeseca pracenja, nakon cega je

zabiljezena stabilizacija intenziteta promjena.
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4.1.4.4. Radioloska procjena apikalnog promjera i terapijskih ishoda

U tablici 7 prikazana je raspodjela apikalnih promjera na pocetku i na zavrSnom kontrolnom
pregledu za A-PRF+ i kontrolnu skupinu, uz njihovu kategorizaciju prema klinickoj prikladnosti
za provodenje daljnje konvencionalne endodontske terapije. Ishodi terapije klasificirani su na
temelju Sirine apikalnog promjera, koja je koristena kao objektivan pokazatelj stupnja zatvaranja

apeksa i prikladnosti uvjeta za nastavak lijecenja.

Definirane su sljedece kategorije ishoda:

e negativan ishod: apikalni promjer >1,00 mm - nepovoljni uvjeti za provedbu
konvencionalne endodontske terapije

e dobar ishod: apikalni promjer 0,51 — 1,00 mm — terapija je tehnicki izvediva, ali
potencijalno otezana

e vrlo dobar ishod: apikalni promjer 0,11 — 0,50 mm — omogucuje povoljne uvjete za
provedbu terapije

e izvrstan ishod: apikalni promjer <0,10 mm — predstavlja optimalne uvjete za provedbu

konvencionalne endodontske terapije.

Tablica 7. Terapijski ishodi prema apikalnom promjeru na pocetnom i zavrSnom mjerenju
u A-PRF+ 1 kontrolnoj skupini; prema Turjanski 1 sur. (146)

Procjena Apikalni promjer A-PRF+ skupina Kontrolna skupina Terapijski ishod

(mm) n (%) n (%)

>2,00 8 (28,6 %) 13,6 %)
pocetno 1,50-2,00 5(17,9 %) 5(17,9 %)
mjerenje 1,00-1,49 7(25,0 %) 11(39,3 %)

0,60-0,99 8 (28,6 %) 11 (39,3 %)

> 1,00 8 (28,6 %) 8 (28,6 %) negativan !
zavsno 0,51-1,00 8 (28,6 %) 19 (67,9 %) dobar 2
mjerenje 0,11-0,50 10 (35,7 %) 1 (3,6 %) vrlo dobar?

<0,10 2(7,1%) 0 (0 %) izvrstan *

! Negativan — apikalni promjer > 1,00 mm: nepovoljni uvjeti za provedbu konvencionalne endodontske terapije.
2 Dobar — apikalni promjer 0,51 — 1,00 mm: tehni¢ki izvediva, ali potencijalno oteZana terapija.

3Vrlo dobar — apikalni promjer 0,11 — 0,50 mm: povoljni uvjeti za terapiju.

4Izvrstan — apikalni promjer < 0,10 mm: optimalni uvjeti za provedbu terapije.
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Na pocetku istrazivanja vecina analiziranih slucajeva pokazivala je izrazenu apikalnu nezrelost, s
apikalnim promjerom > 1,00 mm u 71,4 % slu¢ajeva u skupini A-PRF+ te u 78,6 % slucajeva u
kontrolnoj skupini. Nakon provedene terapije, u skupini lije¢enoj A-PRF+ protokolom zabiljezen
je znatno visi stupanj apikalnog zatvaranja. U toj je skupini 42,9 % slucajeva (12/28) dosegnulo
apikalni promjer < 0,50 mm, dok je u dodatnih 7,1 % slucajeva (2/28) zabiljezen izvrstan terapijski

ishod (< 0,10 mm).

U kontrolnoj skupini veéina slucajeva (67,9 %) ostala je unutar granica dobrog ishoda
(0,51 — 1,00 mm), uz samo jedan slucaj (3,6 %) koji je zadovoljio kriterij vrlo dobrog ishoda,

dok izvrstan ishod nije zabiljezen ni u jednom slucaju.

Usporedba klinicke prikladnosti za nastavak konvencionalne endodontske terapije upucuje na jasnu
prednost A-PRF+ protokola jer je njegova primjena rezultirala znatno ve¢im udjelom slucajeva s
vrlo dobrim i izvrsnim ishodima, ¢ime su ostvareni povoljniji tehnicki i bioloski uvjeti za

eventualni nastavak terapijskog postupka.
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4.1.5. Rezultati testiranja vitaliteta pulpe

Vitalitet pulpe u eksperimentalnoj skupini (A-PRF+) procjenjivao se pri svakom kontrolnom
pregledu uporabom testa vitaliteta hladno¢om (TVH) i elektricnog testa vitaliteta (ETV). Laser-
doplerska floumetrija (LDF) provedena je jednokratno po ispitaniku, 1 to tijekom kontrolnog

pregleda u devetom ili dvanaestom mjesecu pracenja.

Tijekom dvanaestomjese¢nog razdoblja pracenja zabiljezen je postupni porast broja zuba s
pozitivnim odgovorom na oba testa vitaliteta. Na zavrSnoj kontroli pozitivan odgovor na TVH
zabiljezen je u 71 % slucajeva, dok je ETV bio pozitivan u 75 % slucajeva. LDF je potvrdila

prisutnost krvnog protoka u novostvorenom tkivu u 93 % analiziranih zuba.

lako je ETV ukupno detektirao vec¢i broj pozitivnih odgovora (n = 96) u usporedbi s TVH-om
(n = 89), razlika nije bila statisticki znacajna (p > 0,05). Detaljni rezultati prema pojedinim

vremenskim to¢kama prikazani su u tablici 8.

Tablica 8. Rezultati testiranja vitaliteta pulpe u A-PRF+ skupini tijekom 12 mjeseci, prikazani kao
postotak pozitivnih odgovora na test vitaliteta hladno¢om (TVH), elektri¢ni test vitaliteta (ETV)
1 laser-doplersku floumetriju (LDF); prema Turjanski 1 sur. (146)

Vrijeme (mjeseci) TVH % (n/28) ETV % (n/28) LDF % (n/28)
1 43 % (12/28) 54 % (15/28) -
3 61 % (17/28) 68 % (19/28) -
6 71 % (20/28) 71 % (20/28) -
9 71 % (20/28) 75 % (21/28) 93 % (26/28) *
12 71 % (20/28) 75 % (21/28) 93 % (26/28) *

* LDF je proveden jednom po ispitaniku, tijekom kontrolnog pregleda u 9. ili 12. mjesecu.
»— 0znacava da test nije proveden u toj vremenskoj tocki.
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4.1.6. Linearni regresijski model za predvidanje apikalnog zatvaranja

S obzirom na znacajne razlike u apikalnom zatvaranju izmedu A-PRF+ i kontrolne skupine, izraden
je linearni regresijski model radi boljeg razumijevanja odnosa izmedu trajanja terapije i smanjenja
apikalnog promjera unutar A-PRF+ skupine. Primarni je cilj bio razviti kvantitativni alat za
procjenu odnosa izmedu trajanja A-PRF+ terapije i1 stupnja apikalnog zatvaranja, ¢cime se dodatno

podupire individualizirano planiranje terapije i procjena prognoze.

Model je izraden na temelju 157 opazanja iz eksperimentalne skupine, koja su obuhvacala
ponovljena mjerenja apikalnog promjera tijekom razdoblja praéenja. Apikalno zatvaranje izrazeno
kao smanjenje apikalnog promjera (4Z) predvidano je na temelju Cetiriju prediktora (neovisnih
varijabli): trajanja terapije (MJESECI), dobi ispitanika (DOB), spola (SPOL; zenski ili muski) te
etiologije (UZROK; karijes ili trauma), prema sljedecoj jednadzbi:

AZ =1,2101- 0,0755 X MJESECI + 0,0273 X DOB + 0,1251 x SPOL z — 0,0154 x UZROK k

pri ¢emu je:
e AZ—predvideno smanjenje apikalnog promjera (u milimetrima)
o MJESECI — trajanje A-PRF+ terapije (u mjesecima)
e DOB — dob pacijenta (u godinama)
e SPOL z—spol (zenski = 1, muski = 0)
e UZROK k- etiologija (karijes = 1, trauma = 0).

Primjer:
Procjena smanjenja apikalnog promjera nakon 6 mjeseci kod 12-godis$nje pacijentice s traumom

(MJESECI = 6, DOB = 12, SPOL #= 1, UZROK k= 0):
AZ =1,2101 = (0,0755 X 6) + (0,0273 X 12) + (0,1251 x 1) — (0,0154 X 0) = 1,2098

Ova vrijednost upucuje na predvideno smanjenje apikalnog promjera od priblizno 1,21 mm nakon

6 mjeseci terapije.
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Dijagram rasprSenja s regresijskom linijom koji prikazuje pojednostavnjeni odnos izmedu trajanja

terapije 1 smanjenja apikalnog promjera (4Z = 1,2101 — 0,0755 x MJESECI) prikazan je na

slici 9. Od svih analiziranih prediktora statisticki znac¢ajnim pokazalo se jedino trajanje terapije

(MJESECI), dok prediktori DOB, SPOL i UZROK nisu imali statisticki znacajan utjecaj

(Tablica 9). Svi regresijski koeficijenti prikazani su u tablici 9, a osnovni statisticki pokazatelji

modela sazeto su prikazani u tablici 10.

1.59

(553

6

Vrijeme (mjeseci)

10

Slika 9. Dijagram rasprsenja s regresijskom linijom koji prikazuje predvideno smanjenje apikalnog

promjera (4Z) u odnosu na trajanje terapije (MJESECI) u A-PRF+ skupini. Prikazana je jednadZzba

prilagodenog linearnog regresijskog modela: AZ =1,2101 — 0,0755 x MJESECI; prema Turjanski

isur. (146)

Tablica 9. Procijenjeni regresijski koeficijenti u linearnom modelu za predvidanje apikalnog
zatvaranja (4Z) u skupini A-PRF+; prema Turjanski i sur. (146).

Prediktor

Presjek
MJESECI
DOB
SPOL z
UZROK k

Procjena
koeficijenta

1,2101
-0,0755
0,0273
0,1251
-0,0154

Standardna
pogreska (SE)

0,281
0,012
0,023
0,106
0,111

t-statistika

431
6,26
1,21
1,18
-0,14

p-vrijednost

< 0,001
<0,0001
0,229
0,238
0,890

93



Dubravka Turjanski, disertacija

Tablica 10. Osnovni statisti¢ki pokazatelji linearnog regresijskog modela za predvidanje apikalnog
zatvaranja u A-PRF+ skupini; prema Turjanski 1 sur. (146)

Statisticki pokazatelj Vrijednost
broj opazanja 157
stupnjevi slobode pogreske (df) 152
koeficijent determinacije (R?) 0,211
prilagodeni koeficijent determinacije (R? prilagodeni) 0,191
korijen srednje kvadratne pogreske (RMSE) 0,649
F-statistika regresijskog modela 10,2
p-vrijednost F-statistike 2,49 x 107

Vrijednost F-statistike regresijskog modela, uz pripadajucu p-vrijednost od 2,49 x 1077, upucuje na
to da model statisti¢ki znacajno bolje predvida ishod u usporedbi s nul-modelom bez neovisnih

varijabli.

Od ukljucenih prediktora varijabla MJESECI pokazala se kao jedini pojedinacno statisticki
znacajan prediktor (p <0,0001). Negativna vrijednost njezina regresijskog koeficijenta upucéuje na
povezanost duljeg trajanja terapije sa smanjenjem apikalnog promjera. Varijable DOB, SPOL i
UZROK nisu pokazale statisticki znac¢ajnu povezanost s ishodnom varijablom te su u model
uklju€ene kao klini¢ki relevantne kontrolne kovarijate, u cilju preciznije procjene ucinka glavnog

prediktora.

Iako model objasnjava umjerenu razinu ukupne varijance (R?=0,211), dobiveni rezultati pokazuju
statisti¢ki znacajnu povezanost trajanja terapije sa smanjenjem apikalnog promjera nakon primjene

A-PRF+ protokola.
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4.2. Rezultati laboratorijske studije

Rezultati prikazani u ovom potpoglavlju temelje se na prethodno objavljenom istrazivanju
Turjanski i suradnika (161), u kojem su tijekom 12 mjeseci analizirani morfoloski i kemijski aspekti

bioaktivnosti razlicitih staklenoionomernih materijala.

4.2.1. Rezultati FE-SEM mikrostrukturne analize materijala

FE-SEM mikrostrukturna analiza provedena je nakon 1 tjedna te nakon 6 i 12 mjeseci maturacije.

Na slici 10 prikazane su reprezentativne FE-SEM snimke sljede¢ih materijala:
e Ketac Universal Aplicap (3M ESPE, Njemacka) — K
e Fuji IX GP Fast (GC Corporation, Tokio, Japan) — F
e Equia Forte Fil (GC Corporation, Tokio, Japan) — E
e Glass Carbomer GlassFill (GCP Dental, Nizozemska) — G.
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Slika 10. Reprezentativne FE-SEM snimke materijala Ketac Universal Aplicap (K), Fuji IX GP
Fast (F), Equia Forte Fil (E) i Glass Carbomer GlassFill (G) nakon 1 tjedna (1), 6 mjeseci (6) i
12 mjeseci (12) maturacije. Oznake: HA — hidroksiapatit; MR — mineralizirana regija. Prema:

Turjanski 1 sur. (161)
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Na FE-SEM snimkama uzoraka K1, F1 i El, snimljenima u ranoj fazi, nakon jednog tjedna
maturacije, vidljive su gusto rasporedene Cestice punila razlicitih veli¢ina i morfologije unutar
cementne matrice. U svim analiziranim materijalima dominiraju Cestice nepravilnog, uglatog

oblika, koje su jasno razgranicene od okolne strukture.

S napredovanjem maturacije (K6, F6 i E6) zamije¢eno je smanjenje broja vidljivih Cestica punila,

uz slabije izraZzenu granicu izmedu punila i matrice.

Na zavrSnim snimkama, nakon dvanaest mjeseci maturacije (K12, F12 1 E12), broj jasno uocljivih
Cestica dodatno se smanjio, a matrica je pokazivala izraZzeniju homogenizaciju. Kod uzoraka F12 i

E12 uocene su izrazenije mrezaste strukture unutar same matrice.

FE-SEM snimke Glass Carbomera nakon Sest mjeseci maturacije (G6) prikazuju prisutnost
zaobljenih, ujednacenih Cestica glatke povrsine, koje su oznacene kao Cestice hidroksiapatita (HA).
Nakon dvanaest mjeseci (G12) uocen je jasno razgrani¢en dio matrice s druk¢ijom morfologijom,
oznacen kao mineralizirana regija (MR), unutar koje dolazi do kohezivnoga grupiranja veceg broja

HA Ccestica 1 njihove prostorne povezanosti s okolnom cementnom matricom.

Sitne pukotine, povremeno uocene na povrSinama pojedinih uzoraka, pripisuju se artefaktima

nastalima tijekom pripreme uzoraka za FE-SEM analizu, osobito tijekom rezanja i suSenja.

4.2.2. Rezultati EDS mikrokemijske analize — regija M

U ovom su potpoglavlju prikazani i interpretirani rezultati EDS analize provedene u regiji M
za materijale K, F, E 1 G nakon 1 tjedna te nakon 6 i1 12 mjeseci maturacije. Kvantitativna EDS
analiza obuhvatila je elemente relevantne za kemijski sastav 1 bioaktivna svojstva
staklenoionomernih materijala, ukljucujuéi fluor (F), aluminij (Al), silicij (S1), fosfor (P), kalcij

(Ca) 1 stroncij (Sr).

Vremenske promjene masenih udjela (wt. %) prikazane su graficki na slici 11, dok su aritmeticke
sredine s pripadaju¢im 95-postotnim intervalima pouzdanosti prikazane na slici 12. Rezultati
Tukeyjeva HSD post hoc testa, kojima se procjenjuju statisticki znacajne razlike medu materijalima
u aritmeti¢kim sredinama masenih udjela pojedinih elemenata tijekom 12-mjese¢nog razdoblja,
prikazani su na slici 13. Detaljni numericki podatci EDS analize, deskriptivni statisticki pokazatelji

1 rezultati statistickih testova objedinjeni su u Prilogu A.
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Slika 11. Promjene masenih udjela elemenata (wt. %) F, Al, Si, P, Ca i Sr u regiji M za materijale
K, F, E i G nakon 1 tjedna te nakon 6 i 12 mjeseci maturacije; prema Turjanski i sur. (161)
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Slika 12. Aritmeticke sredine masenih udjela elemenata (wt. %) F, Al, Si, P, Ca i Sr s 95-postotnim
intervalima pouzdanosti (CI) u regiji M za materijale K, F, E 1 G tijekom 12-mjese¢nog razdoblja
pracenja; prema Turjanski i sur. (161)
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Slika 13. Tukeyjev HSD post hoc test — razlike aritmetickih sredina masenih udjela elemenata s
95-postotnim intervalima pouzdanosti (CI) u regiji M, izraCunane kao prosjeci svih vremenskih
tocaka tijekom 12-mjese¢nog razdoblja pracenja; prema Turjanski i sur. (161)
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U nastavku su izneseni rezultati EDS analize materijala (regija M) prema pojedinim elementima,

s naglaskom na vremenske promjene i statisticke usporedbe medu skupinama.

Fluor (F):

U skupini E zabiljezen je najvisi relativni maseni udio fluora u svim vremenskim tockama, uz
porast tijekom pracenja. Skupine K i F pokazale su porast udjela fluora u srednjem razdoblju, pri
¢emu su u skupini K vrijednosti ostale stabilne do zavrSnog mjerenja, dok je u skupini F zabiljezeno
blago smanjenje. Skupina G pokazala je pad udjela fluora u srednjem razdoblju, uz porast na
zavr$noj vremenskoj tocki (Slika 11). Jednosmjerna analiza varijance potvrdila je statisticki
znacajne razlike u udjelu fluora medu skupinama (ANOVA, p = 0,0172), pri ¢emu su post hoc
analizom utvrdene znacajne razlike za parove E-K (p = 0,0225) i E-G (p = 0,0267) (Slika 13;
Prilog A: Tablice A3 i A4).

Aluminij (Al):

Relativni maseni udio aluminija pokazivao je tendenciju smanjenja tijekom pracdenja u svim
analiziranim skupinama. Razlike u udjelu aluminija bile su prvenstveno uvjetovane razlikama
medu skupinama, pri ¢emu su skupine E i F u svim vremenskim to¢kama imale viSe vrijednosti u
odnosu na skupine G i K (Slika 11). Jednosmjerna analiza varijance potvrdila je statisticki znacajne
razlike u udjelu aluminija medu skupinama (ANOVA, p = 0,0002). Post hoc Tukeyjeva HSD
analiza pokazala je statisticki znacajne razlike za parove E-G (p = 0,0046), E-K (p = 0,0420),
F-G (p =0,0048) i F-K (p = 0,0440) (Slika 13; Prilog A: Tablice A3 i A4).

Silicij (Si):

Relativni maseni udio silicija pokazivao je varijacije tijekom razdoblja pracenja, bez jasno
izrazenog vremenskog trenda u analiziranim skupinama (Slika 11). Jednosmjerna analiza varijance
nije pokazala statisticki znacajne razlike u udjelu silicija medu skupinama (ANOVA, p = 0,5985).
Post hoc Tukeyjeva HSD analiza, kao 1 bootstrap analiza, takoder nisu utvrdile statisticki znacajne

razlike izmedu pojedinih parova skupina, pri ¢emu su vrijednosti udjela silicija pokazivale

preklapanje izmedu svih analiziranih skupina (Slika 13; Prilog A: Tablice A3 i A6).

Fosfor (P):
Relativni maseni udio fosfora pokazivao je varijacije tijekom razdoblja praenja, bez jasno
izrazenog vremenskog trenda u analiziranim skupinama (Slika 11). Jednosmjerna analiza varijance

nije pokazala statisti¢ki znacajne razlike u udjelu fosfora medu skupinama (ANOVA, p = 0,1244).
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Post hoc Tukeyjeva HSD analiza nije utvrdila statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih parova
skupina, pri ¢emu su vrijednosti udjela fosfora pokazivale preklapanje izmedu svih analiziranih

skupina (Slika 13; Prilog A: Tablica A3).

Kalcij (Ca):

Relativni maseni udio kalcija pokazivao je promjene tijekom razdoblja pra¢enja, uz uocene razlike
medu analiziranim skupinama (Slika 11). Jednosmjerna analiza varijance potvrdila je statisticki
znacajne razlike u udjelu kalcija medu skupinama (ANOVA, p =0,0114). Post hoc Tukeyjev HSD
test pokazao je statisticki znacajne razlike za parove G—K (p = 0,0106) 1 E-G (p = 0,027), pri cemu
su visi relativni maseni udjeli kalcija zabiljeZeni u skupini G. Razlike medu ostalim parovima

skupina nisu dosegnule razinu statisticke znacajnosti (Slike 12 i 13; Prilog A: Tablice A3 i A4).

Stroncij (Sr):

Relativni maseni udio stroncija pokazivao je razlike medu analiziranim skupinama tijekom
razdoblja praéenja (Slika 11). Jednosmjerna analiza varijance potvrdila je statisticki znacajne
razlike u udjelu stroncija medu skupinama (ANOVA, p=0,0111). Post hoc Tukeyjeva HSD analiza
pokazala je statisti¢ki znacajne razlike za parove E-F (p =0,0187) i F-G (p = 0,0208), pri cemu je
skupina F imala najvisi relativni maseni udio stroncija. Razlike izmedu ostalih parova skupina nisu

bile statisticki znacajne (Slike 12 1 13; Prilog A: Tablice A3 1 A4).

4.2.3. Rezultati EDS mikrokemijske analize — regija CM

Za analizu vremenskih promjena i razlika u masenim udjelima (wt. %) klju¢nih elemenata u sloju
cakline u kontaktu s materijalima K, F, E 1 G primijenjene su deskriptivne 1 inferencijalne statisticke
metode. Dobiveni rezultati omogucuju uvid u dinamiku ionske razmjene na sucelju cakline i

materijala tijekom 12-mjesecnog razdoblja pracenja.

Graficki prikaz promjena masenih udjela elemenata u regiji CM tijekom triju vremenskih tocaka,
uz inicijalni sastav cakline (Co) kao referentnu vrijednost, prikazan je na slici 14, dok su aritmeticke
sredine 1 95-postotni intervali pouzdanosti (CI), izraCunani na temelju svih vremenskih tocaka,
prikazani na slici 15. Statisticki znacajne razlike medu materijalima dodatno su ispitane
Tukeyjevim HSD post hoc testom (Slika 16), a raspodjele podataka provjerene su i bootstrap
analizom razlika medijana (Slika 17). Detaljni numericki i statisticki podatci za regiju CM

prikazani su u Prilogu B.
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Slika 14. Promjene masenih udjela (wt. %) elemenata F, Al, Si, P, Ca i Sr u regiji CM za materijale
K, F, E 1 G nakon 1 tjedna te nakon 6 i 12 mjeseci maturacije; inicijalni sastav cakline (Co) prikazan
je kao referentna vrijednost. Prema Turjanski i sur. (161)
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Slika 15. Aritmeticke sredine masenih udjela elemenata (wt. %) F, Al, Si, P, Ca i Sr s 95-postotnim
intervalima pouzdanosti (CI) u regiji CM za materijale K, F, E 1 G tijekom 12-mjese¢nog razdoblja

pracenja; prema Turjanski i sur. (161)
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Slika 16. Tukeyjev HSD post hoc test — razlike aritmetickih sredina masenih udjela elemenata s
95-postotnim intervalima pouzdanosti (CI) u regiji CM, izracunane kao prosjeci svih vremenskih
tocaka tijekom 12-mjesecnog razdoblja pracenja
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Slika 17. Bootstrap analiza razlika medijana medu skupinama materijala — regija CM; prema
Turjanski i sur. (161)

U nastavku su prikazani rezultati EDS analize sloja cakline u neposrednom kontaktu s
restaurativnim materijalima (regija CM), s naglaskom na vremenske promjene i statisticke

usporedbe medu skupinama.

Fluor (F):

U svim ispitivanim materijalima zabiljeZeni su poviseni relativni maseni udjeli fluora u odnosu na
referentne vrijednosti (Cop), s porastom uocenim ve¢ nakon jednog tjedna i najvisim vrijednostima
nakon Sest mjeseci pracenja. U dvanaestom mjesecu zabiljezen je blagi pad udjela fluora u odnosu
na srednju vremensku toc¢ku, pri ¢emu su vrijednosti i dalje ostale viSe u usporedbi s pocetnim
stanjem (Slika 14). Jednosmjerna analiza varijance nije pokazala statisticki znacajne razlike u
udjelu fluora izmedu skupina materijala (ANOVA, p = 0,325), dok je bootstrap analiza razlika
medijana pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu skupina K 1 G; za ostale parove skupina

statisti¢ki znacajne razlike nisu potvrdene (Slika 17; Prilog B: Tablice B3 i B6).
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Aluminij (Al):

Relativni maseni udio aluminija bio je poviSen u odnosu na referentnu vrijednost (Co) u svim
analiziranim materijalima i tijekom cijelog razdoblja pracenja, uz izrazen porast tijekom vremena.
U svim vremenskim tockama najnize vrijednosti zabiljezene su u skupini K, dok su skupine F i E
pokazivale umjeren porast udjela aluminija. Skupina G istaknula se izrazenim povecanjem
relativnog masenog udjela aluminija na zavrSnoj vremenskoj tocki, pri cemu je zabiljeZena najvisa
vrijednost medu svim analiziranim skupinama (Slika 14). Unato¢ uo¢enim razlikama u apsolutnim
vrijednostima, jednosmjerna analiza varijance nije pokazala statisticki znacajne razlike u udjelu
aluminija medu skupinama (ANOVA, p = 0,3126). Dodatne statisticke analize takoder nisu
potvrdile statisti¢ki znacajne razlike medu skupinama (Prilog B: Tablice B3—-B6).

Silicij (Si):

Relativni maseni udio silicija bio je poviSen u odnosu na referentnu vrijednost (Co) u svim
analiziranim materijalima i u svim vremenskim to¢kama prac¢enja, uz prisutne varijacije vrijednosti
bez jasno izrazenog vremenskog trenda. Skupina K pokazivala je stabilnije vrijednosti silicija
tijekom cijelog razdoblja, dok su u ostalim skupinama zabiljeZene izrazenije oscilacije (Slika 14).
Jednosmjerna analiza varijance nije pokazala statisticki znacajne razlike u udjelu silicija medu
skupinama (ANOVA, p = 0,2174). Medutim, bootstrap analiza razlika medijana pokazala je
statistiCki znacajne razlike izmedu pojedinih parova skupina (K-E, K-G 1 E-G), dok za ostale

parove skupina statisticki znacajne razlike nisu potvrdene (Slika 17; Prilog B: Tablice B3 1 B6).

Fosfor (P):

Relativni maseni udio fosfora bio je u vecini analiziranih materijala blago snizen u odnosu na
referentnu vrijednost (Co), uz odredene oscilacije tijekom razdoblja pracenja. U skupini K
zabiljezen je postupni pad, dok su u skupinama F 1 E vrijednosti ostale relativno stabilne i bliske
pocetnoj vrijednosti. Skupina G pokazivala je najvecu varijabilnost, s prolaznim porastom u
srednjem razdoblju 1 izrazenim padom na zavrS$noj vremenskoj tocki (Slika 14). Jednosmjerna
analiza varijance nije pokazala statisti¢ki znaCajne razlike u udjelu fosfora medu skupinama

(ANOVA, p =0,6707), kao ni dodatne statisticke analize (Prilog B: Tablice B3—B6).
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Kalcij (Ca):

Relativni maseni udio kalcija bio je snizen u odnosu na referentnu vrijednost (Co) u svim
analiziranim materijalima tijekom razdoblja pracenja. U skupinama K, F i E zabiljezen je pocetni
pad udjela kalcija, uz djelomic¢an oporavak prema zavr$noj vremenskoj tocki, pri ¢emu vrijednosti
nisu dosegnule pocetne razine. Skupina G pokazivala je izraZzeniju varijabilnost, s porastom u
srednjem razdoblju i ponovnim padom na kraju pracenja (Slika 14). Jednosmjerna analiza varijance
nije pokazala statisticki znacajne razlike u udjelu kalcija medu skupinama (ANOVA, p = 0,7445),
kao ni dodatne statisticke analize (Prilog B: Tablice B3—B6).

Stroncij (Sr):

Relativni maseni udio stroncija bio je povisen u odnosu na referentnu vrijednost (Co) u svim
analiziranim materijalima i tijekom cijelog razdoblja pra¢enja. U skupinama F i E zabiljezen je
postupan porast vrijednosti stroncija tijekom vremena, dok je u skupinama K 1 G uocen varijabilniji
obrazac s padom u srednjem razdoblju i ponovnim porastom na zavr$noj vremenskoj tocki; pritom
su najvise vrijednosti stroncija uglavnom bile zabiljezene u skupini G, a najnize u skupini E
(Slika 14). Ni jednosmjerna analiza varijance (ANOVA, p = 0,1139) ni dodatne statisticke metode

nisu potvrdile postojanje znac¢ajnih razlika medu skupinama (Prilog B: Tablice B3—B6).

Kumulativni indeksi interakcije materijala i cakline

Radi cjelovitije procjene interakcije izmedu restaurativnih materijala i cakline definirana su cetiri
kumulativna indeksa, temeljena na maksimalnim ili 12-mjesecnim vrijednostima masenih udjela

specifi¢nih elemenata.

e Ukupna ionska izmjena s caklinom — definirana je kao zbroj maksimalnih masenih udjela
fluora (F), aluminija (Al), silicija (S1) 1 stroncija (Sr) u caklini, pri ¢emu su za svaki materijal
uzete najviSe zabiljeZene vrijednosti pojedinih elemenata, neovisno o vremenskoj tocki
mjerenja.

Redoslijed materijala: G>F>E>K

e Dugotrajna ionska izmjena — definirana je kao zbroj masenih udjela fluora (F), aluminija
(Al), silicija (Si) 1 stroncija (Sr) u caklini, izmjerenih u posljednjoj vremenskoj tocki
pracenja, nakon 12 mjeseci.

Redoslijed materijala: G>F>K >E
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e Ukupni remineralizacijski potencijal — definiran je kao zbroj maksimalnih masenih udjela
fluora (F) 1 stroncija (Sr) u caklini, pri ¢emu su za svaki materijal uzete najvise zabiljezene
vrijednosti navedenih elemenata, neovisno o vremenskoj tocki mjerenja.

Redoslijed materijala: G>F>K>E

e Dugotrajna remineralizacijska aktivnost — definirana je kao zbroj masenih udjela (wt. %)
fluora (F) i stroncija (Sr) u caklini, izmjerenih u posljednjoj vremenskoj tocki pracenja,
nakon 12 mjeseci.

Redoslijed materijala: G>F>K>E

4.2.4. Rezultati EDS mikrokemijske analize — regija DM

Za analizu vremenskih promjena i razlika u masenim udjelima (wt. %) klju¢nih elemenata u sloju
dentina u kontaktu s materijalima K, F, E 1 G primijenjene su deskriptivne 1 inferencijalne
statisticke metode. Dobiveni rezultati omogucuju uvid u dinamiku ionske razmjene na sucelju

dentina i restaurativnih materijala tijekom 12-mjese¢nog razdoblja praéenja.

Graficki prikaz promjena masenih udjela elemenata u regiji DM tijekom triju vremenskih tocaka,
uz inicijalni sastav dentina (Do) kao referentnu vrijednost, prikazan je na slici 18, dok su aritmeticke
sredine 1 95-postotni intervali pouzdanosti (CI), izraCunani na temelju svih vremenskih tocaka,

prikazani na slici 19.

StatistiCki znacajne razlike medu materijalima dodatno su ispitane Tukeyjevim HSD post hoc

testom (Slika 20), a detaljni numericki 1 statisticki podatci za regiju DM prikazani su u Prilogu C.
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Slika 18. Promjene masenih udjela (wt. %) elemenata F, Al, Si, P, Ca i Sru regiji DM za materijale
K, F, EiG nakon 1 tjedna te nakon 6 i 12 mjeseci maturacije; inicijalni sastav dentina (Do) prikazan
je kao referentna vrijednost. Prema Turjanski 1 sur. (161)
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Slika 19. Aritmeticke sredine masenih udjela elemenata (wt. %) F, Al, Si, P, Ca i Sr s 95-postotnim
intervalima pouzdanosti (CI) u regiji DM za materijale K, F, E 1 G tijekom 12-mjese¢nog razdoblja
pracenja; prema Turjanski i sur. (161)
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Slika 20. Tukeyjev HSD post hoc test — razlike aritmetickih sredina masenih udjela elemenata
s 95-postotnim intervalima pouzdanosti (CI) u regiji DM, izracunane kao prosjeci svih vremenskih

tocaka tijekom 12-mjese¢nog razdoblja pracenja; prema Turjanski i sur. (161)
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U nastavku su prikazani rezultati EDS analize sloja dentina u neposrednom kontaktu s
restaurativnim materijalima (regija DM), s naglaskom na vremenske promjene i statisticke

usporedbe medu skupinama.

Fluor (F):

Relativni maseni udio fluora bio je povisen u odnosu na referentnu vrijednost dentina (Do) u svim
analiziranim materijalima i u svim vremenskim toCkama pracenja. Najvise vrijednosti zabiljezene
su u skupini E, osobito nakon 6 mjeseci, dok su u ostalim skupinama bile nize, uz blaze oscilacije
tijekom vremena (Slika 18). Unato¢ uocenim kvantitativnim razlikama, jednosmjerna analiza
varijance nije pokazala statisticki znacajne razlike u udjelu fluora medu skupinama (ANOVA,

p =0,3213), niti su ih potvrdile dodatne statisticke analize (Prilog C: Tablice C3—C5).

Aluminij (Al):

Relativni maseni udio aluminija bio je povisen u odnosu na referentnu vrijednost dentina (Do) u
svim analiziranim materijalima i vremenskim tockama pracenja. Skupina K pokazivala je niZe, ali
stabilne vrijednosti, dok su u skupinama F i E zabiljeZeni postupni porasti, s najvis§im vrijednostima
na zavr$noj vremenskoj tocki. Skupina G isticala se najve¢om varijabilnoscu i najvi§im izmjerenim
udjelima aluminija (Slika 18). Unato¢ uoCenim razlikama, jednosmjerna analiza varijance nije
pokazala statisti¢ki znacajne razlike medu skupinama (ANOVA, p = 0,6702), Sto su potvrdile 1
dodatne statisticke analize (Prilog C: Tablice C3—C5).

Silicij (Si):

Relativni maseni udio silicija bio je poviSen u odnosu na referentnu vrijednost dentina (Do) u svim
analiziranim materijalima i vremenskim tockama pracenja, uz uocene varijacije tijekom vremena.
Skupine K, F 1 E pokazivale su oscilacije bez jasno izraZenog trenda, dok je u skupini G zabiljeZen
izraZeniji porast prema zavr$noj vremenskoj to€ki (Slika 18). Unato¢ razlikama u dinamici
jednosmjerna analiza varijance nije pokazala statisticki znacajne razlike medu skupinama

(ANOVA, p =0,6417), a dodatne su analize dale iste rezultate (Prilog C: Tablice C3—C5).
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Fosfor (P):

Relativni maseni udio fosfora bio je uglavnom snizen u odnosu na referentnu vrijednost dentina
(Do) u vecini analiziranih materijala i vremenskih toc¢aka, uz izrazene oscilacije tijekom pracenja.
Iznimno, u 1. tjednu zabiljeZene su vrijednosti usporedive ili blago povisene u skupinama F i1 G,
dok je u skupini E u 6. mjesecu uocen izrazen pad (Slika 18). Unato¢ tim varijacijama,
jednosmjerna analiza varijance nije pokazala statisticki znacajne razlike medu skupinama

(ANOVA, p =0,7104), niti su ih potvrdile dodatne statisticke analize (Prilog C: Tablice C3—C5).

Kalcij (Ca):

Relativni maseni udio kalcija bio je uglavnom snizen u odnosu na referentnu vrijednost dentina
(Do) tijekom veceg dijela razdoblja pracenja, uz oscilacije tijekom vremena. U pojedinim
vremenskim to¢kama, osobito u 1. tjednu, zabiljezene su vrijednosti usporedive ili blago povisene
u odnosu na Do, no bez konzistentnog trenda. Vrijednosti udjela bile su uglavnom usporedive medu
skupinama, bez jasno izraZzenog zajednickog obrasca kroz vrijeme (Slika 18). Jednosmjerna analiza
varijance nije pokazala statisti¢ki znacajne razlike medu skupinama (ANOVA, p = 0,6042), §to su

potvrdile i dodatne analize (Prilog C: Tablice C3—C5).

Stroncij (Sr):

Relativni maseni udio stroncija bio je poviSen u odnosu na referentnu vrijednost dentina (Do) u
svim analiziranim materijalima, uz izraZzene oscilacije tijekom pracenja. U vecini skupina
zabiljezene su povisene vrijednosti ve¢ u ranim vremenskim to¢kama, dok su u kasnijim fazama
uocene varijacije bez jasno izrazenog trenda (Slika 18). Unato¢ uocenim deskriptivnim razlikama
1 varijabilnosti unutar skupina, jednosmjerna analiza varijance nije pokazala statisticki znacajne
razlike medu skupinama (ANOVA, p = 0,9382), niti su ih potvrdile dodatne statisticke analize
(Prilog C: Tablice C3—C5).
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Kumulativni indeksi interakcije materijala i dentina

Radi jasnije i cjelovitije procjene interakcije izmedu restaurativnih materijala i dentina definirana

su ¢etiri kumulativna indeksa, temeljena na maksimalnim ili 12-mjesecnim vrijednostima masenih

udjela specificnih elemenata.

Ukupna ionska izmjena s dentinom — definirana je kao zbroj maksimalnih masenih udjela
fluora (F), aluminija (Al), silicija (Si) i stroncija (Sr) u dentinu, pri ¢emu su za svaki
materijal uzete najviSe zabiljezene vrijednosti pojedinih elemenata, neovisno o vremenskoj
tocki mjerenja.

Redoslijed materijala: E>G>K>F

Dugotrajna ionska izmjena s dentinom — definirana je kao zbroj masenih udjela fluora (F),
aluminija (Al), silicija (Si) 1 stroncija (Sr) u dentinu, izmjerenih u posljednjoj vremenskoj
tocki pracenja, nakon 12 mjeseci.

Redoslijed materijala: G>K>F>E

Ukupni remineralizacijski potencijal — definiran je kao zbroj maksimalnih masenih udjela
fluora (F) 1 stroncija (Sr) u dentinu, pri ¢emu su za svaki materijal uzete najvise zabiljezene
vrijednosti navedenih elemenata, neovisno o vremenskoj tocki mjerenja.

Redoslijed materijala: E>F>K>G

Dugotrajna remineralizacijska aktivnost — definirana je kao zbroj masenih udjela (wt. %)
fluora (F) 1 stroncija (Sr) u dentinu, izmjerenih u posljednjoj vremenskoj tocki pracenja,
nakon 12 mjeseci.

Redoslijed materijala: F>K >G> E
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4.2.5. Usporedba ugradnje iona u caklini i dentinu

EDS mikrokemijskom analizom odreden je inicijalni kemijski sastav cakline (Co) i dentina (Do),
kao 1 sastavi slojeva cakline i dentina u neposrednoj blizini restaurativnih materijala (CM, DM) u
vise vremenskih toCaka, izrazeni kroz masene udjele pojedinih kemijskih elemenata. Povecanje
masenog udjela pojedinog elementa u odnosu na inicijalne vrijednosti tumaci se kao njegova

ugradnja u odgovarajuce dentalno tkivo (caklinu odnosno dentin).

U svrhu usporedbe masenih udjela elemenata izmedu cakline i dentina provedena je analiza razlika
izmedu regija CM i DM neovisno o vremenskoj toc¢ki mjerenja. Razlike su izrazene kao razlike
masenih udjela (wt. %) izmedu regija DM i CM, dok je statisticka znacajnost razlika ispitana
Kruskal-Wallisovim testom. Analiza je pokazala da su u vecini ispitivanih kombinacija materijala
1 elemenata maseni udjeli fluora (F), aluminija (Al), silicija (Si) 1 stroncija (Sr) bili vi$i u dentinu

nego u caklini, pri ¢emu je iznimka zabiljezena za aluminij u materijalu G.

Statisticki znacajne razlike potvrdene su samo za pojedine kombinacije materijala i elemenata, dok
za ostale, unato¢ uocenom trendu viSih vrijednosti u dentinu, razlike nisu dosegnule razinu
statistiCke znacajnosti. Rezultati su sazeto prikazani u tablici 11, u kojoj su oznacene statisticki

znacajne razlike (p < 0,05; p <0,01).

Tablica 11. Razlike masenih udjela (wt. %) elemenata izmedu regija DM 1 CM s pripadajué¢im
p-vrijednostima; prema Turjanski i sur. (161)

DM F Al Si Sr

VvS. p- Razlika p- Razlika p- Razlika p- Razlika

CM vrijednost ~ wt. %  vrijednost  wt.%  vrijednost  wt.%  vrijednost = wt. %
K 0,001 **  +1,98 0,027 * +2,47 0,059 +1,45 0,046 * +2,00
F 0,027 * +2,43 0,508 +0,07 1,000 +0,51 0,137 +0,22
E 0,003 **  +5.30 0,010 * +2,62 0,020 * +2,23 0,002 ** 43,12
G 0,600 +0,37 0,183 —-0,05 0,656 +0,49 0,008 ** 4237

Razlika wt. % = wt. % (DM) — wt. % (CM); p-vrijednosti (Kruskal-Wallisov test): * p < 0,05; ** p <0,01.
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Lijec¢enje mladih trajnih zuba s nekroticnom pulpom i nezavrSenim razvojem korijena predstavlja
jedan od najvecih klini¢kih izazova suvremene djecje i preventivne dentalne medicine (24,162).
Terapijski cilj u takvim slucajevima nadilazi samo uklanjanje infekcije i oCuvanje zuba u zubnom
luku te uklju¢uje omogucavanje daljnjeg rasta i1 sazrijevanja korijena, povecanje debljine
dentinskih stijenki i osiguravanje dugoro¢ne funkcionalne i strukturne stabilnosti zuba (162,163).
U tom je kontekstu regenerativna endodontska terapija prepoznata kao suvremeni terapijski pristup

koji odgovara bioloskim i klini¢kim zahtjevima lije¢enja mladih trajnih zuba (24,163).

Za razliku od konvencionalnih postupaka, koji se temelje na formiranju umjetne apikalne barijere,
RET je usmjerena na oCuvanje i reaktivaciju bioloSkog potencijala zuba, ¢ime se omogucuje
nastavak razvoja korijena i smanjuje rizik od frakture, osobito kod zuba s tankim stijenkama i
kratkim korijenom (163,164). Stoga se RET ne promatra samo kao alternativna metoda, ve¢ kao
konceptualno razli€it terapijski pristup, usmjeren na obnovu izgubljene funkcije, a ne na njezino

nadomjestanje (24,163).

Unato¢ rastu¢em broju klini¢kih 1 eksperimentalnih istrazivanja, ishodi RET-a u literaturi ostaju
heterogeni, S$to se pripisuje razlikama u primijenjenim protokolima, bioloskim nosacima,
materijalima za koronarno brtvljenje te kriterijima procjene uspjesnosti lijeCenja (86,163). Veéina
postojec¢ih pristupa primarno se fokusira na bioloSke aspekte regeneracije, osobito na odabir
odgovaraju¢eg nosaca i poticanje angiogeneze u apikalnom dijelu korijenskog kanala (163).
Medutim, dugoro¢ni terapijski ishod uvelike ovisi o stabilnosti regeneriranog tkiva, kvaliteti

koronarnog brtvljenja i interakciji restaurativnih materijala s tvrdim zubnim tkivima (120).

Poseban izazov regenerativnih postupaka predstavlja ograniceni prostor unutar radikularnog dijela
kanala, osobito u ranim fazama razvoja korijena, gdje je volumen dostupan za organizaciju novog
vaskularnog 1 neuralnog tkiva izrazito ogranic¢en (147,164). Dosadasnja su se istraZivanja najve¢im
dijelom usmyjerila na dogadaje u apikalnoj regiji, dok je potencijal koronarnog dijela endodontskog
prostora u kontekstu regeneracije ostao relativno nedovoljno istrazen (147,163). Ako regeneracija
ostane ograni¢ena samo na apikalnu regiju, moguénosti su za razvoj funkcionalno zrelog i stabilnog
tkiva smanjene (24,86). Time se otvara pitanje moZe li se proSirenjem regeneracijskog prostora
unutar endodontskog sustava stvoriti povoljniji bioloski okvir za razvoj cirkulacije, inervacije 1

dugorocno stabilnije regeneracije (147,164).
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Na temelju tih razmatranja razvijen je modificirani regenerativni protokol primijenjen u ovom
istrazivanju. ProSirenjem primjene bioloSkog nosaca i na koronarni dio korijenskog kanala
povecava se ukupna dostupna povrSina za regeneraciju, ¢cime proces vise nije ogranic¢en isklju¢ivo
na apikalnu regiju, ve¢ obuhvaca veé¢i dio endodontskog prostora. Takav pristup omogucuje
kontinuitet regeneriranog tkiva 1 stvara povoljnije uvjete za funkcionalno povezivanje

novostvorenog tkiva duz cijelog endodontskog sustava.

Dosadasnji regenerativni protokoli bili su uvelike ograni¢eni karakteristikama materijala koristenih
za koronarno brtvljenje, osobito MTA-a 1 Biodentina, koji u kontaktu s krvlju ili trombocitnim
derivatima pokazuju povecan rizik od diskoloracije zuba (114,120). Zbog estetskih ograni¢enja ti
su se materijali u klini¢koj praksi naj¢esce postavljali ispod razine cementno-caklinskog spoja, Sto

je u velikoj mjeri onemogucéilo regeneraciju u koronarnoj regiji (120).

Uvodenjem staklenoionomernog cementa kao jedinog materijala za koronarno brtvljenje, u
kombinaciji s proSirenom primjenom A-PRF+ nosafa, u ovom je istrazivanju omoguéeno
istodobno optimiziranje bioloSkih i restaurativnih aspekata RET-a. Na taj su nacin prevladana
klju¢na ogranicenja dosadasnjih protokola, a regenerativna endodontska terapija sagledana je kao
proces koji potencijalno zahvaca cjelokupni endodontski prostor, a ne iskljucivo njegov apikalni

segment.

lako se klinicki uspjeh RET-a tradicionalno procjenjivao na temelju odsutnosti simptoma i
radioloSkog cijeljenja periapikalnih lezija, takvi kriteriji ne odraZavaju u potpunosti sloZenost
regeneracijskog procesa, niti pruzaju potpun uvid u stupanj funkcionalne 1 strukturne obnove zuba
(24). Stoga je u ovom istrazivanju u¢inkovitost modificiranog regenerativnog protokola analizirana
u usporedbi s konvencionalnim postupkom apeksifikacije kalcijevim hidroksidom, koji se dugi niz
godina smatrao standardnim terapijskim postupkom u lije¢enju mladih trajnih zuba s nekroti¢nom

pulpom 1 nezavrSenim razvojem korijena (147).

Takva je usporedba omogucila procjenu ne samo klinickog ucinka, ve¢ i morfoloskih i
funkcionalnih promjena, ukljucujuéi razvoj korijena, debljinu dentinskih stijenki, radioloske
promjene 1 vitalitet, ¢ime se jasno razgrani¢avaju reparativni ucinci konvencionalnih postupaka od

regenerativnog potencijala suvremenih terapijskih pristupa.
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5.1. Klini¢ki ishodi modificiranog protokola

Klini¢ki ishodi predstavljaju osnovni kriterij za procjenu uspjesnosti endodontskog lijecenja,
osobito u terapiji mladih trajnih zuba s nekrotiénom pulpom i nezavrSenim razvojem korijena. U
kontekstu regenerativne endodontske terapije primarni klinicki cilj usmjeren je na uklanjanje
simptoma, oCuvanje funkcije zuba te sprjeCavanje daljnje progresije patoloSkih promjena, dok se

bioloska regeneracija i razvoj korijena procjenjuju dodatnim, ponajprije radioloSkim parametrima.

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju visoku razinu klini¢ke sigurnosti i1 predvidljivosti
primijenjenog modificiranog regenerativnog protokola, temeljenog na prosirenoj primjeni A-PRF+
nosata 1 koronarnom =zatvaranju uporabom staklenoionomernog cementa. Tijekom
dvanaestomjeseCnog pracenja nije zabiljezen ni jedan slucaj gubitka zuba u eksperimentalnoj
skupini, niti su dokumentirani znakovi klini¢kog neuspjeha, ukljucujuéi bol, osjetljivost na
palpaciju ili perkusiju, oteklinu, prisutnost fistule ili patolosku pomicnost zuba. Takvi nalazi

potvrduju da je primijenjeni protokol bio klini¢ki siguran i dobro podnosljiv za pacijente.

Klinicke evaluacije provedene su prospektivno, uz unaprijed definirane i vremenski ujednacene
kontrolne preglede, Sto je omogucilo sustavno pracenje mogucih komplikacija i pravodobno
biljezenje svih relevantnih klini¢kih promjena. 1zostanak nepovoljnih klinickih dogadaja tijekom
prve godine nakon zavrSetka lije€enja upucuje na stabilnost terapijskog ucinka, Sto je osobito vazno

s obzirom na osjetljivu populaciju mladih pacijenata i dugoro¢na funkcijska ocekivanja.

U kontrolnoj skupini, lijeCenoj konvencionalnim postupkom apeksifikacije kalcijevim
hidroksidom, takoder nisu zabiljeZeni gubici zuba, niti su dokumentirani klini¢ki simptomi.
Medutim, evaluacija klini¢kih ishoda u toj skupini temeljila se na retrospektivnoj analizi postojece
stomatoloSke dokumentacije, $to predstavlja metodoloSko ograni¢enje. Unato¢ tomu, ¢injenica da
su oba terapijska pristupa rezultirala oCuvanjem zuba u zubnom luku potvrduje njihovu klinicku
ucinkovitost, ali istodobno upucuje na ograni¢enu moguénost razlikovanja terapijskih koncepata

iskljuc¢ivo na temelju klinickih pokazatelja.

Dobiveni klini¢ki ishodi u skladu su s nalazima ranijih klinic¢kih istraZivanja i metaanaliza. U tim
se radovima prikazuju vrlo visoke stope klini¢kog uspjeha RET-a, pri ¢emu se uspjeh najcesce
definira kao odsutnost simptoma i o¢uvanje funkcije zuba. Jedan je od takvih primjera sustavni

pregled i metaanaliza koje su proveli Li i suradnici, u kojima se izvjeStava da je 96,2 % nezrelih
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trajnih zuba lijecenih regenerativnim protokolima bilo bez simptoma, Sto potvrduje da odsutnost
klinickih simptoma predstavlja oc¢ekivan ishod propisno provedenih regenerativnih endodontskih
terapija (46). Slicno tomu, Sabeti i suradnici u svojoj mreznoj metaanalizi isticu da, unato¢ visokim
stopama klinickog uspjeha, klinicki parametri imaju ograni¢enu sposobnost razlikovanja
reparativnih i regenerativnih ishoda, osobito zbog heterogenosti kriterija uspjesSnosti i pracenih

ishoda (24).

Stoga, iako su povoljni klinicki ishodi nuzan preduvjet uspjesne terapije, oni sami nisu dostatni za
procjenu stvarnoga regenerativnog ucinka. Odsutnost simptoma i ocuvanje funkcije zuba moguce
je postici i konvencionalnim terapijskim postupcima, poput apeksifikacije kalcijevim hidroksidom,
bez stvarne obnove pulpo-dentinskoga kompleksa. U ovom se istrazivanju klinicka stabilnost stoga
promatra prvenstveno kao pokazatelj sigurnosti i prihvatljivosti terapije, dok se stvarni doprinos
modificiranog regenerativnog protokola dodatno vrednuje analizom radioloskih pokazatelja

razvoja korijena i strukturnih promjena tvrdih zubnih tkiva.

U tom smislu povoljni klini¢ki ishodi zabiljeZeni u ovom istraZivanju predstavljaju pouzdanu
osnovu za daljnju analizu radioloskih i razvojnih rezultata, koji omogucuju dublji uvid u bioloski

potencijal primijenjenog A-PRF+ protokola u odnosu na konvencionalne terapijske postupke.

5.2. Klini¢ka evaluacija ispuna za koronarno brtvljenje

Klinicka uspjesnost RET-a ne ovisi isklju€ivo o bioloSkim procesima unutar endodontskog
prostora, vec i o kvaliteti i stabilnosti koronarne restauracije, koja ima klju¢nu ulogu u sprjecavanju
mikropropustanja 1 sekundarne infekcije te ocuvanju postignutih terapijskih ucinaka. U tom
kontekstu, izbor restaurativnog materijala za koronarno brtvljenje predstavlja vazan terapijski
¢imbenik, osobito kada se upotrebljava kao jedini materijal u zavrSnoj fazi regenerativnog postupka

kod mladih trajnih zuba.

U ovom je istrazivanju klinicka evaluacija ispuna izradenih od razlicitih staklenoionomernih
cemenata pokazala da su svi ispitivani materijali tijekom jednogodisnjeg pracenja zadrzali klinicki
prihvatljiva funkcionalna i estetska svojstva prema modificiranim USPHS kriterijima. Potpuna
retencija, o€uvana rubna prilagodba, odsutnost sekundarnog karijesa 1 stabilna povrSinska svojstva

upucuju na njihovu klini¢ku u€inkovitost u zahtjevnim uvjetima RET-a, $to je u skladu s recentnim
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sustavnim pregledima 1 klinickim studijama (165,166). Pritom valja istaknuti da se dostupni
literaturni podatci pretezno odnose na opcu klinicku prihvatljivost staklenoionomernih cemenata u
restaurativnoj stomatologiji, dok za njihovu primjenu i ponasanje u kontekstu regenerativne
endodontske terapije, osobito kada se upotrebljavaju kao jedini koronarni ispun, u dostupnoj

literaturi ne postoje jasni i sustavno objedinjeni podatci.

Pojedina manja odstupanja, osobito u kategorijama rubne diskoloracije, anatomskog oblika i
teksture, nisu imala klini¢ki znacajan utjecaj niti su zahtijevala dodatne intervencije. Slicne
promjene, karakteristicne za materijale s otpuStanjem iona, opisane su i u literaturi, bez utjecaja na
retenciju ili potrebu za zamjenom restauracija (165). Takvi se nalazi mogu pripisati razlikama u

sastavu, viskoznosti i povrsinskim karakteristikama medu generacijama cemenata.

Posebno je vazno da tijekom pracenja nije zabiljezen ni jedan slucaj sekundarnog karijesa, neovisno
o koriStenom materijalu. Stabilno koronarno brtvljenje, zahvaljujuci kemijskoj adheziji i stabilnim
rubnim svojstvima, klju¢no je za ocCuvanje sterilnosti endodontskog prostora i prevenciju
reinfekcije, ¢ime se podupire uspjeh terapije i potvrduje u€inkovitost staklenoionomernih cemenata
u svakodnevnoj klinickoj praksi (166). U kontekstu regenerativne endodontske terapije, u kojoj je
ocuvanje sterilnog okruzenja preduvjet nesmetanog odvijanja regenerativnih procesa, pouzdano

koronarno brtvljenje samim time dobiva dodatnu klinicku vaznost.

lako ogranien broj ispitanika onemogucava Cvrste statisticke zakljucke o razlikama medu
materijalima, opisni rezultati pruzaju vrijedan uvid u njihovo ponaSanje tijekom prve godine.
Uoceni povoljan tijek, uz minimalna odstupanja bez funkcionalnih ili estetskih posljedica, upucuje
na to da svi ispitivani cementi mogu osigurati klini¢ki prihvatljivo i pouzdano koronarno brtvljenje

kada se primjenjuju kao jedini restaurativni materijal u okviru RET-a.

Nalazi ovog istrazivanja stoga podupiru ¢etvrtu radnu hipotezu (Has), prema kojoj svi ispitivani
staklenoionomerni cementi tijekom jednogodi$njeg pracenja pokazuju funkcionalnu i estetsku
stabilnost, bez potrebe za dodatnim intervencijama. Iako su uofene manje razlike u pojedinim
klinickim parametrima, one nisu utjecale na uspjesnost restauracija niti su dovele u pitanje njihovu

klinicku stabilnost tijekom promatranog razdoblja.
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5.3. Radioloski ishodi modificiranog protokola

Sekundarni ciljevi regenerativne endodontske terapije, koji ukljucuju nastavak razvoja korijena
kroz njegovo produljenje, zadebljanje dentinskih stijenki i zatvaranje apeksa, u ovom su
istrazivanju ostvareni primjenom modificiranog protokola s A-PRF+ nosa¢em. Dobiveni radioloski
nalazi pokazuju statisticki znacajna i klinicki relevantna poboljSanja svih analiziranih parametara
u usporedbi s kontrolnom skupinom lijeCcenom konvencionalnom apeksifikacijom kalcijevim

hidroksidom.

Na zavr$noj, dvanaestomjese¢noj kontroli u skupini A-PRF+ zabiljeZeni su znacajni pomaci u
razvoju korijena, ukljuuju¢i njegovo produljenje, zadebljanje dentinskih stijenki i1 apikalno
zatvaranje. Pozitivne promjene bile su prisutne u gotovo svim slu¢ajevima. Ove promjene nisu
imale skokovit ili izoliran karakter, ve¢ su se razvijale postupno i kontinuirano tijekom razdoblja
pradenja, S§to je dosljedno prikazano u svim analiziranim radioloSkim parametrima
(Slika 7a—c) te upucuje na vremenski organiziran i1 bioloski uvjetovan regenerativni odgovor.
Nasuprot tomu, u kontrolnoj skupini zabiljeZene su tek ograni¢ene morfoloske promjene, §to je u

skladu s reparativnom prirodom apeksifikacije, ¢iji je primarni cilj stabilizacija apeksa, a ne

poticanje daljnjeg razvoja korijena.

Usporedba dobivenih nalaza s dostupnom literaturom pokazuje da ostvareni radioloski ishodi u
ve¢ini analiziranih parametara nadmasuju rezultate konvencionalne apeksifikacije, dok su u
pojedinim aspektima usporedivi ili povoljniji u odnosu na regenerativne postupke koji rabe krvni
ugruSak ili standardni PRF (95,167,168). Takvi su nalazi u skladu s istrazivanjem Qamara i
suradnika, koji su pokazali izrazenije produljenje korijena i zadebljanje dentinskih stijenki pri
primjeni A-PRF-a u odnosu na krvni ugrusak, iako razlike nisu uvijek bile statisticki znacajne
(168). U ovom istraZivanju, medutim, primjena A-PRF+ rezultirala je konzistentnim 1 statisticki
znacajnim prednostima u odnosu na konvencionalnu apeksifikaciju, $to upucuje na potencijalno
povoljniji bioloski odgovor modificiranog protokola. Za razliku od pristupa koji se oslanjaju
isklju¢ivo na cijeljenje periapikalnih promjena, ovdje je naglasak stavljen na pracenje
kontinuiranog morfoloskog razvoja korijenskih struktura. Time se jasnije razgrani¢avaju

reparativni ishodi od regenerativno orijentirane interpretacije radioloSkih promjena.

Posebnu klinicku vaznost ima postignuto zatvaranje apeksa. Prema podatcima prikazanim u

tablici 7, gotovo polovica zuba (12/28) u skupini A-PRF+ na zavr$noj kontroli imala je apikalni
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promjer < 0,50 mm, S§to se smatra izvrsnim ili vrlo dobrim ishodom, jer omogucéuje povoljne
tehnicke uvjete za obturaciju korijenskog kanala u sluaju potrebe za konvencionalnom
endodontskom terapijom tijekom dugoro¢nog pracenja. U kontrolnoj je skupini takav ishod
zabiljezen tek iznimno rijetko. Klinicki znacaj postignutog apikalnog suzenja ocituje se u
smanjenju rizika od mikropropustanja, reinfekcije 1 dugoro¢nog terapijskog neuspjeha. Zatvaranje
apeksa pritom predstavlja povoljan morfoloski preduvjet za buduce terapijske opcije, a ne indikator

gubitka vitaliteta zuba.

Analiza rane faze pracenja pokazala je da se pocetak morfoloskog razvoja korijenskih struktura u
eksperimentalnoj skupini biljezi ve¢ u prvom mjesecu, dok se najizrazeniji intenzitet produljenja
korijena, zadebljanja dentinskih stijenki i smanjenja apikalnog promjera ostvaruje u razdoblju
izmedu treceg i Sestog mjeseca. Nakon tog razdoblja promjene su se nastavile kontinuirano, uz

postupno smanjenje brzine njihova napredovanja, bez naglih ili diskontinuiranih oscilacija.

Uz opseg promjena, klini¢ki je relevantna i njihova vremenska dinamika. U skupini A-PRF+
radioloski znakovi razvoja korijena 1 zapocCetog apikalnog zatvaranja bili su jasno vidljivi veé
unutar prva tri mjeseca pracenja, dok se u kontekstu konvencionalne apeksifikacije slicni nalazi u
klinickoj praksi i literaturi najcesce opisuju tek u kasnijim fazama terapije. Takva ubrzana dinamika
u skladu je s nalazima Wakhloo 1 suradnika, koji su formiranje tvrdotkivne barijere zabiljezili kod

vecine zuba lije¢enih A-PRF protokolom ve¢ unutar tri mjeseca (169).

Dodatno, kvantitativna usporedba pokazala je da su radioloske promjene zabiljeZzene u kontrolnoj
skupini na zavrS$noj kontroli bile znatno manjeg opsega. U eksperimentalnoj skupini s A-PRF+
promjene su za sva tri analizirana parametra ve¢ do treCeg mjeseca pracenja nadmasile ukupne
promjene u kontrolnoj skupini tijekom cijelog trajanja terapije (Tablica 6). Takav obrazac
vremenske raspodjele promjena upucuje na ubrzanu dinamiku morfoloskog razvoja korijenskih
struktura pri primjeni modificiranog regenerativnog protokola u usporedbi s reparativnim

mehanizmom apeksifikacije, neovisno o ukupnom trajanju terapije u kontrolnoj skupini.

Ubrzani razvoj korijena bio je pracen i ranim cijeljenjem periapikalnih lezija. U vecini su slucajeva
u skupini A-PRF+ znakovi cijeljenja bili vidljivi ve¢ nakon tri mjeseca, dok je potpuno cijeljenje
postignuto kod svih ispitanika do devetog mjeseca pracenja. Ovakav vremenski obrazac oporavka
u skladu je s bioloskim svojstvima A-PRF+ opisanim u literaturi, ukljucuju¢i angiogene i

regenerativne ucinke povezane s produljenim otpuStanjem c¢imbenika rasta 1 poticanjem
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vaskularizacije (167,169). U prilog ovakvoj interpretaciji idu i1 recentna trodimenzionalna
radioloska istrazivanja, koja su pokazala izraZzenije smanjenje volumena periapikalne

radiolucencije pri primjeni A-PRF+ u usporedbi s kalcijevim hidroksidom (170).

U cjelini gledano, radioloski nalazi ovog istrazivanja upucuju na to da A-PRF+ kao bioloski nosa¢
moze omoguciti znac¢ajan morfoloski razvoj korijena i ucinkovito cijeljenje periapikalnih tkiva,
brzinom i opsegom koji nadilaze konvencionalne terapijske postupke. Pritom je vazno istaknuti da
radiolosko cijeljenje periapikalnih lezija predstavlja pokazatelj uspjesne kontrole upalnog procesa
1 povoljnog bioloskog okruzenja, ali se samo po sebi ne moze izjednaciti s histoloski potvrdenom

regeneracijom pulpo-dentinskoga kompleksa.

Radiolosko je pracenje u eksperimentalnoj skupini provedeno u viSe unaprijed definiranih
vremenskih toc¢aka (1., 3., 6., 9.1 12. mjesec), dok je u kontrolnoj skupini radioloSka evaluacija bila
ograni¢ena na pocetno i zavr$no snimanje, s prosjecnim trajanjem terapije od 8,64 & 2,78 mjeseci.
S obzirom na takav dizajn, usporedba izmedu skupina nije bila usmjerena na vremenski identi¢ne
tocke mjerenja, ve¢ na ukupni opseg i smjer morfoloskih promjena tijekom trajanja terapije. Time
je omoguceno smisleno razlikovanje reparativnog ishoda apeksifikacije od regenerativno

orijentiranog odgovora u eksperimentalnoj skupini.

Cilj radioloske analize nije bio odredivanje apsolutnih dimenzija korijenskih struktura, ve¢
pracenje promjena dimenzija tijekom vremena unutar istog zuba. Fokusiranjem na relativne
promjene (A) produljenja korijena, zadebljanja dentinskih stijenki 1 apikalnog promjera, dodatno
je smanjen utjecaj individualnih anatomskih varijacija 1 moguc¢ih projekcijskih pogresaka, Sto
predstavlja pristup Siroko prihvacen u literaturi. Dodatno, primjena strogo standardizirane paralelne
tehnike snimanja, uz iskljucenje snimki s izraZenom distorzijom vecom od 10 %, u skladu s
metodoloskim preporukama iz literature (145), kao 1 korisStenje validiranog softverskog sustava s
jasno definiranim referentnim to¢kama (cementno-caklinski spoj, vrh korijena, razina dvije tre¢ine
duljine korijena), povecali su preciznost i ponovljivost mjerenja. Konzistentnost progresivnih i
statisticki znaCajnih promjena kroz viSe vremenskih tocaka, prisutnih kod vecine ispitanika u
eksperimentalnoj skupini, dodatno smanjuje vjerojatnost da su uoceni nalazi posljedica radioloskih

artefakata.

Radioloski ishodi bili su pritom u uskladenosti s klinickim nalazima, ukljucujuéi ranije cijeljenje

periapikalnih lezija 1 povoljnije terapijske kategorije apikalnog promjera, Sto dodatno podupire
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bioloSku relevantnost zabiljezenih promjena. Iako bi primjena CBCT-a omogucila detaljniju
procjenu volumetrijskih promjena, njegova rutinska uporaba u pedijatrijskoj i adolescentskoj
populaciji nije standardna klinicka praksa te je opravdano ograni¢ena zbog izlozenosti
ionizirajuéem zracenju. U skladu s ciljevima ovog istrazivanja, odabrani radioloSki pristup

predstavlja razuman kompromis izmedu dijagnosticke vrijednosti i sigurnosti pacijenata.

Slijedom navedenoga moze se zakljuciti da metodoloska ogranic¢enja dvodimenzionalne radioloske
analize ne iskljuCuju interpretativnu vrijednost zaklju¢aka ovog istrazivanja. Naprotiv,
longitudinalni dizajn, jasno definiran protokol mjerenja i konzistentnost nalaza pruzaju ¢vrst temelj
za interpretaciju dobivenih radioloSkih ishoda kao radioloskih pokazatelja bioloskog odgovora
kompatibilnog s regenerativno orijentiranim procesima i progresivne bioloSke maturacije
korijenskih struktura. Time se podupire prva radna hipoteza (Hi), prema kojoj je primjena
modificiranog regenerativnog protokola povezana sa statisticki 1 klinicki znac¢ajno povoljnijim
ishodima u pogledu produljenja korijena, zadebljanja dentinskih stijenki i zatvaranja apeksa u

usporedbi s konvencionalnim postupkom apeksifikacije kalcijevim hidroksidom.
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5.4. Procjena vitaliteta pulpe i funkcionalne obnove pulpnog tkiva

Procjena vitaliteta pulpe predstavlja jedan od najzahtjevnijih aspekata evaluacije ishoda
regenerativne endodontske terapije, osobito kod mladih trajnih zuba s nekrotiénom pulpom i
nezavrSenim razvojem korijena. U takvim se slucajevima funkcionalni status pulpe ne moze
pouzdano procjenjivati iskljuivo na temelju klasi¢nih testova osjeta, s obzirom na nezrelost
ziv€anih struktura, promijenjenu anatomiju dentinskih tubula te cesto prisutnu traumatsku
anamnezu. Poznato je da testovi osjeta primarno odrazavaju funkcionalni odgovor neuralnih
elemenata, a ne izravno stanje pulpne cirkulacije, zbog ¢ega njihova dijagnosticka vrijednost u

nezrelih i traumatiziranih zuba moze biti smanjena ili vremenski odgodena (151).

Stoga je u ovom istrazivanju primijenjen kombinirani dijagnosticki pristup, koji je obuhvatio
subjektivne testove vitaliteta pulpe (test vitaliteta hladnocom i elektri¢ni test vitaliteta) te
objektivnu procjenu prisutnosti pulpne cirkulacije primjenom laser-doplerske floumetrije (LDF).
Takav je pristup omogucio istodobnu procjenu osjetnog odgovora i funkcionalne cirkulacije, ¢ime

se smanjuju ograni¢enja povezana s primjenom pojedinacnih dijagnostickih metoda.

Rezultati testiranja vitaliteta u eksperimentalnoj skupini lijec¢enoj A-PRF+ protokolom pokazali su
postupan, vremenski uvjetovan porast udjela pozitivnih odgovora tijekom jednogodi$njeg pracenja.
Na zavr$noj kontroli pozitivan odgovor na test vitaliteta hladno¢om zabiljezZen je u 71 % zuba, dok
je elektricni test vitaliteta bio pozitivan u 75 % slucajeva (Tablica 8). Takav obrazac nalaza u skladu
je s postupnim uspostavljanjem funkcionalnog odgovora pulpnog tkiva, Sto odgovara konceptu
RET-a kao dinami¢nog i dugotrajnog procesa. Nesto ve¢i udio pozitivnih odgovora pri elektricnom
testiranju moze se objasniti razlikama u mehanizmima podraZaja i osjetljivosti pojedinih testova,
pri ¢emu je vazno naglasiti da ni jedna od navedenih metoda ne omogucuje izravnu procjenu pulpne

perfuzije.

Dobivene stope pozitivnih odgovora na testove osjetljivosti bile su osjetno vise u usporedbi s
podatcima iz dostupne literature. U recentnoj sustavnoj analizi i metaanalizi randomiziranih
kontroliranih istraZivanja pozitivni odgovori kod nekroti¢nih nezrelih trajnih zuba zabiljeZeni su u
25,2 % slucajeva pri elektricnom testiranju, dok je kombinirani pozitivan odgovor na test vitaliteta
hladno¢om 1 elektri¢ni test iznosio svega 14,5 % (46). lako je nuzno uzeti u obzir heterogenost
protokola ukljucenih u takve analize, ovako izraZena razlika dodatno sugerira da primijenjeni

modificirani protokol moZe povoljno utjecati na uspostavu funkcionalnog odgovora pulpnog tkiva.
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Jedno od mogucih objasnjenja relativno visokog udjela pozitivnih osjetnih odgovora u ovom
istrazivanju odnosi se na specifican prostorni raspored bioloskog nosaca. Za razliku od uobicajenih
regenerativnih protokola, u kojima je nosac Cesto ogranic¢en na radikularni, ponajprije apikalni dio
endodontskog prostora, u ovom je istrazivanju A-PRF+ nosa¢ proSiren i na koronarni dio
endodontskog prostora. Takav pristup potencijalno moze omoguciti razvoj regeneriranog tkiva
blize mjestu primjene podrazaja tijekom testiranja, ¢cime se moze povecati vjerojatnost detekcije

osjetnog odgovora i smanjiti rizik od lazno negativnih nalaza, osobito u ranim fazama oporavka.

Iako radioloski ishodi ovog istrazivanja jasno pokazuju nastavak razvoja korijena i strukturnu
maturaciju nezrelih trajnih zuba, radioloski nalazi sami po sebi ne omogucuju pouzdanu procjenu
funkcionalnog statusa novostvorenog tkiva. Promjene poput produljenja korijena, zadebljanja
dentinskih stijenki i apikalnog zatvaranja mogu, barem djelomicno, odrazavati i reparativne
procese koji ne ukljucuju uspostavu vitalnog, vaskulariziranog pulpnog tkiva. Stoga je za cjelovitu
procjenu regenerativnog ishoda nuzno morfoloske radioloske nalaze nadopuniti funkcionalnom

procjenom vitaliteta pulpe.

U tom je kontekstu laser-doplerska floumetrija koriStena kao objektivna metoda procjene
prisutnosti pulpne cirkulacije. Pritom treba istaknuti da je LDF u ovom istrazivanju primijenjen
isklju¢ivo u kvalitativnom obliku, pri ¢emu je biljeZzena prisutnost ili odsutnost detektabilnog
signala pulpne perfuzije, a ne apsolutne perfuzijske vrijednosti. Takav je pristup odabran s obzirom
na poznatu varijabilnost LDF signala, osobito u pedijatrijskoj populaciji i u zubima s
promijenjenom anatomijom nakon regenerativnih postupaka, te je bio usmjeren na procjenu

funkcionalne prisutnosti cirkulacije kao temeljnog pokazatelja vitaliteta pulpe (151).

Visok udio pozitivnih LDF nalaza, pri ¢emu je pulpna cirkulacija potvrdena u 93 % slucajeva,
upucuje na ponovnu uspostavu funkcionalne vaskularizacije unutar novostvorenog tkiva u zubima
lije€enima A-PRF+ protokolom (Tablica 8). Ovaj nalaz ima posebnu klinicku vaznost jer se odnosi
na komponentu vitaliteta koju radioloSke metode i testovi osjeta ne mogu izravno procijeniti.
Klinicka relevantnost LDF-a kao dijagnostickog alata dodatno je naglasena u recentnim
istrazivanjima, koja isti¢u njegovu klju¢nu ulogu u donoSenju terapijskih odluka vezanih uz

ocuvanje ili procjenu vitaliteta pulpnog tkiva (152).

U preostala dva slucaja u kojima LDF nije detektirao pulpnu perfuziju, moguce je da regenerativni

odgovor nije bio dovoljan za uspostavu funkcionalne vaskularizacije. To se moze povezati s tezom
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pocetnom traumom, smanjenim bioloskim potencijalom tkiva ili izraZenijom destrukcijom
apikalnih struktura. Alternativno, varijabilnost odgovora moze odrazavati poznate bioloske razlike

u procesu regeneracije kod mladih trajnih zuba.

Kombinirana interpretacija subjektivnih testova osjeta i objektivne procjene pulpne cirkulacije
omogucila je cjelovitiju evaluaciju funkcionalnog statusa regeneriranog tkiva. Postupan porast
pozitivnih osjetnih odgovora, u kombinaciji s visokom stopom potvrdene pulpne perfuzije, upucuje
na to da uocene promjene ne predstavljaju samo reparaciju, ve¢ pokazuju funkcionalna obiljezja

regenerativnog bioloskog odgovora unutar endodontskog prostora.

Vazno je pritom istaknuti da su podatci o primjeni objektivnih metoda procjene pulpne cirkulacije,
poput laser-doplerske floumetrije, u kontekstu RET-a u dostupnoj literaturi zasad ograniceni, §to
otezava izravnu usporedbu dobivenih nalaza izmedu razliitih regenerativnih protokola. U tom
smislu, primjena LDF-a u ovom istrazivanju predstavlja dodatnu metodolosku vrijednost u procjeni

funkcionalnog vitaliteta pulpnog tkiva, a ne alat za kvantitativnu usporedbu intenziteta perfuzije.

Slijedom navedenoga rezultati ovog istraZivanja podupiru drugu radnu hipotezu (Hz), prema kojoj
primjena A-PRF+ u regenerativnoj endodontskoj terapiji omogucuje ponovnu uspostavu pulpne
cirkulacije i funkcionalnog odgovora pulpnog tkiva. Dobiveni nalazi upucuju na funkcionalnu
obnovu pulpnog prostora, kompatibilnu s regenerativno orijentiranim procesima, uz nuzno
uvazavanje metodoloskih ograniCenja i bez izravnih tvrdnji o histoloSki potvrdenoj regeneraciji

pulpo-dentinskoga kompleksa.
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5.5. Diskoloracija zuba

Diskoloracija zuba predstavlja jedno od najcescih 1 klinicki najrelevantnijih estetskih ogranicenja
regenerativne endodontske terapije, osobito kod mladih trajnih zuba u estetskoj zoni (54). Dostupna
istrazivanja upucuju na to da diskoloracija ne predstavlja iskljucivo estetski problem, ve¢ moze
negativno utjecati na zadovoljstvo pacijenata, prihvacanje terapije i percipirani dugoro¢ni terapijski

ishod, osobito u pedijatrijskoj 1 adolescentskoj populaciji (27).

Protokol primijenjen u ovom istrazivanju osmisljen je radi minimiziranja rizika od diskoloracije,
uz istodobno nastojanje da se optimiziraju estetski i bioloski ishodi. Kao jedini materijal za
koronarno brtvljenje odabran je staklenoionomerni cement, dok su MTA, u bijeloj i sivoj varijanti,
kao 1 Biodentin, svjesno iskljuceni iz protokola. Ovi su materijali u literaturi, u brojnim klinickim
i eksperimentalnim istrazivanjima, povezani s pojavom diskoloracije zuba, osobito u uvjetima
kontakta s krvlju ili trombocitnim derivatima, poput PRF-a (171,172). Njihova primjena u
regenerativnim postupcima cesto zahtijeva postavljanje materijala ispod razine cementno-
caklinskog spoja kako bi se smanjio rizik estetskih komplikacija (28), ¢ime se istodobno

ograni¢avaju moguénosti regeneracije u koronarnoj regiji.

U ovom istrazivanju, tijekom dvanaestomjesecnog razdoblja pracenja, nije zabiljeZen ni jedan
slucaj klinicki vidljive diskoloracije zuba, §to upucuje na ucinkovitost primijenjene strategije
koronarnog zatvaranja. Takav nalaz ima posebnu klinicku vrijednost, jer omogucuje primjenu
regenerativnog protokola i u zubima u estetskoj zoni, bez uo¢enog kompromitiranja prirodne boje

krune.

Dodatna mjera usmjerena na smanjenje rizika od diskoloracije odnosila se na primjenu
triantibiotske paste (TAP), koja sadrZzava minociklin — antibiotik poznat po potencijalu izazivanja
diskoloracije tvrdih zubnih tkiva (69,172). Kako bi se taj rizik dodatno smanjio, TAP je u ovom
istrazivanju primjenjivan iskljucivo ispod razine cementno-caklinskog spoja, uz strogu kontrolu
koncentracije od 5 mg/mL. Odabrana koncentracija omogucuje ucinkovito antibakterijsko
djelovanje, dok istodobno ostaje ispod razine koja se u literaturi naj¢eSée povezuje s klinicki

znacajnom diskoloracijom (26,69).

Nadalje, prije postavljanja A-PRF+ nosaca i zavrSne restauracije, svi ostatci TAP-a iz pulpne

komore pazljivo su i temeljito uklonjeni, u skladu s preporukama iz literature koje naglaSavaju
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vaznost potpunog uklanjanja antibiotskih ostataka radi prevencije promjene boje zuba (69,172).
Kombinacija ogranic¢ene primjene TAP-a, kontrolirane koncentracije i temeljitog ¢iS¢enja pulpne

komore u ovom se istrazivanju pokazala u¢inkovitom u ocuvanju estetskih svojstava zuba.

Opisane modifikacije protokola, u kombinaciji s uporabom staklenoionomernog cementa kao
jedinog materijala za koronarno brtvljenje, omogucile su primjenu A-PRF+ nosaca i u koronarnom
dijelu endodontskog prostora, bez uocenog povecanja rizika od promjene boje zuba. Na taj je nacin
ublazeno jedno od klju¢nih ograniCenja uobicajenih regenerativnih protokola, koji se u estetskoj
zoni Cesto ograniCavaju iskljucivo na apikalni dio kanala. Regeneracija je pritom sagledana kao
bioloski proces koji potencijalno moze zahvatiti cjelokupni endodontski sustav, uz ocuvanje

estetske prihvatljivosti terapije.

Takav pristup ima osobitu klini¢ku vaznost kod mladih trajnih zuba u estetskoj zoni, gdje o€uvanje
prirodne boje zuba predstavlja jedan od kljucnih terapijskih ciljeva (27,34). Dobiveni rezultati
upucuju na to da je pravilnim odabirom materijala i pazljivo definiranim protokolom moguce
istodobno posti¢i povoljan bioloski odgovor i stabilan estetski ishod, ¢ime se dodatno povecava
klini¢ka vrijednost i primjenjivost modificiranog regenerativnog protokola. U ovom je istrazivanju
diskoloracija procjenjivana na temelju klinicke vidljivosti, u skladu s dizajnom i ciljevima

istrazivanja.
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5.6. Regresijski model apikalnog zatvaranja

Primjena linearnog regresijskog modela u ovom je istrazivanju omogucila kvantitativno
sagledavanje odnosa izmedu trajanja A-PRF+ terapije i dinamike apikalnog zatvaranja, pri cemu
je regenerativni proces promatran kao kontinuiran i vremenski uvjetovan fenomen. Takav pristup
nadilazi isklju¢ivo deskriptivnu analizu radioloSkih parametara te omogucuje uvid u op¢i tijek
regeneracije, Sto je osobito vazno u kontekstu bioloskih procesa koji se odvijaju postupno i

zahtijevaju dulje vrijeme.

Rezultati regresijskog modela pokazuju da je trajanje terapije najvazniji prediktor smanjenja
apikalnog promjera (Tablica 9), Sto je u skladu s bioloSkom prirodom regeneracije pulpo-
dentinskoga kompleksa. Regenerativni odgovor uklju¢uje vremenski zahtjevne procese, poput
angiogeneze 1 organizacije novog tkiva, zbog ¢ega se puni terapijski uc¢inak ne moze ocekivati u

kratkom vremenskom razdoblju, ve¢ se ostvaruje postupno tijekom pracenja.

Izostanak statisti¢ki znacajnog utjecaja dobi valja tumaciti u kontekstu strukture uzorka. Prosje¢na
dob ispitanika iznosila je 11,36 + 2,39 godina, $to odgovara dobnoj skupini koja se, prema vazecim
klinickim smjernicama, smatra optimalnom za primjenu regenerativne endodontske terapije
(4,147). Relativno uzak dobni raspon smanjuje varijabilnost prediktora dobi, ¢ime se ograniava
njegova mogucnost da se potvrdi kao neovisni ¢imbenik u regresijskom modelu. S obzirom na to
da se regenerativni postupci sve ¢es¢e primjenjuju i kod starijih adolescenata te zrelih trajnih zuba
(46,48,55), ukljucivanje Sireg dobnog raspona u budu¢e modele moglo bi omoguciti precizniju

procjenu potencijalnog utjecaja dobi na regenerativni odgovor.

Izostanak znacajnog utjecaja spola moZe se smatrati ocekivanim nalazom u populaciji djece i
adolescenata, u kojoj regeneracija u ve¢oj mjeri ovisi o lokalnim bioloskim uvjetima, stupnju
razvoja korijena 1 primijenjenom terapijskom protokolu. Sli¢no tomu, etiologija nekroze pulpe nije
se pokazala znaCajnim prediktorom apikalnog zatvaranja, S§to se moze dijelom pripisati
pojednostavnjenoj binarnoj klasifikaciji (trauma/karijes), koja ne uzima u obzir klinicku

heterogenost sluc¢ajeva ni tezinu pocetnog ostecenja.

lako linearni regresijski model objasnjava umjeren dio ukupne varijance apikalnog zatvaranja
(Tablica 10), takav se nalaz ne treba promatrati kao nedostatak, ve¢ kao realan odraz slozenosti

regenerativnih bioloskih procesa. Lu i suradnici, u suvremenoj studiji o prediktivnom modeliranju
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ishoda regenerativne endodontske terapije, pokazuju da predvidanje terapijskog ishoda zahtijeva
istodobnu integraciju vise klinic¢kih i bioloSkih varijabli, pri ¢emu pojedinacni prediktori imaju
ograni¢enu objasnjivu vrijednost kada se promatraju izolirano, a dodatni metodoloski izazovi
proizlaze iz heterogenosti uzoraka i terapijskih protokola (173). U tom su kontekstu umjerene
vrijednosti koeficijenta determinacije u skladu s literaturom koja biljezi varijabilne radioloske 1

klinicke ishode cijeljenja (174).

Klinic¢ka vrijednost predloZzenog modela proizlazi iz njegove sposobnosti opisivanja opée dinamike
apikalnog zatvaranja tijekom vremena, pri ¢emu linearna regresija sluzi kao aproksimacija
prosje¢nog regenerativnog trenda. lako model ne ukljucuje sve ¢imbenike koji mogu utjecati na
individualni tijek regeneracije — dijelom zato Sto regresijska analiza nije bila sredi$nji cilj ovog
istrazivanja, ve¢ dopunski analiticki alat — on ipak pruza metodoloski utemeljen okvir za razvoj

sloZenijih 1 preciznijih prediktivnih alata, osobito u ve¢im 1 heterogenijim klini¢kim populacijama.

U budu¢im klinickim istrazivanjima prediktivni potencijal ovog regresijskog modela mogao bi se
dodatno osnaziti ukljuc¢ivanjem veceg i1 heterogenijeg uzorka ispitanika, osobito Sireg dobnog
raspona te veceg broja zrelih trajnih zuba lijeCenih regenerativnim protokolima. Istodobno,
detaljnija stratifikacija klju¢nih klinickih varijabli, poput pocetne veliine periapikalne lezije,
stupnja razvoja korijena, vremena proteklog od traume ili pocCetka nekroze te svojstava
restaurativnih materijala, mogla bi omoguciti preciznije kvantificiranje individualnog terapijskog

odgovora.

Takav bi pristup omogucio pomak od opisivanja op¢ih regenerativnih obrazaca prema razvoju
klini¢ki relevantnih 1 prognosticki vrijednih prediktivnih alata, pri ¢emu bi linearni regresijski
model primijenjen u ovom istraZivanju zadrzao ulogu metodoloSki pouzdane i konceptualno

utemeljene osnove za njihov daljnji razvoj.
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5.7. Mikrostrukturne promjene staklenoionomernih cemenata

Mikrostrukturna analiza provedena FE-SEM metodom pruzila je detaljan uvid u promjene koje se
odvijaju unutar staklenoionomernih cemenata tijekom jednogodiSnjeg razdoblja maturacije u
kontroliranim in vitro uvjetima. Takav je pristup omogucéio promatranje staklenoionomernih
cemenata ne samo kao pasivnih restaurativnih materijala, ve¢ kao dinami¢nih sustava u kojima se
tijekom vremena odvijaju postupni procesi kemijske reorganizacije te mikrostrukturne i mineralne

transformacije (175).

Dizajn laboratorijskog dijela istrazivanja osmisljen je kao komplementaran klinickom dijelu, pri
¢emu su u oba dijela koriSteni isti restaurativni materijali, jednako ukupno razdoblje prac¢enja od
12 mjeseci te bioloski relevantan medij. Time je osigurana metodoloska povezanost i omoguéena

integrirana interpretacija laboratorijskih i klini¢kih nalaza.

FE-SEM snimke analizirane nakon jednog tjedna maturacije pokazale su izrazenu heterogenost
mikrostrukture svih ispitivanih materijala, obiljezenu gusto rasporedenim cCesticama punila
razli¢itih veli¢ina 1 morfologija unutar cementne matrice. Prevladavale su cestice nepravilnog 1
uglatog oblika, jasno razgrani¢ene od okolne matrice, §to odgovara ranom stadiju nakon
stvrdnjavanja, u kojem kiselinsko-bazna reakcija joS uvijek nije u potpunosti dovrSena (176,177).
Takva mikrostrukturna slika odgovara inicijalnoj fazi vezivanja ionskih komponenti, uz jos uvijek

ograni¢enu integraciju punila u matricu.

Nakon Sest mjeseci maturacije uoCen je jasan pomak u mikrostrukturnoj organizaciji svih
ispitivanih staklenoionomernih cemenata. Gusto¢a vidljivih Cestica punila bila je smanjena, a
granice izmedu punila i matrice postale su manje izrazene. Navedene promjene sukladne su
postupnom djelomi¢nom otapanju staklene faze i integraciji ionskih komponenti u cementnu
matricu, kako je opisano u kontekstu dugotrajne maturacije staklenoionomernih cemenata (178), te
s nalazima o ionskoj izmjeni izmedu staklenoionomernih cemenata i dentalnih tkiva koje su
prikazali Moheet i suradnici (179). Istodobno je zabiljezen povecani stupanj homogenizacije

matrice, S§to pokazuje napredovanje procesa ionskog umrezavanja i postupnu stabilizaciju strukture.

Na snimkama analiziranim nakon dvanaest mjeseci maturacije mikrostrukturne promjene bile su
jos izrazenije. Broj jasno prepoznatljivih Cestica punila dodatno se smanjio, dok je cementna

matrica pokazivala znatno ujednaceniju i kompaktniju strukturu. U vecini uzoraka uocena je pojava
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mrezastih struktura morfologije koja je kompatibilna s mineralnim karakterom, koje se protezu
unutar matrice i mogu upucivati na kontinuirano talozenje mineralne faze. Takav se nalaz ne moze
pripisati isklju¢ivo pasivnom starenju materijala, ve¢ je u skladu s aktivnim procesima mineralne
reorganizacije i biointeraktivnhog ponasanja staklenoionomernih cemenata tijekom dugotrajnog

kontakta s vlaznim okoliSem (175,178).

Vremenski slijed opisanih mikrostrukturnih promjena, ukljuc¢uju¢i postupnu homogenizaciju
matrice i promjene u morfologiji povrsine tijekom razlic¢itih faza maturacije, jasno je prikazan na
FE-SEM snimkama (Slika 10), ¢ime se dodatno potkrepljuje interpretacija dugotrajne maturacije

staklenoionomernih cemenata.

UocCeni vremenski ovisni mikrostrukturni razvoj bio je prisutan kod svih ispitivanih
staklenoionomernih cemenata, neovisno o njihovoj formulaciji. Ova konzistentnost nalaza upucuje
na to da staklenoionomerni cementi, primijenjeni kao materijali za restauraciju sekundarnog krova
pulpne komore, pokazuju obiljezja biointeraktivnog ponasanja te sposobnost postupne mineralne
maturacije (175,178). Takvo je ponaSanje suprotno konceptu restaurativnih materijala kao inertnih
barijera te podupire shvacanje staklenoionomernih cemenata kao sustava koji tijekom vremena

mogu aktivno sudjelovati u ionskoj i mineralnoj razmjeni s okolinom.

Sitne se pukotine povremeno uoc¢ene na povrsinama pojedinih uzoraka interpretiraju kao artefakti
nastali tijekom pripreme uzoraka za FE-SEM analizu, osobito tijekom rezanja i susenja, te se ne
mogu smatrati sastavnim dijelom mikrostrukture ispitivanih materijala. Njithova nasumicna
distribucija, kao 1 odsutnost ponovljivog i1 konzistentnog obrasca, dodatno podupiru takvo

tumacenje.

Sveukupno gledano, FE-SEM mikrostrukturna analiza pokazuje da svi ispitivani
staklenoionomerni cementi tijekom vremena prolaze kroz jasno prepoznatljive faze maturacije,
obiljeZzene postupnom homogenizacijom matrice i razvojem struktura morfologije kompatibilne s
mineralnim karakterom. Ovi nalazi podupiru pretpostavku da staklenoionomerni cementi koristeni
u ovom istrazivanju posjeduju potencijalna bioaktivna svojstva te tijekom vremena pokazuju

obiljezja postupne mineralne maturacije, ¢ime se podupire treca radna hipoteza (Hs).
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5.8. Mineralizacijski potencijal Glass Carbomera

Rezultati mikrostrukturne analize upucuju na to da Glass Carbomer pokazuje specifican obrazac
mineralno povezanih mikrostrukturnih promjena koji se kvalitativno razlikuje od onoga uocenog
kod ostalih ispitivanih staklenoionomernih cemenata. Za razliku od op¢ih mikrostrukturnih
promjena prisutnih kod svih materijala tijekom vremena, kod Glass Carbomera zabiljezene su
izraZenije 1 prostorno organiziranije promjene koje upucuju na veci potencijal razvoja mineralno
kompatibilnih struktura, §to je u skladu s njegovom naprednom formulacijom i konceptom

biointeraktivnosti modificiranih staklenoionomernih cemenata (127,175).

FE-SEM analiza, provedena nakon Sest mjeseci maturacije, pokazala je prisutnost diskretnih,
zaobljenih Cestica ujednacene velicine i glatke povrsine unutar cementne matrice Glass Carbomera
(Slika 10; podslika G6). Ovakva se morfologija jasno razlikuje od nepravilnih i uglatih Cestica
punila karakteristi¢nih za konvencionalne staklenoionomerne cemente te je u skladu s morfoloskim
obiljezjima mineralno povezanih struktura opisanih u literaturi kod staklenoionomernih cemenata
modificiranih dodatkom hidroksiapatita (180). Pojava ovih struktura u srednjoj fazi pra¢enja moze
upucivati na raniji poc¢etak mineralno povezanih procesa u Glass Carbomeru u usporedbi s ostalim

ispitivanim materijalima.

U zavr$noj fazi prac¢enja, nakon dvanaest mjeseci maturacije, u uzorcima Glass Carbomera uocene
su jasno definirane regije razli¢ite morfologije u odnosu na okolnu cementnu matricu, obiljeZene
kohezivnim grupiranjem veceg broja mineralno kompatibilnih Cestica i njthovom prostornom
organizacijom (Slika 10; podslika G12). Takav obrazac promjena nadilazi difuznu mikrostrukturnu
reorganizaciju uocenu kod ostalih staklenoionomernih cemenata te upucuje na progresivan i
vremenski ovisan razvoj mineralno povezanih struktura unutar materijala. Razvoj ovih regija moze
upucivati na stvaranje stabilnijeg mikrookoliSa unutar cementne matrice, pogodnog za dugotrajniju

mineralnu integraciju.

Slicni obrasci lokalno organiziranih mineralno povezanih mikrostrukturnih promjena u
modificiranim staklenoionomernim cementima opisani su i u literaturi, osobito u kontekstu
materijala s naglaSenim biointeraktivnim svojstvima, kako su to prikazali Tuygunov i suradnici u
recentnom sustavnom pregledu koji analizira bioaktivnost i1 remineralizacijski potencijal ovih

materijala (129).
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Vazno je naglasiti da uocene se strukture u uzorcima Glass Carbomera ne mogu pripisati
artefaktima pripreme uzoraka za FE-SEM analizu. Njihova dosljedna pojavnost, jasna morfoloska
diferencijacija te vremenska povezanost s razdobljem maturacije upucuju na to da se radi o
stvarnim promjenama unutar materijala. Ovi nalazi podupiru shva¢anje da Glass Carbomer ne
djeluje isklju¢ivo kao pasivni ionski rezervoar, ve¢ pokazuje obiljezja biointeraktivnog

restaurativnog materijala koji moze aktivno sudjelovati u mineralno povezanim procesima (175).

Sveukupno gledano, rezultati mikrostrukturne analize upucuju na to da Glass Carbomer, zbog svoje
napredne formulacije, pokazuje izrazeniji 1 organiziraniji mineralizacijski potencijal u usporedbi s
ostalim ispitivanim staklenoionomernim cementima. Ovakav obrazac ponaSanja podupire
dopunsku hipotezu (Hsa) te opravdava razmatranje Glass Carbomera kao potencijalno povoljnog
restaurativnog materijala s naglasenim biointeraktivnim svojstvima, osobito u klinicki zahtjevnim
situacijama koje zahtijevaju dugoroc¢nu stabilnost 1 biolosku kompatibilnost, ukljucujuci

restauraciju sekundarnog krova pulpne komore u okviru regenerativne endodontske terapije (175).
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5.9. Ionska interakcija na sucelju materijala i zuba

Energijsko-disperzijska rendgenska spektroskopija (EDS) omogucuje kvalitativnu i1 kvantitativnu
procjenu elementarnog sastava uzorka putem detekcije karakteristiénog rendgenskog zracenja koje
nastaje zbog interakcije usmjerenog elektronskog snopa s atomima uzorka. Energija emitiranog
zracenja specificna je za svaki kemijski element, a kvantitativni se rezultati EDS analize izrazavaju

kao relativni maseni udjeli elemenata (wt. %) unutar analiziranog volumena (158-160).

U okviru EDS analize provedene u ovoj laboratorijskoj studiji, promjene relativnih masenih udjela
elemenata tumace se kao odraz promjena u kemijskom sastavu povrSinskih 1 subpovrsinskih slojeva
cakline 1 dentina u podrucju kontakta s restaurativnim materijalima (159,160). Povec¢anje relativnog
masenog udjela pojedinog elementa u odnosu na inicijalni sastav cakline odnosno dentina (Co, Do)
tumaci se kao potencijalna ugradnja ili nakupljanje tog elementa u dentalnom tkivu putem ionske
difuzije, ionske izmjene ili adsorpcije na mineralnu matricu (159,160). Nasuprot tomu, smanjenje
relativnog masenog udjela ne upucuje nuzno na gubitak elementa, ve¢ moze odrazavati promjene
u omjerima elemenata unutar analiziranog volumena ili njihovu redistribuciju unutar mineralne

matrice (159).

S obzirom na to da EDS analiza daje iskljucivo relativne, a ne apsolutne koncentracije elemenata,
interpretacija rezultata temelji se na usporedbi s referentnim vrijednostima 1 analizi promjena u
medusobnim odnosima medu elementima (159,160). U ovom je istraZivanju usporedba inicijalnog
sastava dentalnih tkiva s onim u podru¢jima neposrednog kontakta s restaurativnim materijalima
omogucila procjenu njihove medusobne interakcije, pri ¢emu su promjene u relativnim masenim
udjelima interpretirane kao pokazatelji potencijalne ionske razmjene 1 ugradnje elemenata u

mineralizirana dentalna tkiva.
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5.9.1. EDS mikrokemijska analiza materijala — regija M

Rezultati EDS mikrokemijske analize materijala u regiji M upucuju na to da svi ispitivani
staklenoionomerni cementi — Ketac Universal Aplicap (K), Fuji IX GP Fast (F), Equia Forte Fil
(E) 1 Glass Carbomer GlassFill (G) — tijekom vremena prolaze kroz kemijske promjene koje su u
skladu s procesom sazrijevanja i1 dinami¢nom kemijskom reorganizacijom ionski umrezene
cementne matrice, kako je detaljno opisano u radovima Nicholsona 1 suradnika o kinetici ionskog
otpustanja i maturaciji staklenoionomernih cemenata, kao i u novijim preglednim analizama

bioaktivnih obiljezja ovih materijala (127,175).

Promjene relativnih masenih udjela elemenata u regiji M nisu bile jedinstvene ni konzistentne za
sve analizirane materijale i elemente, $to je ocekivano s obzirom na visefaznu i o kemijskom
sastavu ovisnu prirodu maturacije staklenoionomernih i bioaktivnih sustava. Budu¢i da EDS
analiza daje podatke o relativnim masenim udjelima elemenata, zabiljezeni porasti ili padovi
pojedinih vrijednosti ne predstavljaju nuzno apsolutne promjene koli¢ine iona, nego mogu
odrazavati promjene u medusobnim omjerima elemenata unutar analiziranog volumena te procese
njihove kemijske redistribucije tijekom procesa maturacije, Sto je u skladu s metodoloskim
ograni¢enjima 1 interpretativnim okvirima EDS analize opisanima u pregledima Kaczmarek 1i

suradnika (181).

Na razini pojedinih elemenata udio fluora pokazivao je razliCite vremenske obrasce medu
analiziranim materijalima, uz statisticki znacajne razlike medu pojedinim parovima materijala
(Slika 13). Takvi vremenski obrasci mogu odrazavati razlike u kemijskoj dinamici cementne
matrice 1 raspolozivosti fluoridnih iona tijekom dugotrajnog sazrijevanja, pri ¢emu statisticka
znacajnost medu skupinama dobiva dodatnu interpretativnu i potencijalnu klinicku relevantnost u

Sirem kontekstu, s obzirom na ulogu fluora u remineralizacijskim procesima (127).

Udio aluminija pokazivao je statisticki znacajne razlike medu ve¢im brojem parova analiziranih
materijala, Sto odraZava razlike u kemijskom sastavu i stupnju ionskog umreZavanja cementne
matrice. S obzirom na strukturnu ulogu aluminija u staklenoionomernim cementima, ove se razlike

tumace kao dio procesa sazrijevanja matrice, a ne kao pokazatelj bioaktivnosti (175).

Promjene udjela silicija bile su varijabilne medu analiziranim materijalima, §to moZe upucivati na

kompleksnu kemijsku reorganizaciju staklene faze tijekom maturacije, u skladu s nalazima

136



Dubravka Turjanski, disertacija

Moheeta 1 suradnika, koji su opisali ionsku izmjenu silicija i drugih elemenata izmedu
staklenoionomernih cemenata i prirodnih zubnih tkiva, pri ¢emu su neke od uocenih promjena

kompatibilne s mikrostrukturnim promjenama zabiljezenima FE-SEM analizom (179).

OgraniCene promjene udjela fosfora u skladu su s dostupnom literaturom, prema kojoj fosfor u
staklenoionomernim cementima nema dominantnu ulogu u kemijskoj dinamici matrice, veé

sudjeluje u stabilnijim fosfatnim komponentama sustava (179).

Udio kalcija pokazivao je statisticki znacajne razlike medu analiziranim materijalima, Sto upucuje
na razlike u kemijskom sastavu i procesima sazrijevanja ionski umrezene cementne matrice.
Medutim, s obzirom na relativnu prirodu EDS analize i viSestruku ulogu kalcija u strukturi cementa,
vedi relativni udio kalcija u regiji M ne moze se izravno povezati s njegovom mobilnos¢u ili
bioloskim ucinkom, ve¢ se prvenstveno tumaci u kontekstu kemijske stabilizacije cementne

matrice tijekom maturacije, $to je u skladu s opazanjima Kuru i suradnika (182).

Udio stroncija pokazivao je statisti¢ki znacajne razlike medu skupinama materijala (Slika 13), §to
se moze povezati s razlikama u kemijskom sastavu cementne matrice i raspolozivosti stroncijevih
iona. Budu¢i da se stroncij u literaturi opisuje kao ion sposoban supstituirati kalcij u mineralnoj
fazi, uocene razlike, analogno fluoru, mogu imati potencijalnu biolosku i klini¢ku relevantnost u

kontekstu remineralizacijskog potencijala materijala, kako su opisali Saxena 1 suradnici (183).

Nalazi EDS analize u regiji M dodatno su potvrdeni FE-SEM analizom presjeka materijala, koja je
pokazala vremenski ovisne promjene unutarnje mikrostrukture cementne matrice. Budu¢i da FE-
SEM omogucuje uvid u morfologiju i mikrostrukturu, a EDS u relativni kemijski sastav istog
podrucja, njihova zajednicka interpretacija pruza komplementaran prikaz istodobnih kemijskih 1

strukturnih promjena tijekom sazrijevanja materijala (181,184).

Zakljucno, regija M u ovom se istraZivanju ne tumaci kao izravan pokazatelj ionske izmjene sa
zubnim tkivima, nego kao kemijska i strukturna osnova materijala koja odrazava potencijalnu

raspolozivost iona za biointerakciju u regijama sucelja s caklinom i dentinom.
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5.9.2. EDS mikrokemijska analiza sucelja materijala i cakline — regija CM

Rezultati EDS mikrokemijske analize u regiji CM upucuju na postojanje mjerljivih 1 vremenski
uvjetovanih promjena u kemijskom sastavu kontaktnog sloja cakline uza sve ispitivane materijale.
Za razliku od regije M, u kojoj promjene prvenstveno odrazavaju kemijsku reorganizaciju samog
materijala, u regiji CM uocene se promjene ocituju kao promjene relativnih masenih udjela
pojedinih elemenata u kontaktnom sloju cakline (175). Budu¢i da je analiza provedena na intaktnoj,
nedemineraliziranoj caklini, za razliku od veéine istrazivanja temeljenih na demineraliziranim
modelima, kako isticu Nicholson i Sidhu u raspravama o bioaktivnosti staklenoionomernih
cemenata (175), uoCene promjene ne mogu se tumaciti kao remineralizacijski proces, ve¢ kao
kemijska interakcija restaurativnih materijala s oCuvanim, mineraliziranim tkivom cakline (181).
Takva interakcija ukljucuje prisutnost remineralizacijskih iona u kontaktnom sloju cakline te
potencijalno moze pridonijeti povecanoj otpornosti mineralne strukture na buduce

demineralizacijske izazove (183).

Udio fluora pokazivao je trajno povisene vrijednosti u kontaktnom sloju cakline uza sve ispitivane
materijale, uz slicne vremenske obrasce tijekom razdoblja pra¢enja. Uoceni porast, s izrazenijim
vrijednostima u srednjem razdoblju 1 blagim smanjenjem u zavrS$noj fazi, moze biti kompatibilan s
dinami¢nom raspodjelom fluora unutar mineralne strukture cakline, pri ¢emu se smanjenje
relativnog udjela u kontaktnom sloju ne mora tumaciti kao njegov gubitak, ve¢ kao moguca
redistribucija u dublje slojeve (127). Sli¢ne obrasce redistribucije fluorida u mineraliziranim
zubnim tkivima opisali su 1 Saxena i suradnici, naglasavajuc¢i da takve promjene mogu imati
funkcionalno znacenje bez nuzne strukturne obnove mineralne faze (183). Statisticki znacajne
razlike medu pojedinim materijalima, potvrdene dodatnim statistickim analizama (Slika 17),
upucuju na varijabilnost u obrascima fluoridne interakcije na sucelju s caklinom, koja u klinickom
kontekstu moZe imati funkcionalnu vaznost u smislu povecane otpornosti mineralne faze na

demineralizacijske izazove (183).

Prisutnost povisenih udjela stroncija u kontaktnom sloju cakline upucuje na kemijsku interakciju
izmedu restaurativnih materijala i mineraliziranog zubnog tkiva, pri ¢emu stroncij ima posebno
znacenje zbog svoje kemijske sli¢nosti s kalcijem. Saxena i suradnici opisali su stroncij kao ion
sposoban supstituirati kalcij u apatitskoj strukturi, ¢ime stjece potencijalno funkcionalno znacenje

u mineralnoj fazi zubnih tkiva (183). U kontekstu intaktne, nedemineralizirane cakline, uocene
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promjene u udjelu stroncija ne mogu se tumaciti kao remineralizacijski proces u klasi¢nom smislu,
ve¢ kao kemijska modifikacija kontaktnog sloja cakline na sucelju s materijalom. Takva
modifikacija moze imati povoljan funkcionalni uc¢inak u smislu povecane otpornosti mineralne
strukture na demineralizacijske izazove (183), bez impliciranja strukturne obnove ili regeneracije
cakline. Nedostatak statisticki znacajnih razlika medu skupinama dodatno upucuje na to da je
uocena interakcija prvenstveno posljedica op¢ih kemijskih svojstava stroncija i1 njegove

raspoloZzivosti u sastavu materijala, a ne specifi¢cnog u¢inka pojedine formulacije.

Op¢i trend sniZenja relativnih masenih udjela kalcija 1 fosfora uocen je u kontaktnom sloju cakline
u odnosu na referentne vrijednosti, uz odredenu vremensku varijabilnost. Budu¢i da kalcij i fosfor
¢ine temeljnu mineralnu komponentu cakline, kako je detaljno opisano u fizikalno-kemijskim
analizama prirodnih zubnih tkiva (185), uoCene se promjene ne mogu tumaciti kao pokazatelj
demineralizacije ili gubitka mineralne mase, osobito s obzirom na ¢injenicu da je analiza provedena
na intaktnoj, nedemineraliziranoj caklini. S obzirom na relativnu prirodu EDS analize, smanjenje
udjela Ca i P vjerojatno odrazava promjene u medusobnim omjerima elemenata unutar analiziranog
volumena, povezane s istodobnim porastom drugih ionskih komponenti u kontaktnom sloju (181).
U tom se kontekstu promjene Ca i P tumace kao dio kemijske reorganizacije kontaktnog sloja
cakline na sucelju s restaurativnim materijalima, a ne kao bioloski relevantna promjena mineralne
strukture cakline. Nedostatak statisticki zna€ajnih razlika medu skupinama dodatno podupire
tumacenje da se radi o opfem obrascu povrSinske kemijske interakcije, neovisnom o vrsti

materijala.

Aluminij, koji nema poznatu remineralizacijsku ulogu u mineraliziranim zubnim tkivima (175), u
ovom se istraZivanju razmatra iskljucivo kao pokazatelj kemijske interakcije 1 bliskog kontakta
staklenoionomernih cemenata s mineralnom fazom cakline, bez implikacija na biolosko ojacavanje
ili obnovu mineralne strukture. Sli¢no tomu, promjene u udjelu silicija u kontaktnom sloju cakline
tumace se kao dio kemijske reorganizacije sucelja izmedu silikatne komponente restaurativnih
materijala 1 mineraliziranog zubnog tkiva, pri ¢emu se njihova prisutnost ne povezuje s
remineralizacijskim procesima (186), ve¢ s povrSinskom kemijskom interakcijom na sucelju

materijala i cakline.

Takav obrazac povrsinske ionske interakcije na sucelju staklenoionomernih cemenata i cakline u

skladu je s nalazima Moheeta 1 suradnika, koji su opisali ionsku izmjenu izmedu
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staklenoionomernih materijala i prirodnih zubnih tkiva, kao 1 s opazanjima Bezerra i suradnika o
poviSenim koncentracijama odredenih iona u caklini i dentinu uz staklenoionomerne restauracije

(179,187).

Kumulativni indeksi ionske interakcije koristeni su kao opisni pokazatelji za integrirani prikaz
maksimalnih i dugotrajnih promjena vise ionskih komponenti u kontaktnom sloju cakline. U tom
smislu, indeksi omogucuju usporedni uvid u raspolozivost i dinamiku ionskih komponenti u caklini
tijekom vremena, bez impliciranja bioloske ucinkovitosti ili klinicke prednosti pojedinih

materijala.

Sveukupno, rezultati EDS analize u regiji CM upucuju na postojanje trajne i viSekomponentne
kemijske interakcije izmedu staklenoionomernih cemenata i cakline, unato¢ njezinoj visokoj

mineraliziranosti 1 relativnoj kemijskoj stabilnosti.
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5.9.3. EDS mikrokemijska analiza sucelja materijala i dentina — regija DM

Rezultati EDS mikrokemijske analize u regiji DM upucuju na postojanje mjerljivih i vremenski
uvjetovanih promjena u kemijskom sastavu kontaktnog sloja dentina u dodiru sa svim ispitivanim
materijalima tijekom razdoblja pracenja. Budu¢i da je analiza provedena na intaktnom,
nedemineraliziranom dentinu, uocene promjene ne mogu se tumaciti kao remineralizacijski proces,
ve¢ kao kemijska interakcija restaurativnih materijala s oCuvanom mineralnom i organskom
komponentom dentina (185). Za razliku od cakline, dentin kao strukturno i kemijski heterogenije
tkivo pokazuje izrazeniju ionsku dinamiku, §to je kompatibilno s njegovom niZom razinom
mineralizacije, prisutnoS¢u organske matrice i1 dentinskih tubula, $to prema Sarna-Bo$ i

suradnicima omogucuje sloZenije 1 dinamicnije povrsSinske kemijske interakcije (185).

Relativni maseni udio fluora u kontaktnom sloju dentina bio je povisen u odnosu na inicijalni sastav
uza sve ispitivane restaurativne materijale tijekom cijelog razdoblja prac¢enja (Slika 18). Iako su
zabiljeZzene vremenske oscilacije, nije uocen jasan ni konzistentan obrazac promjena, niti su
potvrdene statisticki znacajne razlike medu materijalima, Sto upucuje na to da je fluoridna
interakcija obiljezje samog sucelja materijala 1 dentina. U kontekstu intaktnog,
nedemineraliziranog dentina, poviseni udjeli fluora ne tumace se kao remineralizacijski proces, ve¢
kao kemijska modifikacija kontaktnog sloja dentina koja moze pridonijeti pove¢anoj kemijskoj
stabilnosti mineralne faze i1 smanjenoj osjetljivosti na demineralizacijske izazove, u skladu s

opazanjima Ajcharanukul 1 suradnika o difuziji fluorida u dentinu (188).

Relativni maseni udio stroncija u kontaktnom sloju dentina bio je poviSen u odnosu na inicijalni
sastav uza sve ispitivane restaurativne materijale tijekom razdoblja pracenja, uz izraZene
vremenske oscilacije 1 bez jasno definiranog obrasca promjena (Slika 18). Unato¢ deskriptivnim
razlikama medu materijalima, statistiCke analize nisu potvrdile postojanje znaajnih razlika u
udjelu stroncija medu skupinama, §to upucuje na to da je njegova prisutnost prvenstveno obiljeZje
kemijske interakcije na sucelju materijala 1 dentina, a ne specifi¢nog sastava pojedine formulacije.
Abdalla 1 suradnici isti¢u da stroncij, zbog kemijske sli¢nosti s kalcijem, moze sudjelovati u
modifikaciji mineralne faze dentina bez nuzne strukturne obnove, §to je kompatibilno s nalazima

ovog istrazivanja (189).

Relativni maseni udjeli kalcija 1 fosfora u kontaktnom sloju dentina bili su pretezito sniZeni u

odnosu na inicijalni sastav tijekom razdoblja pracenja, uz izraZzenu vremensku varijabilnost i bez
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konzistentnog obrasca promjena (Slika 18). Izostanak statisticki znaCajnih razlika medu
materijalima upucuje na to da uocene promjene odrazavaju opcu kemijsku dinamiku sucelja, a ne
specifi¢ni u€inak pojedinog materijala. S obzirom na relativnu prirodu EDS analize i ¢injenicu da
kalcij 1 fosfor ¢ine temeljnu mineralnu komponentu dentina, smanjenje njihovih relativnih udjela
ne tumaci se kao demineralizacija, ve¢ kao dio povrSinske kemijske reorganizacije mineralne faze
kontaktnog sloja, povezane s istodobnom prisutno$¢u drugih ionskih komponenti, sto je u skladu s
interpretacijama Moheeta 1 suradnika o ionskoj izmjeni na sucelju dentina i restaurativnih

materijala (185).

Relativni maseni udjeli aluminija i silicija u kontaktnom sloju dentina bili su poviSeni u odnosu na
inicijalni sastav tijekom razdoblja pradenja, uz izrazenu vremensku varijabilnost i bez
konzistentnog obrasca promjena (Slika 18). Izostanak statisticki znacajnih razlika medu
materijalima upucuje na to da su uocene promjene obiljezje opée kemijske interakcije na sucelju
materijala i dentina. S obzirom na to da aluminjj 1 silicij nemaju izravnu remineralizacijsku ulogu
u zubnim tkivima, njihova se prisutnost tumaci kao pokazatelj kemijske reorganizacije kontaktnog
sloja dentina na granici s materijalom, bez implikacija na biolosko ojacavanje ili obnovu dentinskog

tkiva (175).

U skladu s kumulativnim indeksima definiranim za caklinu, kumulativni indeksi ionske interakcije
s dentinom primijenjeni su kao opisni alati za usporedni prikaz raspolozivosti i dinamike ionskih
komponenti tijekom vremena, bez impliciranja bioloske ucinkovitosti ili klini¢ke prednosti

pojedinih materijala.

Sveukupno, rezultati EDS analize u regiji DM upucuju na postojanje trajne i viSekomponentne
kemijske interakcije izmedu staklenoionomernih cemenata i dentina, u skladu s njegovom

strukturnom 1 kemijskom heterogenosc¢u te prisutnoS¢u mineralne 1 organske komponente.
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5.9.4. Usporedba ionske interakcije s caklinom i dentinom

Vazno je naglasiti da se rezultati ovog istrazivanja ne mogu izravno kvantitativno usporedivati s
nalazima drugih in vitro 1 in situ studija koje su ispitivale ionsku interakciju staklenoionomernih
materijala s caklinom i dentinom, s obzirom na razlike u eksperimentalnim modelima, analiti¢kim
metodama 1 nacinu izrazavanja rezultata. U dostupnoj se literaturi Cesto primjenjuju razliciti
eksperimentalni modeli 1 analiticki pristupi, uklju¢uju¢i demineralizirane modele zubnih tkiva,
razlicite vremenske tocke analize i alternativne tehnike povrSinske karakterizacije (181), dok se u
ovom istrazivanju EDS analiza temelji na relativnim masenim udjelima elemenata u intaktnim
dentalnim tkivima. Stoga se usporedba s prethodnim istraZivanjima moze provoditi isklju¢ivo na
razini op¢ih trendova i1 obrazaca ionske interakcije, dok su medusobne usporedbe izmedu regija

CM i DM unutar ovog istrazivanja metodoloski utemeljene i izravno usporedive.

U obje regije zabiljezen je porast udjela fluora, aluminija, silicija i stroncija u kontaktnim slojevima
uz restaurativne materijale, pri ¢emu su u dentinu te promjene bile izraZenije tijekom promatranog
razdoblja. Posebno je u dentinu uocena vecéa sklonost zadrzavanju fluoridnih i stroncijevih iona,
Sto upucuje na povoljnije uvjete za dugotrajniju ionsku interakciju. Caklina, iako pokazuje ionske
promjene u prisutnosti restaurativnih materijala, reagira slabijim intenzitetom u usporedbi s
dentinom, u skladu sa svojom visokom mineralizirano§¢u 1 nizom propusnoséu (185). Pad
relativnih udjela kalcija 1 fosfora zabiljezen je u obje regije, pri ¢emu je bio izrazeniji u dentinu.
Takav nalaz ne upucuje na demineralizaciju, ve¢ na promjenu relativnog kemijskog sastava
kontaktnog sloja, povezanu s ionskom izmjenom i kemijskom reorganizacijom mineralne faze

(185).

Komparativna analiza regija DM 1 CM pokazala je da u vecini ispitivanih kombinacija materijala 1
elemenata dentin pokazuje tendenciju visih relativnih masenih udjela fluora (F), aluminija (Al),
silicija (Si) 1 stroncija (Sr) u odnosu na caklinu (Tablica 11). Statisticki znacajne razlike potvrdene
su samo za pojedine kombinacije, dok za ostale uoceni trend nije dosegnuo razinu statisticke

znacajnosti.

Uocene razlike u intenzitetu ionske interakcije izmedu cakline 1 dentina mogu se objasniti njthovim
strukturnim 1 kemijskim obiljezjima. Dentin se, u odnosu na caklinu, odlikuje sitnijim kristalitima
hidroksiapatita, ve¢im udjelom organske matrice te izraZenijom propusnoscéu, sto je povezano s

njegovom tubularnom gradom i ve¢om efektivnom povrSinom (179,185). Takva strukturna
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obiljezja pogoduju difuziji i zadrzavanju ionskih komponenti iz restaurativnih materijala te
rezultiraju izrazenijom kemijskom izmjenom na sucelju s dentinom, §to je u skladu s opéim
nalazima Moheeta i1 suradnika, koji su opisali intenzivniju ionsku izmjenu izmedu
staklenoionomernih cemenata i dentina u odnosu na caklinu, kao i s opazanjima Bezerra i suradnika

o povisenim koncentracijama iona u dentinu uz staklenoionomerne restauracije (179,187).

Ovi nalazi dodatno upucuju na to da dentin, u odnosu na caklinu, predstavlja kemijski reaktivniji
supstrat u interakciji s restaurativnim materijalima, S$to opravdava potrebu za zasebnom i
diferenciranom interpretacijom ionskih interakcija na sucelju materijala s pojedinim tvrdim zubnim

tkivima.
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5.10. Sinteza nalaza klini¢kog i laboratorijskog dijela studije

Nalazi ovog istrazivanja, sagledani u cjelini, upucuju na to da uspjeh regenerativne endodontske
terapije nezrelih trajnih zuba ne proizlazi iz djelovanja jednoga izoliranog ¢imbenika, ve¢ iz
medusobno uskladenog doprinosa bioloskih, klinickih i restaurativnih komponenti terapijskog
protokola. Dobiveni rezultati konzistentno upucuju na to da se regeneracija u ovom kontekstu
ocituje kao vremenski uvjetovan i progresivan proces koji ukljucuje strukturnu maturaciju korijena,
funkcionalne pokazatelje obnove pulpnog tkiva, stabilno koronarno brtvljenje te o¢uvanje estetskih

obiljezja zuba.

Na temelju dobivenih nalaza moze se pretpostaviti da primjena modificiranog regenerativnog
protokola moze pridonijeti povoljnim klinickim i radioloskim ishodima. Uoceni obrasci cijeljenja,
razvoja korijena i funkcionalnih nalaza vitaliteta upucuju na vremenski sinkroniziran razvoj
morfoloskih 1 funkcionalnih promjena. Takva paralelna dinamika rasta i funkcionalnog oporavka
dodatno podupire pretpostavku da se u ovom istrazivanju ne radi iskljuivo o reparativnim
procesima, ve¢ o nalazima kompatibilnima s regeneracijom pulpo-dentinskoga kompleksa, uz

jasno razlikovanje osjetnog odgovora i pokazatelja prisutnosti pulpne cirkulacije.

Posebno vazan nalaz predstavlja potencijalna povezanost izmedu radioloSkih pokazatelja razvoja
korijena 1 funkcionalnih nalaza vitaliteta. Zubi s izraZzenijim produljenjem korijena, zadebljanjem
dentinskih stijenki i naprednijim apikalnim zatvaranjem ujedno su pokazivali ve¢i udio pozitivnih
funkcionalnih nalaza, ukljucujuéi pokazatelje prisutnosti pulpne cirkulacije, mjerene laser-
doplerskom floumetrijom. Ova podudarnost strukturnih i funkcionalnih pokazatelja upucuje na to
da bi se regenerativni ishod mogao interpretirati kao integrirani proces u kojem morfoloska

stabilizacija 1 funkcionalni oporavak napreduju usporedno.

U kontekstu stabilnosti regenerativnog ishoda tijekom razdoblja prac¢enja koronarno se brtvljenje
isti¢e kao izrazito vaZan ¢imbenik. U ovom su istrazivanju staklenoionomerni cementi koriSteni
kao jedini 1 definitivni koronarni ispun nakon regenerativnog postupka. Klini¢ki su nalazi tijekom
razdoblja pracenja pokazali stabilno koronarno zatvaranje, bez gubitka retencije, sekundarnog
karijesa ili diskoloracije zuba. Izostanak promjena boje zuba dodatno naglasava estetski povoljan
uc¢inak primijenjenog protokola, Sto ima osobitu vaznost u pedijatrijskoj 1 adolescentskoj

populaciji, gdje su funkcionalni i estetski ishodi neraskidivo povezani. Dobiveni nalazi upucuju na
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to da pravilno odabrani, i adekvatno primijenjeni, staklenoionomerni cementi mogu zadovoljiti

restaurativne 1 estetske zahtjeve regenerativne endodontske terapije unutar promatranog razdoblja.

Laboratorijski nalazi dodatno podupiru klinicka opazanja. FE-SEM 1 EDS analize upuc¢uju na
kontinuiranu mikrostrukturnu maturaciju restaurativnih materijala te na trajnu, viSekomponentnu
kemijsku interakciju na sucelju s tvrdim zubnim tkivima, osobito s dentinom. U tom se kontekstu
uloga restaurativnhog materijala ne svodi isklju¢ivo na mehanicko brtvljenje, ve¢ ukljucuje i
povoljnu kemijsku kompatibilnost s dentinom 1 caklinom. Takva kompatibilnost moze pridonijeti

stabilnosti suCelja materijala i zubnog tkiva te o¢uvanju povoljnih uvjeta za regenerativni proces.

Medu ispitivanim materijalima uocene su razlike u obrascima mineralne interakcije, pri cemu se
Glass Carbomer istaknuo izraZenijim i organiziranijim mineralnim odgovorom, $to je dodatno
potvrdeno FE-SEM analizom mikrostrukture. Ipak, svi analizirani staklenoionomerni cementi
pokazali su povoljna bioaktivna svojstva, §to upucuje na moguénost njihove primjene u okviru

regenerativne endodontske terapije, uz jasno definirane indikacije i protokole.

Sveukupno, rezultati ovog istraZivanja upucuju na to da primijenjeni modificirani regenerativni
protokol omogucuje uvjete kompatibilne s regeneracijom nezrelih trajnih zuba, a ne samo njihovom
stabilizacijom ili reparacijom. Modificirani protokol razmatra se kao integrirani terapijski pristup
koji objedinjuje bioloSku obnovu, funkcionalnu rehabilitaciju te estetsku i strukturnu stabilnost
zuba tijekom promatranog razdoblja. Time ovo istrazivanje pruza doprinos metodoloski
utemeljenom razumijevanju buduce klini¢ke primjene 1 daljnjeg razvoja regenerativne endodontske

terapije.
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5.11. Metodoloska ogranicenja istraZivanja i buduée smjernice

Pri interpretaciji dobivenih rezultata potrebno je uzeti u obzir odredena metodoloska ogranicenja
ovoga istrazivanja, od kojih su mnoga ve¢ detaljno razmotrena unutar pojedinih tematskih cjelina
Rasprave. U nastavku su sazeto izdvojena kljucna ogranicenja relevantna za cjelokupnu

interpretaciju nalaza.

Jedno od osnovnih ograni¢enja odnosi se na trajanje razdoblja pracenja, koje je bilo ograni¢eno na
dvanaest mjeseci nakon zavrSetka lije¢enja. lako je to razdoblje dostatno za procjenu rane klinicke
stabilnosti, inicijalnih radioloskih promjena i funkcionalnih ishoda tijekom prve godine, ono ne
omogucuje pouzdanu procjenu dugoro¢ne stabilnosti regenerativnog odgovora, trajnosti vitaliteta

niti postojanosti strukturnih promjena korijena.

Metodolosko ograni¢enje predstavlja i nerandomizirani dizajn istrazivanja te uporaba povijesne
kontrolne skupine lije¢ene postupkom apeksifikacije kalcijevim hidroksidom. lako je takav pristup
bio eticki i klinicki opravdan te je omogucio usporedbu suvremenog regenerativnog protokola s
dugogodis$njim standardom lijeCenja, ne moze se u potpunosti iskljuciti moguénost utjecaja razlika

u nacinu prikupljanja i dokumentiranja podataka izmedu skupina.

Takoder, neuskladenost vremenskih tocaka radioloSkog pracenja izmedu eksperimentalne 1i
kontrolne skupine ograni¢ava moguénost usporedbe rane dinamike promjena, pri ¢emu je
usporedba temeljena ponajprije na ukupnom opsegu i smjeru morfoloskih promjena. Medutim, s
obzirom na ograni¢en opseg radioloSkih promjena zabiljeZenih u kontrolnoj skupini, ovakav
pristup pracenju nije bitno umanjio interpretativnu vrijednost usporedbe u okviru postavljenih

ciljeva istrazivanja.

Veli¢ina 1 struktura uzorka dodatno ograni¢avaju opseg statistickih analiza 1 mogucnost
generalizacije rezultata. IstraZivanje je provedeno na relativno homogenoj populaciji djece i1
adolescenata s nezrelim trajnim zubima, $to jest u skladu s indikacijama za regenerativnu
endodontsku terapiju, ali istodobno ne omogucuje procjenu utjecaja dobi kao neovisnog ¢imbenika

niti izravnu primjenjivost rezultata na starije dobne skupine ili zrele trajne zube.

Radioloska evaluacija temeljila se na standardiziranoj dvodimenzionalnoj periapikalnoj
radiografiji, koja predstavlja klinicki prihvatljiv i sigurnosno opravdan alat za longitudinalno

pracenje, osobito u pedijatrijskoj populaciji. Medutim, takav pristup ne omogucuje
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trodimenzionalnu ni volumetrijsku analizu, niti diferencijaciju vrste novonastalog mineraliziranog
tkiva. Izostanak CBCT-a i histoloske analize stoga onemogucuje potvrdu regenerativnih ishoda na
tkivnoj razini, zbog cega se dobiveni nalazi interpretiraju isklju¢ivo kao pokazatelji regenerativno
orijentiranoga bioloskog odgovora, a ne kao dokaz potpune histoloske regeneracije pulpo-

dentinskoga kompleksa.

Ogranicenja se odnose i na procjenu vitaliteta pulpe. Klini¢ki testovi osjeta odrazavaju funkcionalni
odgovor neuralnih elemenata, ali ne omogucuju izravnu procjenu pulpne cirkulacije. Primjena
laser-doplerske floumetrije u kvalitativnom obliku omogucila je detekciju prisutnosti ili odsutnosti
perfuzije, ali ne i kvantitativnu analizu intenziteta cirkulacije, niti detaljnu hemodinamsku

karakterizaciju novonastalog tkiva.

Procjena estetskih ishoda, ukljucuju¢i diskoloraciju zuba, temeljila se na klinickoj vidljivosti bez
primjene instrumentalnih metoda. Takav pristup ne omogucuje detekciju suptilnih promjena boje

koje nisu klini¢ki uocljive, ali bi mogle biti mjerljive instrumentalnim metodama.

Laboratorijski dio istrazivanja takoder nosi svojstvena metodoloska ograni¢enja. FE-SEM 1 EDS
analize omoguc¢ile su detaljan uvid u mikrostrukturne i povrSinske kemijske promjene
staklenoionomernih cemenata, ali ne omoguéuju izravnu identifikaciju kristalografske prirode
struktura, kemijskog stanja iona niti razlu¢ivanje povrsinske adsorpcije od dublje integracije u
mineralnu strukturu zubnih tkiva. Interpretacija laboratorijskih nalaza stoga se temelji na

kombinaciji morfoloskih opazanja, relativnih promjena i dostupnih literaturnih podataka.

Unato¢ navedenim ograni¢enjima, longitudinalni dizajn, jasno definirani protokoli, konzistentni
klini¢ki 1 radioloski nalazi te integracija klini¢kih 1 laboratorijskih metoda pruzaju ¢vrst temelj za

interpretaciju rezultata u okviru postavljenih ciljeva istrazivanja.

Buduca istrazivanja trebala bi obuhvatiti vece 1 heterogenije uzorke te dulja razdoblja pracenja,
kako bi se omogucila pouzdanija procjena regenerativnih ishoda. Nadalje, primjena naprednijih
radioloskih 1 bioloSkih metoda, ondje gdje je to opravdano, mogla bi pridonijeti preciznijoj

karakterizaciji procesa unutar regenerativne endodontske terapije.

Uklju€ivanje usporednih restaurativnih 1 regenerativnih protokola — ukljucujuci 1 varijante

modificiranih pristupa poput onoga primijenjenog u ovom istrazivanju — kao 1 kvantitativna analiza
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pulpne cirkulacije 1 bioloskih interakcija materijala, moglo bi omoguciti dublje razumijevanje

mehanizama koji odreduju dugorocni uspjeh regenerativne endodontske terapije.
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Na temelju dobivenih rezultata, uzimajuc¢i u obzir metodoloska ograni¢enja ovog istrazivanja,

mogu se donijeti sljedec¢i zakljucci:

1.

10.

Modificirani regenerativni protokol predstavlja klinicki sigurnu i prihvatljivu terapijsku opciju

za lije¢enje mladih trajnih zuba s nekroticnom pulpom i nezavrSenim razvojem korijena.

Tijekom dvanaestomjesecnog pracenja u eksperimentalnoj skupini nije zabiljezen gubitak

zuba ni klinicki znakovi terapijskog neuspjeha.

U usporedbi s konvencionalnom apeksifikacijom kalcijevim hidroksidom, modificirani

regenerativni protokol bio je povezan sa statisticki znacajnim produljenjem korijena.

U usporedbi s kontrolnom skupinom, modificirani regenerativni protokol bio je povezan sa

statisticki znacajnim zadebljanjem dentinskih stijenki.

U usporedbi s kontrolnom skupinom, modificirani regenerativni protokol bio je povezan sa

statisticki znaCajnim apikalnim zatvaranjem.

U zubima lijjeCenima modificiranim regenerativnim protokolom zabiljezen je visok udio

pozitivnih odgovora na klini¢ke testove osjeta.

Laser-doplerska floumetrija pokazala je prisutnost detektabilne pulpne cirkulacije u 93 %

analiziranih sluc¢ajeva.

Povezanost radioloskih i funkcionalnih nalaza upucuje na prisutnost regenerativno

orijentiranog odgovora pulpo-dentinskoga kompleksa.

Prema modificiranim USPHS kriterijima staklenoionomerni cementi koriSteni za koronarno

brtvljenje pokazali su stabilna funkcionalna i estetska svojstva.

FE-SEM analiza pokazala je vremenski ovisnu mikrostrukturnu  maturaciju

staklenoionomernih cemenata, obiljeZenu postupnom homogenizacijom matrice.
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11. Glass Carbomer pokazao je izrazeniji razvoj mikrostrukturnih promjena mineralnoga

karaktera u odnosu na ostale ispitivane materijale.

12. Nalazi EDS analize upucuju na postojanje ionske kemijske interakcije analiziranih materijala

s caklinom 1 dentinom.

13. Izostanak klinicki vidljive diskoloracije zuba potvrduje estetsku prihvatljivost modificiranog

regenerativnog protokola.

14. Rezultati ovog istrazivanja upucuju na to da primijenjeni modificirani regenerativni protokol

tijekom promatranog razdoblja ostvaruje u¢inak koji nadilazi isklju¢ivo reparativni odgovor.
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9. PRILOZI



PRILOG A

Detaljni rezultati EDS analize i statisticke obrade podataka — regija M

Tablica Al. Maseni udjeli elemenata (wt. %) F, Al, Si, P, Ca i Sr u regiji M za materijale K, F, E
1 G nakon 1 tjedna te nakon 6 i 12 mjeseci maturacije; prema Turjanski i sur. (161)

Regija M F Al Si P Ca Sr Ostalo
K1 10,12 9,97 14,07 1,85 0,60 15,83 47,56
K6 10,58 10,45 14,17 2,20 1,18 15,76 45,66
K12 12,42 9,67 12,16 2,01 0,69 15,21 47,84
F1 11,10 12,44 12,70 2,33 1,36 19,10 40,97
Fé6 14,78 11,26 11,02 2,88 2,46 16,81 40,79
F12 12,04 11,44 11,33 2,40 0,99 19,27 43,53
El 14,74 12,44 12,91 2,46 1,28 11,80 44,37
E6 19,19 11,79 11,25 2,22 1,50 10,43 40,62
E12 21,08 10,96 9,62 2,05 0,68 10,24 45,37
Gl 13,24 9,12 9,02 3,48 2,89 16,08 46,17
Go6 8,36 9,88 16,02 2,55 3,58 8,88 50,73

GI12 12,25 8,53 12,33 2,35 2,18 7,98 54,38



Tablica A2. Aritmeticke sredine (AS), standardne devijacije (SD) 1 95-postotni intervali
pouzdanosti (CI) za masene udjele (wt. %) elemenata F, Al, Si, P, Ca i Sr u materijalima K, F, E 1
G uregiji M tijekom 12-mjesecnog razdoblja pracenja; prema Turjanski i sur. (161)

Regija M Element  AS (wt. %) SD D°;’;§g‘;‘°a Gorgnsj?,/ogrg;' fea
F 11,04 1,22 10,12 12,42
Al 10,03 0,39 9,67 10,45
Si 13,47 1,13 12,16 14,17
K P 2,02 0,18 1,85 2,20
Ca 0,82 0,31 0,60 1,18
St 15,60 0,34 15,21 15,83
F 12,64 1,91 11,10 12,78
Al 11,71 0,64 11,26 12,84
Si 11,68 0,89 11,02 12,70
F p 2,54 0,30 233 2,88
Ca 1,60 0,76 0,99 2,46
St 18,39 1,37 16,81 19,27
F 18,34 3,26 14,78 21,90
Al 11,73 0,74 10,95 12,51
Si 11,26 1,65 9,62 12,90
E p 2,4 0,21 2,05 2,42
Ca 1,15 0,42 0,68 1,62
Sr 10,82 0,85 10,24 11,80
F 11,28 2,58 8,36 14,20
Al 9,18 0,68 8,53 9,83
Si 12,46 3,50 9,02 15,90
G P 2,79 0,60 235 3,48
Ca 2,88 0,70 2,18 3,58

Sr 10,98 4,44 7,98 16,08



Tablica A3. StatistiCka dijagnostika izvornih podataka za regiju M

Parametar / Element

ANOVA p-vrijednost

jednakost aritmetickih sredina
Cohenov f

snaga testa

normalnost (Shapiro—Wilk)
homogenost varijanci (Levene)
preporucen Kruskal-Wallisov test

preporucena bootstrap analiza

F

0,0172

Ne
2,62
1,00

Al

0,0002

Ne

3,726

1,00

Si

0,5985

Da
0,865
0,486

P
0,1244
Da
1,709
0,979



Tablica A4. Tukeyjev HSD post hoc test — razlike aritmetickih sredina masenih udjela elemenata
s 95-postotnim intervalima pouzdanosti (CI) u regiji M, izracunane kao prosjeci svih vremenskih

tocaka tijekom 12-mjese¢nog razdoblja pracenja

Element Materijal1 Materijal 2 Razlika AS

-5,6967
-7,0533
-7,2967
-1,3567
-1,6000
-0,2433
-0,0167
-2,5533
-1,7000
-2,5367
-1,6833
0,8533
0,4233
1,1967
2,2067
0,7733
1,7833
1,0100
0,2933
0,5500
-0,2233
0,2567
-0,5167
-0,7733
0,4500
1,7300
-0,3300
1,2800
-0,7800
-2,0600
7,5700
0,1567
4,7767
-7,4133
-2,7933
4,6200

les]

Al

Si

Ca

Sr

Il e s M os B eo A W B oI e s Bl o M oo A > R o Bl e s M o= B e o A p W > e >Rl v s i oo B e AN p W > T o Bl o s B oo B e A Mo e o Rl o s Bl o
AN QARQER ARQARQE ARQARQO ARAARAQAQT AARAORQTAARQARAQ™

Q

1 StatistiCka znacajnost (Tukeyjev HSD post hoc test): * p < 0,05; ** p < 0,01

95 % CI
(donja)
-11,8823
-13,2390
-13,4823
-7,5423
-7,7856
-6,4290
-1,6534
-4,1900
-3,3367
-4,1734
-3,3200
-0,7834
-4,9750
-4,2017
-3,1917
-4,6250
-3,6150
-4,3883
-0,6552
-0,3985
-1,1719
-0,6919
-1,4652
-1,7219
-1,0703
0,2097
-1,8503
-0,2403
-2,3003
-3,5803
1,3773
-6,0360
-1,4160
-13,6060
-8,9860
-1,5727

95 % CI
(gornja)
0,4890
-0,8677
1,110
4,8290
4,5856
5,9423
1,6200
-0,9166
-0,0633
-0,9000
-0,0466
2,4900
5,8217
6,5950
7,6050
6,1717
7,1817
6,4083
1,2419
1,4985
0,7252
1,2052
0,4319
0,1752
1,9703
3,2503
1,1903
2,8003
0,7403
-0,5397
13,7627
6,3493
10,9693
-1,2207
3,3993
10,8127

p-vrijednost

0,0715
0,0267
0,0225
0,8934
0,8398
0,9992
1,0000
0,0046
0,0420
0,0048
0,0440
0,3969
0,9940
0,8905
0,5827
0,9660
0,7226
0,9295
0,7590
0,3167
0,8726
0,8217
0,3634
0,1151
0,7811
0,0270
0,8961
0,1021
0,4093
0,0106
0,0187
0,9998
0,1401
0,0208
0,5091
0,1567

%

%

ek

*

kk

kk



Tablica AS. Kruskal-Wallisov test — usporedba masenih udjela elemenata u regiji M, temeljem
prosjeka svih vremenskih tocaka tijekom 12-mjeseCnog pracenja

Element Test statistika p-vrijednost Statisticki znac¢ajna razlika
F 6,9310 0,0741 Ne
Al 2,7403 0,4334 Ne
P 2,2137 0,5299 Ne
Ca 5,6101 0,1326 Ne
Sr 5,0102 0,1705 Ne

Tablica A6. Bootstrap analiza — razlike medijana masenih udjela silicija (Si) izmedu parova
materijala u regiji M

Element Matirijal Mat;rijal Izv:::;j;::lz;ika Boo:legipj :::;lika 95 % CI Sztl‘giés:;léll;i
K F 2,74 2,74 [-0,54...3,15] Ne
K E 2,82 2,82 [-0,75...4,55] Ne
) K G 1,74 1,74 [-3,86...5,15] Ne
St F E 0,08 0,08 [-1,89...3,08] Ne
F G -1,00 -1,00 [-5,00...3,68] Ne
E G -1,08 -1,08 [-6,40...3,89] Ne



PRILOG B
Detaljni rezultati EDS analize i statisticke obrade podataka — regija CM

Tablica B1. Maseni udjeli (wt. %) 1 standardne devijacije (SD) elemenata F, Al, Si, P, Ca i1 Sr
u regiji CM za materijale K, F, E 1 G nakon 1 tjedna te nakon 6 i 12 mjeseci maturacije; inicijalni
sastav cakline (Co) prikazan je kao referentna vrijednost. Prema Turjanski i sur. (161)

CM F Al Si P Ca Sr Ostatak

Co 0,18+0,21 0,04+0,08 0,24+0,02 1795+0,29 33,27+0,87 1,12+£0,20 47,29+0,95
Kl 091+0,13 0,59+0,14 085+025 17,28+0,82 31,27+1,28 2,77+0,44 46,33 +1,74
K6 1,27+0,06 0,53+0,05 0,88+0,13 16,15£0,62 26,31+0,44 2,11+040 52,77+1,30
K12 0,77+0,28 0,69+0,27 0,87+0,58 1524+0,95 30,86+7,78 4,19+125 4737+6,97
F1 0,50+0,09 022+021 0,50+0,37 16,97+0,49 29,24+394 2,12+0,39 50,46+4,03
F6 3,58+0,32  1,03+£0,55 1,14+0,57 16,54+£0,54 29,12+0,19 3,22+0,94 4537+ 1,01
F12 1,99+1,06 1,33+043 0,67+0,17 16,97+0,93 28,77+6,95 3,69+1,11 46,59+527
El 0,57+0,23 031+0,11 029+0,02 18,17+0,75 33,75+0,89 1,36+0,04 45,54+1,59
E6 2,87+0,68 0,74+0,09 0,54=+0,11 17,11+£0,18 29,13+£0,41 198+0,10 47,64+0,97
E12 2,11+0,37 1,22+0,36 0,62+0,27 16,58+0,54 30,67+0,97 2,34+0,23 46,45+0,31
Gl 243+242 1,37+124 1,32+1,10 1391+426 21,84+9,17 437+295 54,77+6,99
G6 293+243  0,59+0,40 1,37+£0,90 17,71+1,03 36,38+5,86 2,34+0,48 39,65+5,92
Gl12 2,39+0,84 3,02+1,30 4,82+1,79 13,00£1,47 23,17+£2,99 3,60+1,31 49,99+1,18



Tablica B2. Aritmeticke sredine (AS), standardne devijacije (SD) i 95-postotni intervali
pouzdanosti (CI) za masene udjele (wt. %) elemenata F, Al, Si, P, Ca i Sr u materijalima K, F, E 1
G tijekom 12-mjesecnog razdoblja pracenja — regija CM; prema Turjanski i sur. (161)

CM Element AS (wt. %) SD 95 % CI (donja) 95 % CI (gornja)
F 0,98 0,26 0,34 1,62
Al 0,60 0,08 0,40 0,80
Si 0,87 0,02 0,83 0,90
K P 16,22 1,02 13,68 8,76
Ca 29,48 2,75 22,64 36,32
Sr 2,12 0,64 0,53 3,71
F 2,02 1,54 -1,80 5,85
Al 0,86 0,57 -0,57 2,29
. Si 0,77 0,33 -0,05 1,59
P 16,83 0,25 16,21 17,44
Ca 29,04 0,24 28,44 29,65
Sr 3,01 0,80 1,03 5,00
F 1,85 1,17 -1,06 4,76
Al 0,69 0,36 -0,20 1,58
Si 0,51 0,21 -0,01 1,04
E P 16,99 1,27 13,83 20,16
Ca 31,14 2,37 25,26 37,02
Sr 2,21 0,80 0,23 4,19
F 2,58 0,30 1,84 3,33
Al 1,66 1,24 -1,42 4,74
Si 2,38 2,12 -2,88 7,64
G P 15,64 2,41 9,66 21,62
Ca 27,13 8,04 7,16 47,10

Sr 3,44 1,03 0,89 5,99



Tablica B3. Statisticka dijagnostika izvornih podataka za regiju CM

Parametar / Element F Al Si P Ca Sr
ANOVA p-vrijednost 0,3250 0,3126 0,2174 0,6707 0,7445 0,1139
jednakost srednjih vrijednosti Da Da Da Da Da Da
Cohenov f 0,712 0,724 0,832 0,448 0,396 1,012
snaga testa 0,343 0,354 0,454 0,156 0,131 0,627
normalnost (Shapiro—Wilk) Da Ne Ne Da Da Da
homogenost varijanci (Levene) Da Da Da Da Da Da
preporucen Kruskal-Wallisov test Ne Da Da Ne Ne Ne
preporucena bootstrap analiza Da Da Da Da Da Da

Tablica B4. Kruskal-Wallisov test — usporedba masenih udjela elemenata u regiji CM, temeljem
prosjeka svih vremenskih tocaka tijekom 12-mjesecnog praéenja

Element Test statistika p-vrijednost Statisticki znacajna razlika
Al 2,7403 0,4334 Ne
Si 7,2051 0,0656 Ne



Tablica BS. Tukeyjev HSD post hoc test — razlike aritmetickih sredina masenih udjela elemenata
s 95-postotnim intervalima pouzdanosti (CI) u regiji CM, izraCunane kao prosjeci svih vremenskih
tocaka tijekom 12-mjese¢nog razdoblja pracenja

Element  Materijal 1 Materijal2  Razlika AS 95 % C1 95 % CL  p-vrijednost
(donja) (gornja)
E F 0,1733 -2,4094 2,7560 0,9962
E G 0,7333 -1,8494 3,3160 0,8008
F E K -0,8667 -3,4494 1,7160 0,7135
F G 0,5600 -2,0227 3,1427 0,8964
F K -1,0400 -3,6227 1,5427 0,5936
G K -1,6000 -4,1827 0,9827 0,2696
E F 0,1700 -1,6805 2,0205 0,9905
E G 0,9700 -0,8805 2,8205 0,3928
Al E K -0,0867 -1,9371 1,7638 0,9987
F G 0,8000 -1,0505 2,6505 0,5413
F K -0,2567 2,1071 1,5938 0,9689
G K -1,0567 -2,9071 0,7938 0,3280
E F 0,2567 -2,5612 3,0745 0,9907
E G 1,8667 -0,9512 4,6845 0,2252
Si E K 0,3533 -2,4645 3,1712 0,9766
F G 1,6100 -1,2078 44278 0,3275
F K 0,0967 22,7212 2,9145 0,9995
G K -1,5133 -4,3312 1,3045 0,3741
E F -0,1667 -3,9827 3,6494 0,9989
E G -1,3533 -5,1694 2,4627 0,6796
p E K -0,7700 -4,5860 3,0460 0,9140
F G -1,1867 -5,0027 2,6294 0,7561
F K -0,6033 -4,4194 3,2127 0,9553
G K 0,5833 -3,2327 4,3994 0,9593
E F -2,0967 -13,6324 9,4391 0,9347
E G -4,0100 -15,5458 7,5258 0,6921
Ca E K -1,6600 -13,1958 9,8758 0,9656
F G -1,9133 -13,4491 9,6224 0,9490
F K 0,4367 -11,0991 11,9724 0,9993
G K 2,3500 29,1858 13,8858 0,9118
E F 0,7467 -1,4654 2,9588 0,7100
E G 1,1733 -1,0388 3,3854 0,3837
Sr E K -0,1433 -2,3554 2,0688 0,9966
F G 0,4267 -1,7854 2,6388 0,9236
F K -0,8900 -3,1021 1,3221 0,5942
G K -1,3167 -3,5288 0,8954 0,2977



Tablica B6. Bootstrap analiza razlika medijana medu skupinama materijala — regija CM

Materijal Materijal Izvorna razlika Bootstrap razlika 95 % CI 95 % CI

Element 1 2 medijana medijana (donja)  (gornja)
K F -1,08 -1,08 -2,81 0,77
K E -1,20 -1,20 -2,10 0,70
F K Gt -1,52 -1,52 -2,16 1,12
F E -0,12 -0,12 -2,37 3,01
F G -0,44 -0,44 -2,43 1,19
E G -0,32 -0,32 -2,36 0,48
K F -0,44 -0,44 -0,80 0,4,
K E -0,15 -0,15 -0,49 0,38
Al K G -0,78 -0,78 -2,49 0,10
F E 0,29 0,29 -0,80 1,02
F G -0,34 -0,34 -2,80 0,74
E G -0,63 -0,63 -2,71 0,43
K F 0,20 0,20 -0,29 0,38
K Ef 0,33 0,33 0,14 0,59
Si K G -0,45 -0,45 -3,97 0,12
F E 0,13 0,13 -0,21 0,85
F G -0,65 -0,65 -4,32 0,14
E Gt -0,78 -0,78 -4,53 0,29
K F -0,82 -0,82 -1,73 0,74
K E -1,13 -1,13 -2,86 1,68
P K G -0,06 -0,06 -2,47 4,28
F E -0,31 -0,31 -1,56 1,37
F G 0,76 0,76 -1,17 3,97
E G 1,07 1,07 2,11 5,10
K F 1,74 1,74 -2,93 2,50
K E 0,32 0,32 -7,44 2,14
Ca K G 7,69 7,69 -10,07 9,43
F E -1,42 -1,42 -4,98 0,11
F G 5,95 5,95 -7,61 7,40
E G 7,37 7,37 -7,25 11,91
K F -1,11 -1,11 -2,20 0,64
K E 0,13 0,13 -0,85 1,41
Sr K G -1,50 -1,50 -2,88 0,43
F E 1,24 1,24 -0,21 2,33
F G -0,39 -0,39 -2,24 1,35
E G -1,63 -1,63 -3,01 0,00

1 Statisticki znaCajna razlika medu skupinama materijala prema bootstrap analizi (95 % CI ne ukljucuje nulu).



PRILOG C

Detaljni rezultati EDS analize i statisticke obrade podataka — regija DM

Tablica C1. Maseni udjeli (wt. %) 1 standardne devijacije (SD) elemenata F, Al, Si, P, Ca i Sr
u regiji DM za materijale K, F, E 1 G nakon 1 tjedna te nakon 6 i 12 mjeseci maturacije; inicijalni
sastav dentina (Do) prikazan je kao referentna vrijednost. Prema Turjanski i sur. (161)

DM
Do
K1
K6
K12
F1
Fé6
F12
El
E6
El12
Gl
G6
Gl12

F
0,49 + 0,19
4,88+ 0,83
1,99 + 0,26
2,75+ 1,16
1,49+ 0,28
6,16+ 1,41
4,01+0,91
6,10 % 1,54
23,75 + 1,49
3,48 + 0,62
2,00 = 0,22
3,07+ 0,65
4,47 +0,59

Al
0,00 £ 0,00
3,40 £2,01
1,14+ 1,15
3,40+£0,72
0,54 +£0,14
0,62 + 0,49
4,16 +0,79
2,81 +0,66
8,38+ 1,07
1,58 £1,16
0,98 £0,15
2,67 +0,88
5,23 +1,53

Si
0,26 + 0,08
2,77+ 2,01
1,33+ 1,37
4,80+ 2,41
0,33 0,03
0,39 + 0,49
2,51+ 1,36
1,94+ 0,58
6,05 + 0,63
0,56 + 0,35
0,86 + 0,24
2,68+ 1,16
6,57 % 1,60

p
15,43 + 0,46
12,91 + 1,05
13,41 +0,68
11,30 +2,73
15,78 + 0,83
13,86 + 1,99
13,28 + 1,00
13,70 + 1,05
4,96+ 1,33
15,10+ 0,21
15,66 + 0,66
13,56 + 0,65
10,12 + 1,36

Ca
24,25 +1,98
17,52 £ 0,94
15,54 £ 2,64
16,63 £ 5,09
24,48 £3,19
21,82 +3,49
19,80 £ 3,09
19,90 £ 1,12

3,16 £ 1,41
22,46 £ 2,66
27,45+1,21
19,15+ 0,86
12,21 £3,28

Sr
1,20+ 0,18
7,70 £ 3,35
3,49 +£2.26
9,79 £2,12
3,07 +£0,94
3,47+ 1,72
9,02 +0,20
5,73 +£091
6,31 £0,04
4,26+ 1,41
6,14+ 0,28
5,75+ 0,65
6,70 £ 0,64

Ostatak
59,39 +£2.23
50,83 £ 6,21
63,10 £ 4,44
51,31 £4,07
54,30 +4,23
53,67 +2,81
4722 +2,31
49,84 + 1,52
47,41 £0,41
52,57+ 6,41
46,91 + 1,37
53,11 +3,37
54,71 £ 0,30



Tablica C2. Aritmeticke sredine (AS), standardne devijacije (SD) 1 95-postotni intervali
pouzdanosti (CI) za masene udjele (wt. %) elemenata F, Al, Si, P, Ca i Sr u materijalima K, F, E 1
G tijekom 12-mjesecnog razdoblja pracenja — regija DM; prema Turjanski i sur. (161)

DM Element AS (wt. %) SD 95% CI (donja) 95% CI (gornja)
F 3,21 1,50 -0,51 6,93
Al 2,65 1,30 -0,59 5,89
K Si 2,97 1,74 -1,36 7,30
P 12,54 1,10 9,80 15,28
Ca 16,56 0,99 14,10 19,03
Sr 5,66 2,11 0,42 10,90
F 3,89 2,34 -1,92 9,69
Al 1,77 2,07 -3,36 6,91
Si 1,08 1,24 -2,01 4,16
F P 14,31 1,31 11,06 7,56
Ca 22,03 2,35 16,20 27,86
Sr 5,19 3,33 -3,08 13,45
F 11,11 11,02 -16,28 38,50
Al 4,26 3,62 -4,74 13,26
B Si 2,85 2,86 -4,24 9,94
P 11,25 5,49 -2,40 24,90
Ca 15,17 10,48 -10,87 41,21
Sr 5,43 1,06 2,81 8,06
F 3,18 1,24 0,10 6,26
Al 2,96 2,14 -2,36 8,28
G Si 3,37 2,92 3,88 10,62
P 13,11 2,80 6,17 20,06
Ca 19,60 7,63 0,65 38,56

St 6,20 0,48 5,01 7,38



Tablica C3. StatistiCka dijagnostika izvornih podataka za regiju DM

Parametar / Element F Al Si P Ca Sr
ANOVA p-vrijednost 0,3213 0,6702 0,6417 0,7104 0,6042 0,9382
jednakost srednjih vrijednosti da da da da da da
Cohenov f 0,715 0,449 0,468 0,421 0,494 0,223
snaga testa 0,346 0,156 0,167 0,142 0,181 0,074
normalnost (Shapiro—Wilk) da ne ne da da da
homogenost varijanci (Levene) da da da da da da
preporucen Kruskal-Wallisov test ne da da ne ne ne
preporucena bootstrap analiza ne ne ne ne ne ne

Tablica C4. Kruskal-Wallisov test — usporedba masenih udjela elemenata u regiji DM, temeljem
prosjeka svih vremenskih tocaka tijekom 12-mjesecnog praéenja

Element Test statistika p-vrijednost Statisticki znac¢ajna razlika

Al 1,6725 0,6431 ne
Si 3,3590 0,3395 ne



Tablica CS. Tukeyjev HSD post hoc test — razlike aritmetickih sredina masenih udjela elemenata
s 95-postotnim intervalima pouzdanosti (CI) u regiji DM, izracunane kao prosjeci svih vremenskih
tocaka tijekom 12-mjese¢nog razdoblja pracenja

Element Materijal1  Materijal 2 Razlika AS 93 %.CI 95 % C I p-vrijednost
(donja) (gornja)
E F -7,2233 0,4560 -22,1744 7,7278
E G -7,9300 0,3837 -22,8811 7,0211
F E K -7,9033 0,3863 -22,8544 7,0478
F G -0,7067 0,9987 -15,6578 14,2444
F K -0,6800 0,9988 -15,6311 14,2711
G K 0,0267 1,0000 -14,9244 14,9778
E F -2,4833 0,6157 -8,8458 3,8791
E G -1,2967 0,9117 -7,6591 5,0658
Al E K -1,6100 0,8480 -7,9725 4,7525
F G 1,1867 0,9301 -5,1758 7,5491
F K 0,8733 0,9698 -5,4891 7,2358
G K -0,3133 0,9985 -6,6758 6,0491
E F -1,7733 0,7840 -7,7993 4,2526
E G 0,5200 0,9921 -5,5059 6,5459
Si E K 0,1167 0,9999 -5,9093 6,1426
F G 2,2933 0,6331 -3,7326 8,3193
F K 1,8900 0,7515 -4,1359 7,9159
G K -0,4033 0,9962 -6,4293 5,6226
E F 3,0533 0,6611 -5,3122 11,4189
E G 1,8600 0,8896 -6,5055 10,2255
P E K 1,2867 0,9586 -7,0789 9,6522
F G -1,1933 0,9664 -9,5589 7,1722
F K -1,7667 0,9032 -10,1322 6,5989
G K -0,5733 0,9960 -8,9389 7,7922
E F 6,8600 0,6035 -10,4144 24,1344
E G 4,4300 0,8430 -12,8444 21,7044
Ca E K 1,3900 0,9935 -15,8844 18,6644
F G -2,4300 0,9677 -19,7044 14,8444
F K -5,4700 0,7463 -22,7444 11,8044
G K -3,0400 0,9402 -20,3144 14,2344
E F -0,2467 0,9988 -5,6131 5,1197
E G 0,7633 0,9667 -4,6031 6,1297
Sr E K 0,2267 0,9990 -5,1397 5,5931
F G 1,0100 0,9284 -4,3564 6,3764
F K 0,4733 0,9915 -4,8931 5,8397
G K -0,5367 0,9878 -5,9031 4,8297



PRILOG D

Obrazac informiranog pristanka

Stomatoloski fakultet SveuciliSta u Zagrebu
Zavod za djecju i preventivnu stomatologiju
Gunduli¢eva 5, 10 000 Zagreb

Tel.: +385 (0)1 4802 110

INFORMIRANI PRISTANAK

Pristajem da dijete ,

rodeno , Ciji sam roditelj/staratelj,

sudjeluje u istrazivanju pod naslovom:
Primjena trombocitima obogacenoga fibrina u revaskularizaciji mladih trajnih zuba

te izjavljujem da sam upoznat/a sa svrhom istraZivanja i na¢inom na koji ¢e dijete u njemu
sudjelovati. Suglasan/na sam s uporabom dobivenih podataka u znanstvene, stru¢ne i obrazovne

svrhe, pri ¢emu identitet djeteta nece biti objavljen.

Potvrdujem da sam imao/la moguénost postavljanja pitanja, da sam dobio/la zadovoljavajuce
odgovore te da sam sve navedene informacije razumio/la.

Svojevoljno pristajem na sudjelovanje djeteta u ovom istrazivanju.

Ime i prezime roditelja/staratelja:

Potpis:

Mjesto 1 datum:




PRILOG E

Pisane informacije za pacijente (ispitanike)

Stomatoloski fakultet Sveucilista u Zagrebu
Zavod za djecju i preventivnu stomatologiju
Gunduli¢eva 5, 10 000 Zagreb

Tel.: +385 (0)1 4802 110

INFORMACIJA ZA ISPITANIKE

PoStovani pacijenti, roditelji, skrbnici i zakonski zastupnici,

bilo bi nam drago da se odazovete pozivu i sudjelujete u istrazivanju koje ima za cilj ispitati

primjenu bioloskog postupka u lije¢enju mladih trajnih zuba s nezavrSenim razvojem korijena.

Istrazivanje pod naslovom:
Primjena trombocitima obogacenoga fibrina u revaskularizaciji mladih trajnih zuba

provodi se u sklopu doktorske disertacije dr. med. dent. Dubravke Turjanski, specijalizantice
Zavoda za djecju 1 preventivnu stomatologiju KBC-a Zagreb, pod mentorstvom prof. dr. sc.
Domagoja Glavine, redovitog profesora u trajnom zvanju na istom Zavodu Stomatoloskog

fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. IstraZivanje ¢e obuhvatiti oko 50 pacijenata.

Cilj ovog postupka je ispitati u¢inkovitost metode revaskularizacije mladih trajnih zuba s avitalnom
pulpom koriStenjem vlastitog krvnog pripravka bez dodatka ikakvih tvari, §to ga ¢ini sigurnim za
primjenu u klini¢koj praksi. PRF je prirodni krvni pripravak bogat ¢imbenicima koji poticu stanice

da se umnazaju, razvijaju i usmjeravaju prema mjestu gdje su potrebne za obnovu ostecenog tkiva.

Kod mladog trajnog zuba ¢ija je pulpa izgubila vitalnost dolazi do prekida rasta i razvoja korijena.
Takav zub postaje oslabljen, nestabilan i sklon lomovima, a klasi¢nim terapijskim postupcima ga
nije moguée u potpunosti 1 pravilno izlijeciti. Ugradnjom krvnog pripravka u korijenski kanal
potice se aktivacija okolnih stanica, ¢ime se moze omoguciti nastavak razvoja zuba 1 obnova

njegovih struktura.



Tijek postupka:

1. Tijekom prvog dolaska zub se otvara i korijenski kanali se oCiste, a zatim se zub zatvara

lijekom na bazi kalcijeva hidroksida.
2. Na drugom posjetu privremeni lijek se uklanja i u kanale se stavlja triantibiotska pasta.
3. Tjedan dana kasnije, na trecem posjetu, provodi se PRF postupak.

Za pripremu krvnog pripravka uzima se 2 x 10 mL venske krvi iz ruke. Krv se zatim obraduje u
posebnoj centrifugi kako bi se dobio krvni pripravak bogat trombocitima i ¢imbenicima rasta.
PRF postupak je bezbolan jer se provodi u lokalnoj anesteziji, pri ¢emu se upotrebljava anestetik
bez vazokonstriktora. Zub se ponovno otvara, ispire fizioloSkom otopinom, a zatim se potice lagano
krvarenje iz podrucja oko vrha korijena. Dobiveni krvni pripravak postavlja se u korijenski kanal,

a zub se zatim trajno zatvara ispunom.

Kontrolni pregledi:

Nakon provedenog postupka, predvideni su kontrolni pregledi kako bi se pratio tijek cijeljenja i
uspjesnost terapije. Prva kontrola planirana je tjedan dana nakon zahvata, a zatim ¢e se redoviti

pregledi obavljati nakon 1, 3, 6, 9 1 12 mjeseci.

Tijekom kontrolnih pregleda provodit ¢e se klinicki pregled zuba, koji ukljucuje vizualnu procjenu
(inspekciju), pregled osjetljivosti na dodir (palpaciju) te lagano kuckanje zuba (perkusiju). Takoder
¢e se izradivati radioloSke (RTG) snimke i provoditi testovi vitaliteta kako bi se procijenilo je li

doslo do obnove ziv¢ane funkcije u zubu.

U slucaju potrebe, mogu se zakazati i dodatni pregledi izvan navedenih termina, o ¢emu ¢e pacijent

ili roditelj/skrbnik biti pravodobno obavijesteni.



Ostale informacije:

* Pacijent u svakom trenutku moze zatraziti dodatno pojasnjenje i/ili tumacenje rezultata.

* Sudjelovanje je dobrovoljno, a iz istrazivanja se moze povuéi u bilo kojem trenutku, bez
navodenja razloga.

* Prikupljeni podatci koristit ¢e se za potrebe izrade doktorske disertacije te eventualne
dodatne studije povezane s ovim istrazivanjem.

* Podatci se nece dijeliti s tre¢im osobama bez prethodne obavijesti i nove, potpisane
suglasnosti.

* Sudjelovanje nije honorirano — ne ukljuc¢uje nov¢anu ni drugu naknadu.

Potvrdom suglasnosti izjavljujete da:

* U potpunosti razumijete gore navedene informacije.
* Ne postoje zdravstvene ili druge zapreke za VaSe sudjelovanje.
* Niste alergi¢ni na sastojke triantibiotske paste niti na koriSteni anestetik.

* Svojevoljno pristajete na sudjelovanje u ovom istraZivanju.

Za dodatna pitanja ili nejasnoce slobodno se obratite:

Dubravka Turjanski, dr. dent. med.

e-mail: dubravkadjuric81@gmail.com



