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Mehanizmi i oblici stani¢nog odgovora kod primjene regenerativnih materijala

- parodontoloski aspekti

SazZetak

Evolucijski procesi opremili su kraljeznjake dvama vaznim mehanizmima odgovornima za
stani¢nu izmjenu i cijeljenje, mehanizam reparacije i mehanizam regeneracije. Posljedica
fibroblastima posredovane reparacije tkiva je cijeljenje kolagenim oziljkastim tkivom koje na
stani¢noj razini moze uzrokovati pojavu fibroma. Regenerativni mehanizmi djeluju na
molekularnoj razini u konstantnom procesu odrzavanja i popravka stani¢ne i tkivne
funkcionalnosti utjecuci na fiziologiju same stanice.

Regenerativni postupci u parodontoloskoj terapiji imaju za cilj restitutio ad integrum
svih sastavnica parodontnog kompleksa dominantno sacinjenog od parodontnog ligamenta,
korijenskog cementa i alveolarne kosti. Jednostavnu ideju kompleksnog procesa regenerativne
terapije mozemo promotriti kao pokusaj klinicki znacajnog ubrzavanja tempa kojim tijelo u
fizioloskim uvjetima nadomjesta funkcionalne sastavnice.

Razvojem djelotvornih materijala i metoda trenutno se bavi multidisciplinarno podrucje
tkivnog inZenjeringa temeljeno na molekularnoj biologiji stanice. Cijeljenje je vremenski i
prostorno osjetljiv proces baziran na medustanicnoj komunikaciji i interakciji stanica s
ekstracelularnim matriksom. Stani¢na diferencijacija, rast i razvoj ovisni su o genskoj
ekspresiji. Istrazivanja upucuju na vaznost odabira specifi¢nih stanica, bioaktivnih molekula i
nosaca koji imitiraju ekstracelularni matriks. Tehnoloski napredak omogucio je istrazivanje i
razvijanje materijala s pozeljnim bioloskim svojstvima. UspjeSnim se pokazalo koriStenje
proteinskih derivata i bioaktivnih molekula te se uz navedeno istrazuju genska terapija i

imunomodulacija, koje za cilj imaju posti¢i zeljeni odgovor organizma bez posredstva lijekova.

Kljuéne rijedi: parodontologija; biokompatibilnost; stani¢ni odgovor; regenerativna

parodontna terapija; tkivni inzenjering



Mechanisms and forms of cellular response in utilization of regenerative materials

- periodontal aspects

Summary

Evolutionary processes equipped the vertebrates with two important mechanisms responsible
for cellular modification and healing, the repair mechanism and the regeneration mechanism.
The consequence of tissue repair mediated by fibroblasts is the healing through collagen
cicatricial tissue which can cause the appearance of fibroma at the cellular level. Regenerative
mechanisms work at the molecular level in a constant process of maintenance and repair of
cellular and tissue functionalities affecting the physiology of the cell itself.

The regenerative procedures in the periodontal therapy have the aim of restitutio ad
integrum of all the components of the periodontal complex dominantly composed of the
periodontal ligament, root cement and alveolar bone. The simple idea of a complex process of
regenerative therapy can be seen as an attempt at a clinically significant acceleration of the pace
at which the body in physiological conditions replaces its functional constituents.

The development of effective materials and methods is currently the domain of a
multidisciplinary field of tissue engineering which is based on the molecular biology of the cell.
Healing is a temporally and spatially sensitive process based on intercellular communication
and cellular interaction with the extracellular matrix. Cell differentiation, growth and
development are dependent on the gene expression. The research suggests the importance of
selecting specific cells, bioactive molecules, and scaffolds that mimic the extracellular matrix.
Technological advances have enabled research and development of materials with the desired
biological properties. The use of protein derivatives and bioactive molecules has been
demonstrated as successful, and together with the aforementioned gene therapy and
immunomodulation is also being researched, with the aim of achieving the desired response of

the body without the mediation of medications.

Keywords: periodontology; biocompatibility; cellular response; regenerative periodontal

therapy; tissue engineering
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Popis skracenica

ADSC adipozne mati¢ne stanice
APC antigen prezentirajuce stanice
ASC adultne mati¢ne stanice

BMP morfogenetski koStani protein
BMSC maticne stanice koStane srzi
BSP kostani sijaloprotein

CAP cement vezujuci protein

CGF faktor rasta cementa

CSF faktor poticanja kolonija
DAMP molekularni obrasci oStecenja
DBM demineralizirani koStani matriks
DC dendriticke stanice

DFDSC  maticne stanice dentalnog folikula
DNA deoksiribonukleinska kiselina

DPSC maticne stanice dentalne pulpe
ECM ekstracelularni matriks

EPO eritropoetin

ESC embrionalne mati¢ne stanice

ETA-1 faktor aktivacije limfocita 1

FBGC multinuklearne orijaSke stanice
FBR reakcija stranog tijela

FGF faktor rasta fibroblasta

HERS Hertwigova epitelna ovojnica
IFN-g interferon gamma

IGF inzulinu sli¢an faktor rasta
KGF faktor rasta keratinocita

MMP matriksna metaloproteinaza
NGF faktor rasta neurona

OCIF faktor inhibicije osteoklastogeneze
OPG osteoprotegerin
OPN osteopontin



PAMP molekularni obrasci patogena

PDGF trombocitni faktor rasta

PDL parodontni ligament

PDLF fibroblasti parodontnog ligamenta

PDLSC maticne stanice izolirane iz parodontnog ligamenta
PEG polietilen glikol

pHEMA poli (2-hidroksietil metakrilat)
pPTFE politetrafluoretilen

PRGF plazma bogata ¢imbenicima rasta
PRR receptor za prepoznavanje obrazaca patogena
RANK receptor aktivator nuklearnog faktora kB

RANKL ligand receptor aktivatora NF kB

RGD arginin-glicin-aspartat

RNA ribonukleinska kiselina

SCAP mati¢ne stanice apikalne papile

SHED mati¢ne stanice ekstrahiranih mlje¢nih zuba
SPP fosfoprotein

TCP polistiren za stani¢ne kulture

TGF-p transformacijski faktor rasta

TNF faktor tumorske nekroze

TSP-1 trombospondin-1

VEGF vaskularni endotelni faktor rasta



1.

UvOD
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Cilj je parodontoloske terapije povratiti potpunu anatomsku i funkcionalnu cjelovitost
parodontnog ligamenta i potpornih struktura kao $to su kost, cement i pripadajuéa meka tkiva. Zelja nam
je zadovoljiti biolosku i estetsku komponentu boles¢u ili povredom promijenjenog tkiva. Istrazuju se
brojni kirurSki protokoli i razvija se interdisciplinarno podrucje tkivnog inZenjeringa zasnovano na
razvojnoj biologiji i tehnikama funkcionalne restitucije izgubljenog tkiva pomocu stanica, bioloski
aktivnih tvari i nosaca te, u posljednje vrijeme, upotrebom genske terapije i imunoterapije. Zanima nas
podrijetlo i karakteristike stanica koje sudjeluju u procesu cijeljenja i regeneracije, mehanizam kojim se ti
procesi odvijaju te faktori koji utjecu na cjelokupan proces. Odgovor organizma zapocinje trenutno po
implantaciji, odnosno, transplantaciji, i ukljucuje fiziolosku reakciju organizma na povredu, borbu s
infekcijom 1 imunoloski odgovor organizma na implantirani materijal. Ishodi trenutno primjenjivanih
kirurSkih tehnika i sredstava koje rezultiraju reparacijom i regeneracijom parodontnog tkiva nisu ni
konzistentni ni predvidivi u svim slucajevima. Sastav te mehanicka, kemijska i1 biokemijska svojstva
biomaterijala, uz fizikalna svojstva i kemizam same povrsine, odlucujuéi su ¢imbenici ishoda terapije
vezani uz materijal. Bioloski materijal podrazumijeva transplantaciju, bilo da se radi o stanicama, tkivima
ili organima, dok sintetski ili neki drugi nezivi materijali poput aloplasticnih materijala ili
ksenotransplantata podrazumijevaju da se radi o implantatima.

Cilj ovog preglednog rada je pruziti uvid u bioloske procese regeneracije parodontnih struktura te
opisati mehanizme djelovanja odredenog broja pomo¢nih sredstva i metoda koje se trenutno koriste ili su
predmet istrazivanja u regenerativnoj parodontoloskoj terapiji s posebnim naglaskom na stanicne i

molekularne interakcije koriStenih sredstava i organizma.
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2. BIOKOMPATIBILNOST

Biokompatibilnost definiramo kao sposobnost primjenjenog materijala da potakne primjeren
odgovor organizma na mjestu primjene (1). Definicija poput ove podrazumijeva ravnotezu izmedu
ocekivane funkcije koriStenog materijala u kontaktu s odredenim tkivima organizma u odredenom
vremenskom trajanju, no ne razjasnjava mehanizme djelovanja koristenog materijala ni nacine testiranja
biokompatibilnosti, kao ni mjere koje valja poduzeti u svrhu napretka. Takoder moramo uzeti u obzir
promjene koje se dogadaju s vremenom na razini materijala i na razini organizma te moguce posljedice
tih promjena u oba smjera. Materijali mogu biti bilo prirodni bilo derivati prirodnih materijala, ili pak
umjetni. Biomaterijali koristeni u regenerativnoj medicini definirani su kao prirodne ili sintetske tvari ili
kombinacije tvari koristenih u svrhu reparacije ili regeneracije stanica, tkiva ili organa, iskljucujuéi
lijekove (2).

Proces odredivanja biokompatibilnosti ukljucuje nekoliko razina. Prva faza podrazumijeva
prikupljanje informacija o odredenom materijalu i definiranje njegovih svojstava u skladu sa strogo
standardiziranim protokolima koji definiraju okolne uvjete, postupke testiranja i ostale korake u procesu
dobivanja referentnih vrijednosti. Druga faza ukljucuje provodenje definiranih inicijalnih testova in vitro.
Treca faza testiranja ukljucuje rad na Zivotinjskim modelima. Klinicki testovi na pacijentima provode se
u cetvrtoj, posljednjoj fazi testiranja (3). Ovisno o mikroarhitekturi, kemijski istovjetni materijali pokazuju
razliCite ishode in vitro 1 in vivo testiranja. Dva implantirana materijala istoga sastava i razlicite
mikroarhitekture uzrokuju razlicite bioreakcije. Cjelovita ploa umrezenog poli (2-hidroksietil
metakrilata-pHEMA) uzrokuje fibroznu avaskularnu izolaciju implantata nasuprot vaskularizirane tkivne
integracije postignute primjenom istog polimera projektiranog s porama veli¢ine 40 mikrona. Oba
materijala smatramo biokompatibilnima. Stoga, ako biokompatibilnost promatramo kroz spektar
djelovanja, tada bismo za utvrdivanje to¢ne razine biokompatibilnosti u buduénosti morali razviti metode
mjerenja 1 kvantificiranja M1 1 M2 fenotipova makrofaga (M®) i njihova omjera, profiliranja citokina,
stupnja prokrvljenosti podrucja na koje smo djelovali, odnosno, stupnja angiogeneze te drugih vrijednosti

koje bismo mogli nazvati “bioloskim parametrima”(4). U ovu svrhu predlozena je formula:
B=(A) (CLT) (C%)(MQ)(MQ/Ml)(O). Skalarna vrijednost biokompatibilnosti (B) u ovoj linearnoj jednadzbi

jednaka je umnosku sljedecih vrijednosti: angiogeneza (A), debljina kapsule (Cr), gustoca kolagena
kapsule (Cp), broja makrofaga (M®), omjera M2 i M1 polariziranih fenotipova makrofaga (My/M,) i
ostalih tipova stanica (O) (5).

Cimbenici odgovorni za homeostazu implantiranog materijala i organizma odlika su samog

materijala 1 specificnosti odgovora pojedinog organizma te njihove interakcije. Biokompatibilnost
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materijala osnovni je preduvjet njegove upotrebe u medicini. Njegova reaktivnost ovisi o samom porijeklu
1 nacinu dobivanja te fizikalnim, kemijskim i biokemijskim svojstvima, kao i mjestu i na€inu primjene, no
nijedan nije potpuno inertan.

Organizacije poput FDA (eng. Food and Drug Administration), 1SO (eng. International
Standardization Organization), WHO (eng. World Health Organization), EU (Europska unija) i drugih
intenzivno rade na evaluaciji medicinskih i dentalnih materijala. Standarde biokompatibilnosti
medicinskih materijala propisuje organizacija za standardizaciju (ISO 10993 - Bioloska evaluacija
medicinskih uredaja, ISO 7405 - Evaluacija biokompatibilnosti medicinskih uredaja u stomatologiji, ISO
14971 - Procjena rizika) (6). In vitro testovi relativno su jeftini i brzo se provode. Moguce je provesti velik
broj standardiziranih, reproducibilnih testova u svrhu utvrdivanja ispitivanih vrijednosti. Kontrolirani
laboratorijski uvjeti izvrsni su za proucavanje ciljanih mehanizama i interakcija, medutim, upitna je
relevantnost ovih testova in vivo. In vivo testovi koji potvrduju tkivnu kompatibilnost su sljedeéi:
senzitizacija, iritacija, intrakutana reaktivnost, sistemska toksi¢nost (akutna), subkroni¢na toksi¢nost
(subakutna), genotoksicnost, implantibilnost, hemokompatibilnost, kroni¢na toksi¢nost, karcinogenost,
reproduktivna i razvojna toksicnost, podloznost biodegradaciji i imunokompatibilnost. Pouzdanost testova
prilikom istrazivanja ovisi o metodama i koriStenim materijalima te o nacinu i veli¢ini uzorkovanja.
Potvrdu o reakciji organizma zasad najpouzdanije rutinski utvrdujemo histoloSkom analizom 1
toksikoloskim testovima, testom curenja tvari (4).

Napredak regenerativne medicine zahtijeva prosirivanje definicija biokompatibilnosti. Jedna od
predlozenih definicija opisuje biokompatibilnost kao odliku materijala da potakne lokalni odgovor
organizma i sudjeluje u normalnom procesu cijeljenja, rekonstrukcije i integracije tkiva. Pojavljuje se i
potreba za pojmom biotolerancije koju mozemo definirati kao odliku materijala koji, bez obzira na vrijeme
provedeno u organizmu, izaziva minimalan stupanj upalne reakcije ili koji je odvojen od kosti tankom
fibroznom ovojnicom (4).

Bioaktivni materijali imaju sposobnost uspostavljanja kemijskih veza s tkivom. Za razlicite
prirodne 1 bioloski aktivne materijale, poput signalnih molekula, s obzirom na podrijetlo, funkciju i

mehanizam djelovanja, predlaze se termin ,,biointegriraju¢i materijali” (2,7).
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3. CIMBENICI S UTJECAJEM NA ISHOD TERAPIJE

Reakcija organizma u prvom redu ovisi o zdravstvenom stanju pojedinca te o njegovoj sposobnosti
postivanja terapijskih protokola, zatim o lijekovima i o komorbiditetima koji utjecu na cijeljenje. Urodeni
1 steCeni imunitet i specificni odgovor organizma na infekciju i upalu su obrambeni mehanizmi koje
odreduju genetski faktori. Stetne navike pacijenta, kao $to je pusenje, takoder mogu interferirati s
fizioloSkim procesom cijeljenja. Lokalni ¢imbenici, poput prisustva stranog tijela ili traumi uzrokovanih
neadekvatnim terapijskim postupcima ili drugom etiologijom, mogu ugroziti cijeljenje ¢ine¢i organizam
podloznim infekeiji 1 neadekvatnoj vaskularizaciji, a posljedi¢no 1 hipoksiji, Sto uzrokuje profibroticke
promjene i lo$ ishod terapije (8). Neadekvatna kontrola plaka i loSa oralna higijena omogucuju perzistentni
dotok mikroorganizama putem spojnog epitela, Sto za posljedicu ima infekciju i upalu. Spojni epitel s
gingivnim vlaknima ¢ini funkcionalnu jedinicu dentogingivnog kompleksa. Moramo uzeti u obzir utjecaj
okluzalnih sila na parodontni kompleks tijekom terapije s obzirom na to da konstantna sila koja djeluje na
parodont rezultira konstantnom pregradnjom kostanoga tkiva i remodelacijom potpornih struktura zuba.
Pod smanjenim opterecenjem, parodontni ligament ¢e atrofirati, dok smanjen opseg fizioloskog kretanja
zuba, moze dovesti do ankiloze korijena. Remodeliranje parodonta odvija se procesom ekstracelularne
resorpcije 1 sekrecije ekstracelularnog matriksa. Na proces mogu utjecati i neuroloski signali koje biljeze
mehanoreceptori. Na terapiju takoder utjecu sustavni faktori kao Sto su dijabetes, poviSen indeks tjelesne
mase, malnutricija te fizioloSko smanjenje regenerativnog potencijala i imunoloskog odgovora u starosti
(4, 9). Tijek reakcije i rezolucije ovise o stupnju i brzini razgradnje koriStenih regenerativnih materijala te
o njihovim bioaktivnim svojstvima in vivo. Bioaktivni materijal uzrokuje reakciju organizma koja za
posljedicu ima potporno djelovanje na sam materijal i njegovu ocekivanu funkciju. Sastav (polipropilen,
politetrafluoretilen, ekstracelularni matriks), mehanicka svojstva (Cvrstoca, triboloski faktori), fizikalna
(elektri¢ni potencijal), kemijska (pH vrijednost itd.), biokemijska i molekularna osobitost materijala i
njegove povrsine neke su od osnovnih varijabli koje utjecu na ishod terapije. Svi navedeni ¢imbenici
podlozni su promjenama, a s njima i interakcije. Bilo da je rije¢ o prirodnim bilo o sintetskim materijalima,
metalu ili keramici, faktori koji utje¢u na ishod terapije su njihova sterilnost, antimikrobna svojstva,
antigenost, imunogenost, razgradivost, njihov kemijski sastav te mikroarhitektura i dizajn kona¢noga

proizvoda (5, 9).
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4. STANICNA I MOLEKULARNA OSNOVA CIJELJENJA I
REGENERATIVNOG PROCESA PARODONTNE RANE

Regeneraciju definiramo kao proces reprodukcije ili rekonstrukcije ozlijedenoga ili bolesnog
tkiva s ciljem da se njegova arhitektura i funkcija u potpunosti vrate. Preduvjet tkivne regeneracije u
terapiji odvija se uz prisustvo mati¢nih stanica, ekstracelularnog matriksa i odgovaraju¢ih signalnih
molekula posredstvom receptora (10). Svi navedeni ¢imbenici moraju biti prisutni pravovremeno i u
odgovarajucoj koli¢ini. Iako su op¢i principi cijeljenja poznati na stani¢noj i molekularnoj razini, klinicki
ishodi terapije nerijetko su nepredvidivi. Infekcija je glavni riziéni ¢imbenik neuspjeha parodontne
regeneracije pod uvjetom inace zdravog okruzenja koje ne ukljucuje ostale rizi¢ne ¢imbenike (11).

Komponente potrebne za postizanje regenerativnog potencijala parodontnog tkiva ukljucuju
specijalizirane stanice pod utjecajem adekvatnih signalnih puteva pri dostatnoj krvnoj opskrbi poduprte
ekstracelularnim matriksom, koji osigurava potreban prostor i mehanicku potporu. Signalni putevi koji
propagiraju i reguliraju ove procese zasad se uspjesno proucavaju in vitro, no situacija s istrazivanjima in
vivo mnogo je kompleksnija i zahtijeva specificna znanja i nove metode istrazivanja (12). Parodontno
tkivo sacinjavaju gingiva, parodontni ligament (eng. periodontal ligament - PDL), cement 1 alveolarna
kost. Stanice koje tvore ova tkiva su nediferencirane ektomezenhimalne stanice, fibroblasti, osteoblasti,
osteoklasti, cementoblasti, cementoklasti te ostaci Malassezeovih tjeleSaca Hertwigove ovojnice (HERS),
uz pripadne vaskularne i Zivcane elemente (13). Reakcije na podrazaje ovise o embrionalnom porijeklu
parodontnih tkiva (14). Povezani procesi u kojima se odvija tkivna regeneracija ukljucuju procese
nastajanja i razgradnje vezivnoga tkiva, osteogeneze i cementogeneze. Procesom upravljaju stanice
sposobne za poticanje rasta i diferencijacije, kao S$to su navedene mati¢ne stanice, fibroblasti,
cementoblasti, prekursori osteoblasta, osteoblasti, osteoklasti, odontoblasti, te pripadne upalne stanice i
signalne molekule. Uz navedeno veliku ulogu u procesu imaju vaskularni, Ziv€ani i limfni sustav (15).
Sveobuhvatni popis uloga u ovom procesu iznimno je dug. Pribrojimo li k tome njihove interakcije,
koli¢ina informacija postaje prevelika za jedan pregledni rad. U skladu s time, u daljnjem ¢u tekstu ukratko
opisati neke od vaznijih mehanizama regeneracije i prepoznate uloge pojedinih do sada proucavanih

sastavnica ovog kompleksnog sustava.
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4.1. Maticne stanice

Maticne stanice su klonogene stanice sposobne za samoobnavljanje i diferencijaciju raznih linija
stanica (16). Da bismo stanicu mogli definirati kao mati¢nu, ona mora zadovoljiti tri kriterija, a to su
sposobnost samoobnavljanja, moguénost stvaranja barem jedne istovjetne stanice kéeri i ostvarivanje
karakteristika vaznih za odrzavanje genetskog bazena (17). Vazna karakteristika multipotentnih mati¢nih
stanica u regenerativnoj medicini njihov je potencijal upotrebe bez imunosupresivne terapije. Embrionalne

maticne stanice nasle su primjenu u medicini, no postoje eticki problemi vezani uz njihovo koristenje (4).

Klasifikacija mati¢nih stanica ovisno o podrijetlu
¢ Embrionalne mati¢ne stanice (ESC) — totipotentne, pluripotentne
Fetalne mati¢ne stanice — pluripotentne, multipotentne
¢  Adultne mati¢ne stanice (ASC) — pluripotentne, multipotentne, oligopotentne

unipotentne

Klasifikacija mati¢nih stanica s obzirom na razvojni stadij

o Totipotentne mati¢ne stanice ranog su embrionalnog podrijetla.

Izmedu prvog i treeg dana od oplodnje i proizvode sve stanice u tijelu,
npr. stanice ranog embrija (1-3 dana).

o Pluripotentne mati¢ne stanice nalazimo u razvojnom stadiju blastociste.

Mogu se diferencirati u bilo koji od tri zametna listi¢a, u $to se ubrajaju embrionalne i
inducirane pluripotentne maticne stanice te nepotpune pluripotentne matic¢ne stanice €ija
je mo¢ diferencijacije ogranicena,

npr. neke stanice blastociste (5-14 dana).

e Multipotentne maticne stanice su progenitorne stanice ogranic¢ene sposobnosti diferencijacije, no
u iznimnim se okolnostima mogu diferencirati u nepovezane vrste stanica kao §to to ¢ine fetalne
stanice pupCane vrpce ili adultne mati¢ne stanice.

¢ Oligopotentne stanice imaju sposobnost diferencijacije u svega nekoliko stanica, primjerice
adultne limfoidne ili mijeloidne stanice.

¢ Unipotentne stanice imaju sposobnost samoobnavljanja, ali produciraju samo sebi istovjetne

stanice poput miSi¢nih.
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4.2.  Fibroblasti, osteoblasti, cementoblasti

Fibroblasti su dominantne stanice PDL. Mezenhimalnog su porijekla, stvaraju prekursore za
sintezu ekstracelularnog matriksa. Odgovorni su za strukturalni integritet potpornih tkiva i €ine stromu
tkiva tvore¢i ekstracelularni matriks i kolagena vlakna. UloZeni su u ekstracelularni matriks (eng.
extracellular matrix - ECM) 1 dovode do ekspresije vimentina i fibroblast specificnog proteina (eng.
fibroblast specific protein-1 - FSP1). Aktivirani fibroblasti lu¢e medijatore odgovorne za remodelaciju
potpornoga tkiva koji mogu inducirati proliferaciju signala u susjednim epitelnim stanicama. Neki od
medijatora su matriksne metaloproteinaze (eng. matrix metalloproteinases - MMP) MMP2, MMP3 i
MMP9Y, razni faktori rasta poput citokina (eng. transforming growth factor B - TGFp), inzulinu sli¢an
faktor (eng. insulin like growth factor - 1GF), faktor rasta zivaca (eng. nerve growth factor - NGF) 1 faktor
rasta keratinocita (eng. keratinocyte growth factor - KGF). Zabiljezena heterogenost fibroblasta odnosi se
na njihova fenotipska i fizioloska svojstva u razlicitim tkivima. Fibroblasti porijeklom iz gingive (GF)
razliCiti su od fibroblasta parodontnog ligamenta (PDLF) te postoje dokazi imunolokalizacijskih
istrazivanja o podtipovima fibroblasta ovisnih o lokaciji unutar ovih skupina. Pokazuju razliitost u rastu,
gradi, sastavu, procesu cijeljenja i karakteristikama koje iskazuju u parodontnoj bolesti i drugim procesima
(18,19). Osim navedenih uloga, fibroblasti parodontnog ligamenta (PDLF) imaju brojne druge uloge poput
odgovaranja na molekularne obrasce patogena (eng. pathogen-associated molecular pattern - PAMP) i
stvaranja medijatora upale te moduliranja odgovora makrofaga na patogene u parodontnoj bolesti kao
odgovor na mikroorganizme (20).

Osteoblasti su stromalne stanice podrijetlom od osteoprogenitornih stanica periosta i kostane srzi
odgovorne za formaciju, odlaganje i mineralizaciju koStanog tkiva. Sudjeluju u remodeliranju kosti uz
osteoklaste (21), $to je klju¢no za prilagodbu kosti na mehanicko opterecenje (22). Pojacana osteoblasti¢na
aktivnost najizraZenija je za vrijeme mehanickoga optere¢enja. Osteoklasti su velike multinuklearne
stanice zaduZene za resorpciju kosti. Poticu od istih prekursorskih hematopoetskih mati¢nih stanica kao i
monociti/makrofagi, limfociti i dendriticke stanice $to ih ¢ini blize imunosnim nego vezivnotkivnim
stanicama (23).

Brojni faktori rasta i proteini poput obitelji koStanoga morfogenetskog proteina (eng. bone
morfogenic protein - BMP) pokazuju sposobnost poticanja osteoprogenitornih stanica u preosteoblaste od
kojih nastaju zreli osteoblasti. Najvazniji sustavi u formaciji i resorpciji kosti su sustavi receptora
aktivatora nuklearnog faktora kappaB (RANK/RANKL sustav). RANKL (eng. receptor activator of
nuclear factor kappa B-ligand) poznat 1 kao diferencijacijski faktor osteoklasta (eng. osteoclast
differentiation factor - ODF) stimulira diferencijaciju osteoklasta, a lu¢e ga osteoblasti i aktivirani T-

limfociti. Sudjeluje u signalizaciji medu koStanim stanicama i signalizaciji medu imunocitima te povezuje
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imunoloski sustav s koStanim. RANKL pripada superobitelji tumorskog faktora nekroze (eng. tumor
necrosis factor - TNF) 1 veze se za receptor RANK (eng. receptor activator of nuclear factor kB) na
dendritickim stanicama 1 prekursorima osteoklasta. Klju¢an sustav za diferencijaciju, proliferaciju,
aktivaciju i prezivljavanje osteoklasta je RANK sustav i njegovi ligandi RANKL 1 osteoprotegerin (OPG),
poznat i kao inhibicijski faktor osteoklastogeneze (eng. osteoclastogenesis inhibitory factor - OCIF). OPG
je visokospecific¢an topljivi receptor za RANKL koji luce osteoblasti i dendriticke stanice. Onemogucuje
vezanje RANKL-a za RANK ¢ime koci aktivaciju 1 diferencijaciju osteoklasta. RANKL/OPG sustav
regulira resorpciju kosti djelovanjem na osteoklastogenezu. RANK/RANKL/OPG sustav odrzava
ravnotezu izmedu formacije kosti uzrokovane aktivnoSéu osteoblasta i resorpcije uzrokovane
osteoklastima (24).

Uz navedeni mehanizam jo$ jedan vazan citokin imunoloskog sustava utje¢e na metabolizam
kosti, interferon gama (IFN-y) koji blokira diferencijaciju osteoklasta no moze djelovati i antiresorptivno.
Zasad se jo§ ne znaju tocni mehanizmi putem kojih ovaj citokin moze djelovati u oba smjera (25). Luce
ga aktivirani T-limfociti koji za vrijeme upale, kao $to je sluc¢aj kod parodontoloske bolesti, pojacano luce
IFN-y i RANKL (26, 27). Potrebno je dobro poznavati navedene molekule i njihove interakcije s obzirom
na to da imaju ulogu u zdravlju i bolesti te nam je poznato da mijenjajuci funkcije limfocita ili utjecuéi na
razinu odredenih citokina mozemo sprije€iti resorpciju kosti u parodontnoj bolesti djelujuci na ekspresiju
RANKL (28).

Zreli cementoblasti imaju vitalnu ulogu u razvoju i regeneraciji parodonta, stvaranju cementa i
indukciji Sharpeyjevih vlakana. Postoje dvije vrste cementa (celularni i acelularni) te dvije vrsta vlakana
(intrinzicna 1 ekstrinzicna). Neki od proteina prisutnih u ECM porijeklom od cementoblasta su
ameloblastin i E-kadherin. U procesu cementogeneze sudjeluju kostani sijaloprotein (eng. bone
sialoprotein - BSP), osteopontin (OPN), osteokalcin, osteonektin, fibronektin, tenascin, vitronektin,
faktori rasta i enzimi. Pronadene molekule svojstvene cementu su cement-vezujuéi protein (eng. cementum
attachment protein - CAP). Faktor rasta cementa (eng. cementum growth factor - CGF) danas poznat kao
inzulinu sli¢an faktor rasta (eng. insulin like growth factor - IGF-1) ili somatomedin C. IGF-1 uz PDGF
pospjesuje popravak i proces formiranja kosti. Cement je vrlo slican kosti, no nije ni vaskuliziran ni
inerviran i nema struktura nalik Haversovim kanalima. Ne podlijeze remodelaciji poput kosti. Odredene
bolesti i sindromi koji utjeCu na kost utjecu i na cement. Neki su od njih, primjerice, hipercementoza u
Pagetovoj bolesti, smanjena formacija cementa u hipopituitarizmu i defektan cement u slucaju
kleidokranijalne displazije. Parodontna bolest utjece na sva potporna tkiva zuba ukljucuju¢i i cement. U
procesu regeneracije uz cementoblaste sudjeluju i fibroblasti PDL kojima su morfoloski sli¢ni, a proizvode
kolagena vlakna i odontoklasti (cementoklasti). Bitno je utvrditi jesu li cementoblasti specijalizirane

stanice odredenog fenotipa ili su u srzi lokalno specifi¢ni osteoblasti (29-31).
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4.3. Signalne molekule

Signalne molekule utjecu na stani¢nu funkciju posredstvom lokalnih i sistemnih ¢imbenika. Dvije
bitne skupine molekula (citokini) koje utjeu na izmjenu stani¢nog fenotipa su faktori rasta i morfogeni
koji uzrokuju diferencijaciju mati¢nih stanica kosti procesom osteoindukcije.

Pleiotropni ucinci ovih stanica su: 1. mitogeno djelovanje (proliferativno), 2. kemotaksija (direktno
stimuliraju migraciju stanica), 3. angiogeni uc¢inci (stimuliraju vaskularnu formaciju) (32).

Citokini su glikoproteini male molekularne mase koji djeluju kao posrednici imunosnog sustava.
Sudjeluju u upalnim reakcijama i cijeljenju. Djeluju kao medijatori i regulatori urodene i steCene imunosti
te kao stimulatori hematopoeze. Dio su komunikacijskog aparata organizma uz hormone i
neurotransmitere. Nisu pohranjeni, djeluju autokrino, parakrino i sistemski. Jedan citokin stimulira drugi,
imaju visok afinitet za receptore i mijenjaju izrazaj gena. Imaju pleiotropno, sinergisticko i antagonisticko
djelovanje. Kemotaktiéni su i1 poti€u staninu aktivaciju, migraciju, diferencijaciju i proliferaciju.
Stvaranje citokina potaknuto je antigen-specifitnom aktivacijom limfocita. U citokine se ubrajaju
interleukini (IL 1-35), interferoni (IF tip 1,2,3), citokini (TNF o i ), morfogenetski proteini kosti (BMP),
¢imbenici poticanja kolonija (CSF), kemokini i drugi (TGF- B, LIF, MIF) (33). Aktiviraju gene djelujuci
preko specifi¢nih receptora na stani¢noj membrani s posljedicnom promjenom fenotipa ili funkcije
stanice. Promotori upale stimuliraju stanice PDL, fibroblaste, limfocite, monocite i makrofage na
kaskadno otpustanje citokina i kemokina (eng. chemoatractive cytokines) koji stvaraju citokinsku mrezu,

dospijevaju u krv te stimuliraju okupljanje leukocita na mjestu upale (34).

¢ Citokini nespecificne imunosti su: TNF-a, IL-1, [L-12, IFNa, [FN B i drugi.
o Ostali nespecifi¢ni su: IL-10 stvaraju ga makrofazi i TH stanice,
koci stvaranje IL-12 i TNFa te izrazaj MHC II (imunosupresijski),
IL-15 odgovara na virusnu infekciju i potice proliferaciju NK stanica.
o Citokini specifi¢ne imunosti: IL-2, [L-4, IL-5, IFN-y i drugi.
Hematopoetski citokini su G-CSF, GM-CSF. Luce ih T-stanice,
makrofagi, endotelne stanice inficiranog tkiva. IL-7 stvaraju
stromalne stanice koStane srzi. Stimulira proliferaciju pre-T i
pre-B stanica. IL-3 (multi CSF) stimulira sve progenitor stanice,
a stvaraju ga pomagacki T limfociti.
o Imunosupresijski citokini: TGF-, IL-10, IL-4, IL-13.
Luce ih T-CD4+ i makrofazi, a potiskuju TH1 i makrofage (35).
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Faktori rasta su molekule koje mogu utjecati na stanice lokalno i sistemski uzrokujuéi promjene
u njezinu rastu, diferencijaciji, cijeljenju i proliferaciji. Neki od faktora rasta koji se spominju u
parodontologiji su eritropoetin (EPO), stimulirajuéi faktori kolonija (eng. colony stimulating factor -
CSF), trombocitni faktor rasta (eng. platelet derived growth factor - PDGF), transformirajuéi faktori rasta
(TGF-a, TGF-B), vaskularni endotelni factor rasta (eng. vascular endothelial growth factor - VEGF),
PDL-CTX (eng. periodontal ligament derived growth factor), FGF, IGF, TNF-o BMP-2, -4, -7, -12, KGF
(eng. keratinocyte growth factor) te interleukini, citokini i Wnt (eng. wingless/integrated) signalni put.
Neki od klinic¢ki ¢esto primjenjivanih autolognih trombocitnih pripravaka koji sadrze faktore rasta su
trombocitima bogata plazma (eng. platelet rich plasma - PRP), trombocitima bogat fibrin (eng. platelet
rich fibrin - PRF) 1 plazma bogata ¢imbenicima rasta (eng. plasma rich in growth factors - PRGF).
U svrhu iskoriStavanja maksimalnog potencijala signalnih molekula in vivo, ugraduju se u nosace ¢ime se
pokusava osigurati kinetika pravodobnog otpustanja u adekvatnoj koncentraciji, $to se moze posti¢i za
vrijeme proizvodnog procesa samih nosaca ili naknadno. Molekule ugradene u nosac tijekom proizvodnog

procesa otpustaju se procesom difuzije koja ovisi o veli€ini pora i kinetici resorpcije materijala (12).

4.4. Adhezijske molekule

Serumski proteini poput fibrinogena, fibronektina i vitronektina poboljSavaju adheziju stanica na
povrsine u in vitro studijama. Obnasaju i funkcije migracije, rasta i diferencijacije. Stanice mogu utjecati
na vlastitu adhezivnost na povrSine jer imaju sposobnost lucenja adhezijskih proteina kao Sto je
fibronektin. Fibronektin je serumski glikoprotein smjesten u ekstracelularnom matriksu embrionalnih 1
adultnih stanica, prisutan u gingivi i PDL. Posreduje adheziju, pokretljivost i propagaciju fibroblasta
vezujuéi se za stanicne receptore, pretezno integrine. Ima vaznu ulogu u stani¢noj adheziji, rastu i
diferencijaciji. Vazan je ¢imbenik cijeljenja gdje uz pomo¢ faktora XII vezuje fibrin i sudjeluje u stvaranju
ugruska. Pruza prikladnu podlogu za migraciju stanica tijekom stvaranja granulacijskog tkiva te sudjeluje
u remodeliranju i resintetiziranju matriksa vezivnog tkiva (36). Adhezivna svojstva vezivanja za povrsine
duguje konformacijskim promjenama pri samom kontaktu s povrSinom, ¢ime omogucuje otkrivanje
kripti¢nih epitopa kao mjesta vezivanja integrina. Antiadhezivni protein fibronektinom posredovane
adhezije je tanescin-C. U procesu cijeljenja za vrijeme formiranja granulacijskoga tkiva fibronektin
osigurava supstrat za migraciju i rast stanica (37). U parodontnoj bolesti primijeceno je razdvajanje ECM
uzrokovano proteolitickim enzimima, gingipainima koji predstavljaju glavni virulencijski faktor
parodontopatogene bakterije Porphyromonas gingivalis. Zabiljezeno djelovanje ovog proteina je

destrukcija parodontnog tkiva apoptotickim djelovanjem i razgradnjom ECM parodontnog tkiva. Tocan
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mehanizam djelovanja jo§ se istrazuje no dokazana je klinicki znacajna razgradnja tanescina-C i
fibronektina u procesu koji uzrokuje apokiozu i posljedicno gubitak stanica PDL u parodontnoj bolesti
(38). Laminin je glikoprotein ekstracelularnog matriksa. Cini aktivni dio bazalne lamine utje¢uci na
stani¢nu diferencijaciju, adheziju i migraciju. Nalazimo ga u velikom broju tkiva.
Osteopontin (OPN) poznat je i kao kostani sijaloprotein I (BSP-1 ili BNSP), rani aktivator T-limfocita
(ETA-1) 1 fosfoprotein 1 (SPP-1). Pronalazimo ga u kosti i drugim tkivima. Ima biolosku ulogu u
biomineralizaciji, remodeliranju kosti i zadatama imunosnog sustava. Uz BSP obavlja funkciju
remodelacije kosti 1 ocuvanja parodontnog ligamenta. Kolagen parodontnog ligamenta uglavnom ¢in
kolagena vlakna tipa I, zatim tip 11 i tip V. Mikrofibrilarni kolagen tipa IV nalazimo u bazalnoj membrani
na koju se vezuju fibrili kolagena tipa VII. Vrijeme potpune zamjene starog kolagena novim manje je nego
kod bilo kojeg drugog tkiva. Dva je puta brze nego u gingivi i do petnaest puta brze nego u kozi. Cement
u ve¢em dijelu sadrzi kolagen tip I i tip III kao i alveolarna kost (36-38).

Sintetske materijale mozemo konstruirati tako da budu u interakciji sa stanicama kao prirodni
ECM. Jedan od nacina kako omoguditi mjesta vezivanja integrina za nosac je dodavanjem probranih
proteina matriksa. Najpoznatiji mali receptor u tu svrhu je integrin vezujuéi arginin-glicin-aspartat (RGD)
sekvenca koju nalazimo u gotovo svim proteinima matriksa. Primjerice, specificni aSp1 integrinski
receptor, medu ostalima, zahtjeva i RGD za vezivanje stanica s fibronektinom. Tre¢ina integrina vezuje
RGD $to generira silu dovoljnu za pokretanje stanica i samim time pojavu stani¢nog signala (38, 39).
Stanice koje se odvoje od ECM podlijezu apokiozi, stani¢noj smrti uzrokovanoj odvajanjem stanica od

ECM. Projektiranjem nosaca na ovaj i druge nacine mozemo pomoci prezivljavanje stanica (39,40).
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4.5 Ekstracelularni matriks

Ekstracelularni matriks struktura je nalik gelu koja obi¢no sadrzi proteine specifiéne za pojedino

tkivo, osigurava strukturalni integritet tkiva te sluzi kao stani¢ni i molekularni nosa¢ u terapiji. ECM
parodonta sacinjavaju glikozaminoglikani poput hijaluronske kiseline i cijela paleta razlicitih faktora rasta
koji mu jamce bioaktivnost. Glikoproteini poput fibronektina, osteonektina, tanescina i laminina.
Proteoglikani kao Sto su dekorin, versikan, biglikan te u posljednje vrijeme i kod nas proucavani sindekani.
Ekstracelularni matriks sadrzi informacije potrebne za regulaciju stanicnog rasta, razvoja, diferencijacije,
cijeljenja tkiva, homeostaze ali i1 patofizioloskih procesa (32). Osnovne sastavnice su uvijek prisutne u
vecoj ili manjoj mjeri, no razlike su ipak tkivno-specifi¢ne, Sto €ini tkiva razlicitih fizikalnih i biokemijskih
osobina. U kasnom stadiju embrionalnog razvoja, u vrijeme morfogeneze, procesi formiranja tkiva i
organa stani¢nom migracijom i preraspodjelom ovise o medustani¢noj interakciji koliko i o interakeiji
stanica s matriksom. Ortopedski kirurg Marshal R. Urist primijetio je da demineralizirani koStani matriks
(eng. demineralized bone matrix - DBM), kostano tkivo pro¢is¢eno od stanica i minerala sastavljeno samo
od ekstracelularnog matriksa, poti¢e formaciju kosti na transplantiranom mjestu (41). Uslijedilo je otkrice
morfogenetskog proteina kosti (BMP), faktora rasta s mnogobrojnim fizioloSkim ulogama u formaciji
kosti 1 hrskavice.
Proteoglikani su velika skupina molekula koje ¢ine ECM i u njemu imaju brojne uloge. Zaduzeni su za
tkivnu otpornost 1 filtriranje. Odredeni proteoglikani vezuju se s ostalim molekulama ECM i faktorima
rasta, dok drugi imaju funkciju receptora matriksa na stani¢noj povrsini. Otkriveno je i nekoliko tipova
kolagena ¢ija su uloga, osim strukturalnog integriteta, ovisno o specificnim sekvencama koje posjeduju,
fleksibilnost i sposobnost interakcije s ostalim molekulama i stanicama matriksa. Adhezivni glikoproteini
ubrajaju se u porodicu fibronektina i laminina od kojih pojedini izomorfni oblici kontroliraju migraciju,
prijanjanje i proizvodnu aktivnost stanice (4, 32, 37).

Integrini su velika skupina receptora o €ijoj aktivnosti ovisi medustanicna komunikacija te
komunikacija stanica s ECM. Predstavljaju jedan od nacina sidrenja stanica za ekstracelularni matriks.
Dio su receptorskog kompleksa izmedu ECM 1 aktinskog citoskeleta. Dostupni su brojni radovi koji
detaljno opisuju njihove bioloske aspekte. Ligandi integrina su fibronektin, laminin, fibrinogen i drugi.
Informacije iz ekstracelularnog prostora putem citoplazmatskih domena dospijevaju u citoskelet stanice
Sto rezultira sintezom proteina. Ekspresiju samih integrina kontroliraju ECM i faktori rasta, posebice

TGFB (4, 32, 37).
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4.6.  Unutarstani¢ni signalni mehanizmi i stani¢na komunikacija

Faktori rasta, citokini i ostali kemijski medijatori ispoljavaju svoju zadacu posredstvom receptora.
Ovisno o strukturi receptora, signalne puteve mozemo podijeliti u dvije skupine. Prvu skupinu ¢ine
receptori koji vezuju monomerne ligande: jukstakrini Notch te parakrini Wnt i Hedgehog putevi. Druga
skupina ukljucuje parakrine receptore koji vezuju dimere: receptori tirozin kinaze (RTK), JAK/STAT i
TGFp (42). Uz navedene puteve postoje, dakako, 1 drugi. Signal najceS¢e reagira s receptorom na povrsini
stanice. Informacija vezanog liganda na receptor prevodi se u drugi kemijski oblik, a informacija
prenesena kemijskim spojevima prevodi se u fizioloski odgovor (transdukcija signala). Prije nego Sto dode
do transdukcije signala u fizioloski odgovor, signal se u ve¢ini slucajeva amplificira. Svaki korak procesa
signalizacije regulira se povratnom spregom. Prezivljavanje stanica ovisi o0 medustani¢noj komunikaciji i
prilagodbi na okolne uvjete detekcijom signala iz neposredne blizine ili udaljenih dijelova organizma.
Jedan od oblika stani¢ne komunikacije s kojim smo upoznati u parodontologiji je i tzv. quorum sensing
koji bakterijama omogucava koordinaciju i razmjenu informacija unutar biofilma. Receptori su proteinske
molekule obicno smjeStene na staninoj povrsini. Omogucuju stanicnu i izvanstanicnu komunikaciju
posredstvom signala iz neposredne blizine i udaljenih dijelova organizma. Kontroliraju membranske
kanale te reguliraju stani¢no vezivanje, rast, diferencijaciju i smrt. Cine to vezanjem za ligande. Ligandi,
¢esto peptidi, mogu biti i ostale male molekule poput hormona, lijekova, neurotransmitera toksina ili
dijelova bakterija i virusa. Vezivanjem liganda za receptor aktivira se ili inhibira specificni biokemijski
odgovor. Uz spomenute integrinske receptore, detaljno se istrazuju i neintegrinski receptori poput
receptora laminina, sindekana, glikoproteina i drugih. Receptori poput Fc receptora, citokinskih receptora
ili receptora faktora rasta, pokre¢u mehanizam stanicnog odgovora u suglasju s imunoloskim sustavom.
Maticne stanice, T- i B- stanice, NK stanice kao i monociti takoder sadrze receptore. Receptori faktora
rasta su Wnt, Tie, ephrin (Eph), PDGF, receptor za vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF),
neurotrofinski receptori, receptori fibroblasta, receptori inzulinu slicnog faktora rasta (IGF) 1 drugi. Svaki
citokin ima odgovarajuéi receptor na stani¢noj povrsini koji mijenja stani¢ni ciklus i funkciju stanice,
uzrokujuéi promjene transkripcijskih faktora i genske ekspresije. Poznajemo pet tipova citokinskih
receptora: 1. porodica hematopoetina, 2. interferonska porodica, 3. porodica receptora za TNF,
4. porodica s receptorom sli¢nim globulinima, 5. kemokinski receptori.
Stanica lu¢i medijatore kao i same citokine izmjenjuju¢i broj receptora za druge molekule na samoj

povrsini, ili pak uzrokuje supresiju vlastite aktivnosti povratnom inhibicijom (4, 32, 36, 43, 44).
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5. REAKCIJE ORGANIZMA NA REGENERATIVNI MATERIJAL I ISHODI
LIJECENJA

Oralno tkivo slijedi proces cijeljenja vrlo sli¢an epitelnome cijeljenju. Razlike u samome procesu
nisu dovoljno istraZene i postoji potreba za njihovom klasifikacijom u oralnom segmentu. Upalna faza
zapocinje 4-6 dana nakon ozljede. Do migracije epitelnih stanica dolazi u prva 24 sata. Proliferacijska faza
nastupa 4-14 dana nakon ozljede i ukljucuje epitelizaciju, angiogenezu, formaciju granulacijskog tkiva i
odlaganje kolagena. Granulacijsko tkivo podrijetlom od PDL ili tkiva prekrivenog keratiniziranim
epitelom ima potencijal indukcije keratinizacije no duboko tkivo nepca nema isti potencijal za razliku od
tkiva neposredno prekrivenog epitelom. Maturacijska faza i remodelacija zapocinje u prosjeku 8 dana
nakon povrede. Postoperativno epitelno cijeljenje parodontne rane zavrSava nakon 7-14 dana. Strukturalni
integritet tkiva izmedu denudiranog korijena i tkiva dostize maturacijsku fazu u prosjeku 14 dana nako
operacije. Formacija bioloske Sirine i oko transmukoznog implantata zahtjeva 6-8 tjedana cijeljenja.
Periimplantatno meko tkivo nalikuje oziljkastom tkivu s obzirom na orijentaciju vlakana i prisutne
vaskulature. Periimplantatni spojni epitel moze biti duzi ako je sama implantacija bila provedena
postekstrakcijski, za razliku od implantacije na postekstrakcijski oporavljeno podrucje. Cijeljenje nakon
neregenerativne parodontoloske terapije rezultira parodontnom reparacijom odnosno formacijom dugog
spojnog epitela, bez stvaranja cementa s pripadaju¢im insercijama kolagenih vlakana i vezivnog tkiva (8).
Dostupni su radovi koji detaljno obraduju postoperativno cijeljenje parodontne rane nakon primjene
razli¢itih kirurskih i nekirurskih postupaka (45).

Odgovor organizma na jatrogenu povredu tkiva zapocinje u procesu zahvata i nastavlja se
reakcijom na materijal. Materijal dolazi u kontakt s krvi, izvanstani¢nom tekuc¢inom i proteinima plazme.
Kao rezultat Vromanovog efekta, stanice organizma reagiraju s povrSinom materijala posredstvom
proteina. Pojavu mozemo okarakterizirati kao dinamiCan proces kompetitivne izmjene proteina Ciji
redoslijed vezanja je predeterminiran i ¢ijom agregacijom nastaje viseslojna proteinska tvorba na povrsini
materijala. Adsorpcija proteina na povrSinu materijala zapocinje unutar prve sekunde kontakta. Proteini
adheriraju na povrsinu slijedom od manjih prema vec¢ima, albumini, globulini, fibrinogen, fibronektin,
kininogen (HMWK ili HK) i faktor XII (2). Formiranje slojeva odvija se unutar prvih deset sekundi, nakon
¢ega proteini denaturiraju te ve¢ unutar trideset sekundi dolazi do pricvrs¢ivanja stanica 1 stimuliranja
okolnog tkiva. Novonastali proteinski sloj tijekom hemostaze i stvaranja krvnog ugruska sudjeluje u
stvaranju privremenog ekstracelularnog matriksa koji moderira interakciju tkiva s materijalom. Nekoliko
minuta nakon implantacije najbrojnije su stanice neutrofili ¢iji odgovor dostize vrhunac od 48 do 72 sata
nakon implantacije i predstavlja urodeni imunoloski odgovor organizma. Osim privlacenja i aktivacije

ostatka imunosnog odgovora neutrofili iniciraju formaciju granulacijskog tkiva i u slucaju razgradivih
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biomaterijala, luce enzime kao Sto su kolagenaza ili serinska proteaza, koji pokrecu njihovu biodegradaciju
1 remodelaciju tkiva. Neutrofile zamjenjuju monociti koji se diferenciraju u makrofage. Tip i opseg
reakcije ovisi o vrsti upotrijebljenoga materijala i stanju organizma (46, 85).

Resorbiraju¢i materijali (neumreZeni bioloski nosaci, poliglaktin itd.) bivaju infiltrirani stanicama
zahvaljujudi poticaju privremenog matriksa, dok kod neresorbiraju¢ih materijala (polipropilen, titan itd.)
stanice adheriraju na novonastali proteinski sloj i koriste ga kao sucelje za izmjenu informacija s
materijalom (47). Resorptivni materijali smjesteni u zdravo i dobro prokrvljeno podrucje razgraduju se u
roku od nekoliko tjedana (48) te poti¢u odgovor M2 fenotipa makrofaga odgovornih za remodelaciju i
funkcionalno obnavljanje tkiva. Neki tipovi sintetskih materijala poticu upalni odgovor organizma
potaknut M1 fenotipom makrofaga, Sto rezultira reakcijom stranog tijela, kroni¢nom upalom i stvaranjem
oziljkastog tkiva. Neresorptivni materijali obi¢no dovode do reakcije stranog tijela (eng. foreign body
reaction - FBR) procesom ,,frustrirane fagocitoze” 1 otpustanja citokina promoviraju upalu, formiranje
seroma i u konacnici enkapsulaciju fibroznom ovojnicom (4).

Fibrozna ovojnica utje¢e na difuziju molekula te uz smanjenu prokrvljenost otezava odgovor
organizma na infekciju. U posljednje vrijeme prepoznaje se potencijal ekstracelularnog matriksa i drugih
materijala koji mogu imati za ishod cijeljenje bez fibroznog oziljka uz vaskularizaciju. Rije¢ je o
materijalima ¢ija povrSina sadrzi projektirane biomimeticke receptore i odlikuje se protuobrastajnim
odnosno antiadhezivnim karakteristikama (eng. nonfouling materials). Poroznost je predodredena

proizvodnim procesom i projektirana sa specificnom namjenom (49).
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5.1.  Osnovni principi interakcije proteina s regenerativnim materijalima

Cimbenici koji utje¢u na interakciju proteinskih molekula s biomaterijalima su mnogobrojni i
kompleksni. Ukljuc¢uju kemijski sastav i svojstva proteina kao Sto su veli¢ina, koeficijent difuzije i afinitet
vezivanja za povrsinu. Osobitosti biomaterijala takoder su brojne i ukljucuju topografiju, naboj i mocivost
povrsine. Mehanizmi interakcije s materijalom, premda razliciti s obzirom na tkivo i materijal, zasnivaju
se na nekim zajednickim principima. Adsorpcija se primarno zasniva na nekovalentnim vezama izmedu
proteina i biomaterijala, redistribuciji naboja i konformacijskim promjenama proteina, §to vidimo na
primjeru afiniteta fibrinogena i trombocita, hidrofobnosti, sastavu i topografiji materijala (4, 49) .

Termodinamiku vezivanja proteina za razlicite hidrofobne 1 hidrofilne povrsine detaljno opisuju
Wilson 1 suradnici (48). Vezivanjem molekula smanjuje se kemijska energija, a s termodinamicke tocke
glediSta svi materijali teZze niskoenergetskom stanju. Vezivanjem proteina na povrSinu smanjuje se
njegova povrSinska napetost. Jedan od nacina ispitivanja podloznosti povrSine na adsorpciju proteinima

jest mjerenje razlike u energiji povrsine prije i nakon vezivanja proteina. Promjena slobodne energije u
procesu proteinske adsorpcije (AGygs) izrazena je formulom: AGags = Ysp + Yww — ( Ysw T Yew ). Energiju
povrSinske napetosti na spoju dvaju sustava u jednadzbi predstavljaju vrijednosti: povrsina - proteini (Ysp),

voda - voda (Yww) povrsina - voda (Ysw), proteini - voda (Ypw), pod uvjetom da je Yww jednaka nuli. Da bi

smanjili adsorpciju proteina na povrSinu materijala, pozeljno je da vrijednost AGygs bude ¢im veca (49).
Smatra se da je, u odnosu na hidrofobnu povrsinu, hidrofilna povrSina pogodnija za adheziju stanica i
njihovu aktivnost. Dobar hidrofilni antiadheriraju¢i materijal poput polietilen glikola (PEG) pokazuje
dovoljno nisku koli¢inu slobodne energije na spoju s vodom $to znaci nisku ysy vrijednost. Medutim, zbog
interakcije naboja i konformacijskih promjena proteina adsorpcija je moguca i na hidrofobnim povrSinama
gdje ulogu imaju energetske promjene koje zadovoljavaju uvjete za adheziju. Interakciju ovih naboja i
elektrostatsku pozadinu adsorpcije dodatno kompliciraju razliCite izoelektricne tocke proteina, pH
okoline, interakcija s ionima te jake vodikove veze koje formiraju molekule vode. Mijenjanjem naboja
povrsine primijetila se promjena u omjeru fibronektina naspram vitronektina te posljedi¢no afinitet
vitronektina za pozitivno i fibronektina za negativno nabijenu povrsinu. Kemizam, hidrofilnost i naboj

imaju znacajniju ulogu u adsorpciji proteina od topografije povrSine materijala (51).
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5.2.  Stani¢na interakcija s proteinima na sucelju s regenerativnim materijalima

Neposredno nakon implantacije, materijal biva prekriven proteinima iz krvi i intersticijskih tekudina.
Svojstva materijala kao Sto su kemizam i topografija povrSine takoder utjeCu na stani¢ni odgovor.
Posredstvom tih proteina stanice stupaju u kontakt s regenerativnim materijalima i mogu prepoznati strane
povrsine. Brzina adhezije proteina na materijale veca je od brzine migracije stanica. Adhezija stanica na
povrsinu i njihov odgovor na novi okoli§ viSe ovisi o proteinima nego o svojstvima materijala. Proteini
¢ine strano tijelo bioloski prepoznatljivim stanicama ¢iji odgovor na sam materijal zatim pretvaraju u
bioloske signale. Poznavanje ovog mehanizma omogucuje manipulaciju stani¢nog odgovora (4).

Tri glavne faze stani¢ne interakcije s materijalom su: stani¢na adhezija, promjene stani¢ne
morfologije i motiliteta te moduliranje stani¢ne funkcije. Vaznost meduodnosa stanica s proteinima o€ituje
se sistemskim odgovorom organizma i reakcijom stranog tijela. Multiproteinski oligomerni sustav
(inflamosom-citokini, interleukini, kaspaze itd.) nastaje kao odgovor na stanicni stres pa mu je i sastav
ovisan o podrazaju, a odgovoran je za aktivaciju upalnog odgovora. Ima sposobnost utjecaja na faze akutne
1 kroni¢ne upale nastale na spoju tkiva s materijalom. Stanice primarno vezu proteine, to¢nije, kratke
sljedove peptida (ligandi) posredstvom receptora u stanicnoj membrani (integrini). Odvoje li se od ECM
stanice podlijezu apokiozi, stani¢noj smrti uzrokovanoj odvajanjem od ECM. Sekvenca Arg-Gly-Asp
(RGD) prisutna u fibronektinu, lamininu, vitronektinu i kolagenu koristi se za facilitaciju stani¢ne adhezije
posredstvom viSestrukih integrina (37). Pored nje, istrazuju se i sinergisticke peptidne domene Pro-His-
Ser-Arg-Asn (PHSRN) te heparin-vezujuca sekvenca PRRARV u studijama fibronektinom posredovane
adhezije makrofaga i formacije FBGC (39). Stanice u in vitro kulturama gdje se najcesce koristi polistiren
(eng. tissue culture polystyrene - TCP) vezuju se za podlogu posredstvom fibronektina i vitronektina. Ove
1 druge polimere istrazuje znanost o polimernim biomaterijalima (40). Integrini sudjeluju u
unutarstaninim signalnim putevima, stoga obnasaju razliCite funkcije u tijelu kao $to je organizacija
citoskeleta, migracija, apoptoza, diferencijacija i stani¢na proliferacija. Stanice su vrlo adaptibilne 1
posjeduju sposobnost lucenja proteina kao Sto je fibronektin, ¢ime utjecu na vlastitu adhezivnu sposobnost
prije i nakon vezivanja za povrsinu. Aktivacijom viSestrukih signalnih puteva stanice prolaze kroz procese
poput remodelacije citoskeleta Sto u slucaju endotelnih stanica ukljuCuje aktivaciju puta beta
transformirajuceg faktora rasta (TGF-B) i posljedicno aktivaciju proteina trombospondina-1 (TSP-1).
Dokazano je da u svrhu vezivanja stanice mogu upravljati s odredenim brojem integrinskih receptora s
obzirom na dostupne ligande na povrsini biomaterijala. Pokazne studije specifi¢nih proteina u gore
navedenim interakcijama jo$ se moraju potvrditi in vivo testiranjima. Neutrofili i endotelne stanice imaju
veliku ulogu u tom procesu, no trojstvo odgovorno za FBR i posljedicnu fibrozu implantiranog sadrzaja
¢ine fibroblasti, makrofazi i trombociti (49).
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5.3. Odgovor organizma na materijale dobivene tkivnim inZinjeringom

Normalan proces cijeljenja odvija se u tri faze: hemostaza 1 cijeljenje, proliferacija i granulacija
te remodeliranje tkiva koje vodi rezoluciji. Mnogobrojni faktori tijekom terapije mogu poremetiti ovaj
osjetljiv proces. Izrazeno postoperativno krvarenje usporava cijeljenje utjecu¢i na formiranje
granulacijskog tkiva. Pretjerana toplina moze dovesti do kosStane nekroze. Ishemija i hipoksija dovode do
smanjene deplecije stanica, infekcije 1 profibrotickih promjena. Popis uzroka i njihovih manifestacija je
iznimno dug i bitan (8). Prirodno dobiveni materijali nacinjeni su od komponenti ekstracelularnog
matriksa, stoga ne izazivaju imunoloski odgovor pacijenta ako su decelulizirani. Biokompatibilnost
prirodnih materijala je na neki nacin poboljSana, dok je kod sintetskih ovisna o koriStenom materijalu i
odgovoru organizma. Bitno je naglasiti vaznost bioloske razgradnje, odnosno, biodegradaciju prirodnih
materijala i dobivenih produkata te reakcije zbog koje su svi ovi materijali inherentno bioaktivni. Prirodni
materijali zadrzavaju Zeljenu arhitekturu te imaju poboljSana bioaktivna svojstva. Mikroarhitektura
sintetskih materijala nije istovjetna bioloSkim no tome teze. Bioaktivnost ovisi o vrsti materijala no imamo
bolju kontrolu nad biokemijskim komponentama kao 1 karakteristikama poroznosti i biodegradacije. Bez
obzira na manju sposobnost kontrole prirodnih materijala oni pokazuju znacajniju sposobnost
revaskularizacije ciljanog podrucja zbog zadrzanog mikrovaskulatornog crteza. Prednost sintetskih
materijala trenutno je dostupnost i brza proizvodnja te ¢injenica da su manje skloni kontaminaciji i
uzrokovanju infekcije. Odgovor organizma na prirodne materijale ovisi o izvoru materijala i metodama
obrade te sastavu i prisutnosti liganada Sto nam govori u prilog tkivne specificnosti. Antigenost i
imunogenost dva su najc¢esc¢a aspekta imunoloskoga odgovora na biomaterijale. Svi imunogeni materijali
su ujedno 1 antigeni no suprotno ne vrijedi. Prema tome postoje 1 materijali koji jesu antigeni ali nisu
imunogeni i nazivamo ih haptenima. Najcesc¢e su to metalni ioni. Najbolje proucavani su nikal i berilij
koji uzrokuje kontaktni dermatitis. Vezu MHC-II komplekse za specificne aff T-stanine receptore.
Istrazuju se i takozvane kvantne nanocestice (eng. guantum dots) koje sadrze metalnu jezgru. Posredstvom
kvantnih nanogestica kadmija, cinka ili zlata mozemo modulirati imunoloski odgovor. Cestice mogu
izmaknuti imunolo$kom prepoznavanju, mogu ga inhibirati ili pojacati (52, 53, 80). Izbjegavanje upalnog
odgovora organizma takoder se postize projektiranjem spomenutih antiadsorpcijskih biomaterijala i
samoorganiziraju¢ih mono slojeva (SAM). Preveniranje proteinske adhezije zahvalniji je proces od
degradiranja ve¢ vezanih proteina (49). Antigenost mozemo opisati kao sposobnost neke tvari odnosno
antigena da na neki nacin stupi u kontakt s T- ili B-stani¢nim receptorima. Dio antigena koji stupa u
kontakt s B-stani¢nim receptorom naziva se epitop ili antitijelo ili imunoglobulin, takozvana antigena
determinanta. Proteinski antigeni, takoder epitopi, prvo se vezuju za glavni sustav kompleksa tkivne

podudarnosti (eng. major histocompatibility complex - MHC), a potom ih T-stani¢ni receptori prepoznaju
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pomocu odredenih sljedova aminokiselina, epitopa. Imunosni sustav prvo aktivira urodeni, a potom
ste¢eni imunoloski odgovor reakcijom na imunogene, tvari koje provociraju reakciju. Urodeni imunoloski
odgovor kod odbacivanja transplantata aktiviraju razli€iti faktori koji su vezani uz upalu ili upalu poticu
(DAMP) ili koji su izlu€eni tijekom mehanickih ili ishemijskih ozljeda (54). Inflamosom, multiproteinski
kompleks, reguliraju¢i ekspresiju miRNA (eng. micro ribonucleic acid - miRNA) poti¢e lucenje
medijatora koji potom reguliraju citokine i interferone tipa 1 (IFN-1). Kod ste¢enog imunoloskog
odgovora u reakciji odbacivanja transplantata stani¢ni odgovor posredovan T-stanicama, detektira
nenormalne MHC dok humoralni odgovor B- stanica i protutijela prepoznaje tvari u krvnom i limfnom
cirkulacijskom sustavu. Prirodni materijali iako biokompatibilni mogu biti i imunogeni. Gotovo se 60%
prirodnih materijala razgradi u prva Cetiri tjedna, dok za ostatak treba u prosjeku jos tri mjeseca. Adaptivni
odgovor organizma na biomaterijale posredovan je u prvom redu makrofazima, a potom i limfocitima.
Molekule uklju¢ene u proces su dakako citokini, interleukini, TNFa, CCR, CD i mnoge druge.
Poznavanjem mehanizama djelovanja makrofaga, limfocita te njihovih posrednika ulazimo u podrucje
posredne prilagodbe odgovora organizma putem materijala. Izbjegavamo upotrebu imunosupresivnih
lijekova jer riskiramo infekciju, toksi¢ne sistemske nuspojave, a postoji i opasnost od stvaranja
nepocudnih tvorbi. Moduliranje imunoloskog odgovora bez imunosupresivnih lijekova trenutno istrazuju
dva pristupa: redukcija antigenog i imunogenog djelovanja tkiva donora i moduliranje imunoloskog

sustava (4).

5.4. Ishodi cijeljenja parodontne rane i regeneracija

Cijeljenje parodontne rane odvija se u specificnom otvorenom sustavu koji je izlozen infekeiji
zbog neprekidnog prisustva bakterija. Regeneracija ukljuc¢uje povrSinu korijena, parodontni ligament,
cement, epitelno, gingivno 1 koStano tkivo te pripadajuce vaskularno tkivo, ziv€ano tkivo i limfni sustav s
kojima mora povratiti funkcionalnu svezu, restitutio ad integrum. Proces se odvija pod stalnim
optereenjem okluzalnih sila koje negativno utjeCu na Zeljeni ishod. Ovisno o uvjetima i stupnju
zahvacenosti tkiva parodontnom bolesc¢u, proces cijeljenja prirodnim putem Cesto zavrSava reparacijom
ili oziljkastim tkivom (55).

Povredom tkiva dolazi do krvarenja i stvaranja ugruska koji $titi izloZeno tkivo i sluzi kao
privremeni matriks sacinjen od proteina plazme. Cijeljenje tece u tri faze. Upalna faza zapo€inje uputama
faktora rasta prisutnih u priviemenom matriksu, procesom ¢is¢enja rane koju izvrSavaju neutrofili, a potom
monociti. Prva tri dana upalne stanice procesom fagocitoze odstranjuju uzro¢nike upale. Granulacijska
faza upale zapocinje priblizno Cetvrtog dana, dekontaminacijom upalnog podru¢ja makrofazima koji luce
bioaktivne molekule i poticu stvaranje granulacijskog tkiva. Stanice adheriraju medusobno i na tkivo.
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Sedmoga dana nastavlja se granulacija tkiva i zapocinje cijeljenje formiranjem prvih vlakana kolagena $to
uzrokuje kontrakciju tkiva. Proces granulacije nastavlja se do posljednje faze, maturacije. Faza
sazrijevanja odlikuje se stvaranjem matriksa, koji je bogat kolagenim vlaknima, za $to su zasluzni
fibroblasti koji izmjenom funkcije postaju miofibroblasti i luce alfa aktin glatkog misi¢ja. Endotelne
stanice potiCu angiogenezu. Regeneracija ili reparacija ozlijedenoga tkiva ovisi o dostupnosti potrebnih
tipova stanica i faktora koji utjeCu na cijeljenje. Dugi spojni epitel pojavljuje se vrlo brzo nakon
instrumentacije povrsine korijena u procesu reparacije. Formiraju ga keratinociti koji migriraju iz podrucja
sulkusa na mjesto cijeljenja, stoga je najbitnije sprijeciti proliferaciju stanica gingive kako bi se omogucilo
cijeljenje kosti. Cijeljenje koStanim tkivom odvija se bez pojave cementa, parodontnog ligamenta i
ekstrinzi¢nih vlakana te je moguca ankiloza korijena. Regeneracija parodontnog tkiva sa svim
pripadaju¢im tvorbama sastoji se od funkcionalne restitucije uglavnom celularnog cementa korijena,
Sharpeyjevih i oksitalanskih vlakana parodontnog ligamenta, kostanoga tkiva i gingive (9).

Zbog lakSeg odabira postupaka i materijala spomenutih u ovom tekstu, imena materijala koji se koriste za
rekonstrukciju alveolarne kosti i1 regeneraciju parodontnog tkiva nalaze se u tablici regenerativnih

materijala (tablica 1.).

Tablica 1. Regenerativni materijali

Rekonstrukcija alveolarne kosti Regeneracija parodontnog tkiva

1. Autologni kostani transplantati 1. Neresorptivne okluzalne membrane
Intraoralni transplantat Politetrafluoretilen (ePTFE)

2. Alogeni kostani transplantat 2. Resorptivne okluzalne membrane
Zamrznuta spuzvasta ilijacna kost Atrisorb/Atrigel
Dekalcificirani suho smrznuti Poliglikolna kiselina /polilakti¢na kiselina
transplantat kosti (DFDBA) 3. Faktori rasta i regeneracija

3. Ksenogeni kostani transplantat Derivati caklinskog matriksa (EMD)
Mineralni govedi matriks Faktor rasta trombocita (PDGF)

Koraljni skelet Morfogenetski kostani proteini (BMP)

4. Aloplasti¢ni materijali Faktor rasta fibroblasta-2 (FGF-2)
Hidroksiapatit Plazma bogata trombocitima (PRP)
B-Trikalcij fosfat Plazma bogata ¢imbenicima rasta (PRGF)
Bioaktivno staklo 4. Stani¢na terapija
Polimeri Autologne mati¢ne stanice

5. Polimeri i kolagene spuzve 5. Genska terapija
Kolagen
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6. IMUNOLOSKI ASPEKTI PRIMJENE REGENERATIVNIH MATERIJALA

6.1.  Plasti¢nost i polarizacija makrofaga i limfocita

Makrofazi spadaju u stanicne komponente urodene imunosti. Osim imunoloskog djelovanja
sudjeluju u metabolickim funkcijama i remodelaciji tkiva. Plasti¢nost makrofaga ocituje se promjenjivim
fenotipom stanica mononuklearnog fagocitnog sustava u suglasju s podrazajima iz okoliSa. Podrazaji koji
dovode do promjene su produkti mikroba, limfocita ili raspadnih produkata stanice. Pod utjecajem
specificnih receptora, liganda ili interleukina polariziraju se klasiéni M1 makrofazi vezani uz upalne
procese ili alternativni M2 makrofazi koji viSe doprinose u procesu cijeljenja pomazu¢i angiogenezu,
remodelaciju tkiva, supresiju Thl adaptivne imunosti i druge procese. Sli€no makrofazima moguce je
posti¢i polarizaciju T-limfocita od kojih se Th-1 fenotip vezuje uz dobre ishode implantacije za razliku od
Th-2 fenotipa koji povezujemo s klasicnim odbacivanjem transplantata. Relevantna spoznaja vezana uz
plasti¢nost makrofaga je mogucnost reprogramiranja makrofaga pomocu eksternih signala Sto za
posljedicu moze imati smanjivanje broja imunosupresivnih M2 u korist M1 imunostimulativnih
makrofaga te tako imamo moguénost modulirati imunoloski odgovor za potrebe terapije. Pred nama je
zadatak razvijanja na¢ina manipulacije makrofaga u svrhu izbjegavanja Stetnog nekontroliranog upalnog

ucinka makrofaga i promoviranja funkcionalne obnove tkiva (4).

6.2. Uloga dendriti¢kih stanica

Makrofazi i dendriticke stanice uz ostale stanice imunoloskog sustava postoperativno naseljavaju
mjesto implantacije. Dendriticke stanice (eng. dendritic cell - DC) imaju jedinstvenu sposobnost
stimuliranja T- i B-stanica in vitro i in vivo zbog ¢ega ih se naziva antigen-prezentiraju¢im stanicama (eng.
antigen-presenting cell - APC). Prepoznata uloga DC stanica je supresija kroni¢nih proinflamatornih
reakcija na implantate i aktivacija proinflamatornih T 1 B stanica imunoloskog sustava. U prisutnosti
biomaterijala kao antigena, tumacenjem kemijskih signala povrSine materijala nastaju zrele dendriticke
stanice (mDC). Topografija stani¢ne povrSine i tekstura te adsorbirani proteini na povrsini biomaterijala
uzrokuju formiranje tolerogenih dendritickih stanica (tDC). Uloga DC stanica u procesu reakcije na strano
tijelo jos se istrazuje. Mehanizam kojim prepoznaju biomaterijal jos je pod istragom no jedna od hipoteza
jest da biomaterijali aktiviraju receptore i signalne puteve bitne za prepoznavanje patogena (eng. pattern

recognition receptor - PRR) (4).
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6.3. Reakcija na strano tijelo

Stomatoloski zahvati Cesto zahtijevaju upotrebu materijala koje neovisno o sastavu, iz perspektive
organizma mozemo smatrati stranim tijelom (lat. corpus alienum). Djeli¢i gutaperke, granule
hidroksiapatita, amalgamske tetovaze, pa i krhotine zuba, mogu dovesti do smetnji u cijeljenju i latentne
infekcije (8). Reakceija stranog tijela (eng. foreign body response - FBR) na biomaterijale prepoznatljiva
je po makrofazima, multinuklearnim orijaSkim stanicama (eng. foreign body giant cells - FBGC) i
komponentama granulacijskog tkiva za razliku od kroni¢ne upale kojom dominiraju monociti, makrofazi
1 limfociti te se vezuje za infekciju ili toksicnost. Implantirani biomaterijal u trenutku implantacije dolazi
u kontakt s proteinima tkivnih tekuéina i krvi te podlijeze adsorpciji nespecificnim molekulama koje mogu
inducirati daljnju adheziju stanica u procesu koji dovesti do otpustanja citokina i upalnog odgovora
organizma. Implantacija sintetskih biomaterijala koji nemaju in vitro mjerljivo toksino curenje tvari in
vivo svejedno uzrokuju blagu upalu. Upala prolazi u periodu od dva do tri tjedna medutim fibrozna kapsula
koja okruzuje novo implantirani materijal ostaje dozivotno, ukljucujuéi pridruzene joj makrofage i
FBGCs. Reakcija koja nastaje nakon dodatna tri tjedna, uglavnom je okarakterizirana kao mirna i bez
lokalnih ili sistemskih ucinaka. Takvu reakciju nazivamo reakcijom stranog tijela. Mirna FBR bez
komplikacija u kojoj tanka neadheriraju¢a kapsula obavija implantat, danas se smatra temeljem
biokompatibilnosti (56).

Tvornicki materijali poput implantiranih silikona ili politetrafluoretilena (ePTFE) uvijek na
povrsini imaju prisutne makrofage i FBGC. Topografija povrsine materijala, uz potencijalno prisutne
kontaminacijske Cestice, diktira sastav FBR (57). Mikrosfere i Cestice ili pak tkanine 1 porozni materijali
imaju grube i velike povrSine naspram volumena stoga na njima nalazimo velik broj makrofaga i FBCG.
Implantirane Cestice ve¢e od makrofaga pokrecu proces frustrirane fagocitoze i posljedicne kronicne.
Materijal s glatkom povrSinom imat ¢e izrazeniju fibroznu reakciju (58). FBR moze opstati na povrsini
implantata dok god je u tkivu jer kapsula obavija implantat izoliraju¢i FBR od lokalnoga tkiva. Premda i
FBGC mozZe opstati dokle god je implantat na mjestu, nije posve jasno da li njegove komponente ostaju
aktivne otpustajuci lizosomalne sastavnice. Modul elasti¢nosti implantata, trenje, kompresija 1 iritacija
tkiva takoder su jedan od ¢imbenika koji utjecu na FBR. Dugotrajne reakcije koje mogu nastati kao

posljedica komunikacije sa susjednim proteinima i stanicama se istrazuju (4).
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6.4. Fibroticki odgovor i posljedice fibroze

Prisjetimo li se da je fibroza neravnoteza izmedu proizvodnje i razgradnje ekstracelularnog
matriksa, sasvim je jasna potreba za razumijevanjem bioloskih procesa na stani¢noj razini. Proces
stvaranja fibrotickoga tkiva slican je cijeljenju rane osim Sto naposljetku ne dolazi do remodeliranja i
rezolucije. Razli¢iti modaliteti upale mogu dovesti do stvaranja profibrotickih molekula koje dovode do
enkapsulacije biomaterijala, osim ako se koriste biomaterijali infiltrirani stanicama parenhima. Dodatni
¢imbenici koji nastaju uz infekciju, a promoviraju ih i sami biomaterijali uzrokuju nastanak molekulskih
obrazaca patogena (PAMP) i molekulskih obrazaca oste¢enja (DAMP) te promjenu pH sredine
koriStenjem kiselih materijala. Hipoksija i mehanicki podrazaji imaju snazan utjecaj na razvoj fibroze.
Raznovrsne stanice imaju ulogu u fibrozi, poc¢evsi od granulocita, makrofaga i limfocita preko monocitnog
sustava do miofibroblasta. Prepoznati su i brojni kemokini koji sudjeluju u procesu no uloga im je jos
uvijek nerazjas$njena. Morfogeni molekularni putevi poput Wnt i Notch sustava te Hedgehog liganda
ukljucenih u diferencijaciju miofibroblasta takoder su dio procesa. Od citokina najvazniju ulogu ima TGF-
B. Matriksne metaloproteinaze (MMP) sudjeluju u razgradnji razli¢itih proteina ekstracelularnog matriksa
te su aktivne u svim fazama cijeljenja. Miofibroblasti se smatraju vode¢im uzro¢nikom fibroze, doprinose
remodelaciji kolagena granulacijskog tkiva u kolagen fibroti¢nog tkiva (59).

Mnogi geni vezani uz fibrozu pokazuju promijenjene u metilaciji i ekspresiji gena enzima.
Zabiljezen je 1 slucaj epigenetski promjenjene diferencijacije miofibroblasta kao posljedice biofizickog
utjecaja materijala (60).

Fibrozna ¢ahura moze uzrokovati nepredvidljive rezultate terapija i neuspjeh zbog promjena koje
uzrokuje na razini difuzije signalnih molekula i stani¢ne komunikacije te retencije mikroorganizama i
stvaranja povoljnog mjesta za infekciju. Razvoj materijala s niskom vrijednosti proteinske adsorpcije i

lijekova sa antifibrotickim u¢inkom ima Siroku uporabnu vrijednost (42).
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7. STRATEGIJE REGENERATIVNE PARODONTOLOSKE TERAPIJE

Melcherov koncept ,.kompartmentalizacije” iz 1976. godine 1 histoloske analize studija
parodontne regeneracije govore u prilog pojavi tkivnog pricvrska na povrsini korijena naseljenog
stanicama zdravog parodontnog ligamenta (61). Posljednjih godina predlozeni su brojni nacini
regeneracije oSte¢enog parodontnog tkiva kao posljedice parodontne bolesti ili gingivnih recesija. Stanice
epitela tijekom cijeljenja najbrze proliferiraju te nastaje dugi spojni epitel. Polaganjem membrane na
povrsinu tretiranog korijena osiguravamo prostor i vrijeme za stanice koje se sporije regeneriraju te
omogucavamo stvaranje cementa, parodontnog ligamenta i kosti koriste¢i autogene, aloplasti¢ne i druge
materijale. Ova metoda naziva se vodenom regeneracijom tkiva. Postojece strategije lijeCenja parodontnih
defekata su, osim upravo navedene, terapija rekombinantnim proteinima te metode koje koriste
biodegradiraju¢e materijale i osteoinduktivne supstance. Trenutno su u fazi intenzivnog istraZivanja
metode tkivnog inZenjeringa koje obuhvacaju manipulaciju stanicama, signalnim molekulama i tkivnim
nosacima te genetskim materijalom, kao i epigenetskim ¢imbenicima. U posljednje vrijeme kombiniraju
se kirurSke metode s upotrebom bioaktivnih molekula kao $to su metode koje koriste proteinski pristup
koristeci derivate caklinskog matriksa (EMD) i krvne derivate (PRP, PRF, PRGF). U upotrebi su jos i
kostani morfogenetski proteini (BMP) i faktori rasta fibroblasta (FGF), no istrazuju se i drugi poput
periostina (8). Metoda koja zahtjeva koriStenje rekombinantnih proteina uglavnom koristi rekombinantni
PDGF (thPDGF) s trikalcij-fosfatom (TCP) i rekombinantne kostane morfogenetske proteine (rhBMP) sa
spuzvom kolagena tipa I. Osim navedenih metoda u fazi istraZivanja su stani¢na terapija i genska terapija.
boles¢u ili povredom zahvacenog podrucja. Genska terapija je vrlo zahtjevna, no rjeSava problem
nedovoljne koli¢ine potrebnog proteina na mjestu primjene zbog njegove brze razgradnje Temelji se na
unosenju kodiranih proteinskih komponenti u stanicu koja ima sposobnost ekspresije ciljanog proteina.
Imunoterapija je nefarmakoloSka terapija koja koristi neke od navedenih materijala i metoda za
izbjegavanjem antigenog i imunogenog odgovora organizma s ciljem postizanja Zeljene reakcije
organizma u odnosu na koristeni materijal (4).

Cilj parodontoloske regenerativne terapije je formacija funkcionalnog parodontnog ligamenta s

insercijama vlakana u novostvoreni cement i alveolarnu kost (4).
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7.1.  Regenerativni postupci i materijali koriSteni u klini¢koj praksi

Sredis$nji princip regenerativne terapije jest reparacija i regeneracija cementa, parodontnog
ligamenta i alveolarne kosti. Nekoliko je metoda i materijala koje nam stoje na raspolaganju. Regeneraciju
kosti pomocu otvorenog ili zatvorenog poliranja korijena bez upotrebe dodatnih sredstava (eng. Open Flap
Debridement - OFD). Postoji li potreba, koristi se kost ili njeni nadomjestci uz upotrebu tehnike vodene
regeneracije kosti (eng. Guided Bone Regeneration - GBR). Postupkom vodene regeneracije tkiva (eng.
Guided Tissue Regeneration - GTR) postizemo regeneraciju parodontnih struktura koriStenjem membrana
u svrhu osiguravanje prostora za regeneraciju parodontnog i koStanog tkiva jer se navedene strukture
regeneriraju sporije od stanica epitela. Razli¢itim metodama pokuSavamo sprijeCiti stvaranje dugog
spojnog epitela i dozvoliti, pa Cak i1 potaknuti, regeneraciju kosti i parodontnog tkiva aktivnim
biomaterijalima. Potaknuti tkivo na regeneraciju mozemo i koriStenjem bioaktivnih tvari kao $to su:
faktori rasta i diferencijacije ili proteini caklinskog matriksa. Navedene metode i materijale mozemo
koristiti zasebno ili u kombinaciji. NajceSce koriSteni materijali u klinickoj praksi su koStani nadomjestci
1 koStani transplantati, okluzivne membrane i bioaktivni agensi. Cilj terapije koStanim transplantatima je,
medu ostalim, restauracija visine alveolarne kosti. Koristi se u kombinaciji s GTR 1 ostalim tehnikama.
Pridodamo li tome da je svrha koStanih transplantata u konacnici regeneracija parodontnog ligamenta,
zadatak postaje iznimno izazovan, a prisutan je i problem infekcije i nestandardiziranih kirurkih tehnika
pri koriStenju ovih materijala. Negativna strana je ogranic¢ena koli¢ina raspoloZive autologne kosti, to¢nije,
mjesta s kojega se uzima, te brojne komplikacije koje mogu nastati u procesu. Ksenotransplantati i
aloplasti¢ni materijali podlozni su obrastanju fibroznom kapsulom te nisu osteoinduktivni, ve¢ su samo
osteokonduktivni (4, 40, 42, 47).

Kostane nadomjestke s obzirom na podrijetlo i sastav mozemo podijeliti na:

1. autogene, 2. alogene, 3. ksenogene i 4. aloplasticne (4).

S obzirom na biolosku funkciju u organizmu ko$tani nadomjesci mogu biti :
1. osteogeni, 2. osteoinduktivni, 3. osteokonduktivni (4).

Autogeni, oralno uzeti kortikalni koStani transplantati su najdjelotvorniji. Mnogi klinicari
autogene intraoralno uzete transplantate smatraju zlatnim standardom. Mogu¢i mehanizmi kojim sudjeluju
u regeneraciji kosti je osteogeneza i osteoindukcija. Autograft pomijeSan s krvlju ima bolje rezultate od
samog CiS¢enja OFD. Ekstraoralno uzeti transplantati nisu pogodni za svakodnevnu upotrebu te mogu
imati za ishod ankilozu i resorpciju korijena. Upotreba im je ogranicena (4, 47).

Alogeni transplantati podrijetlom su od genetski nejednakih pripadnika iste vrste. To su: smrznuta
spuzvasta ilija¢na kost, mineralizirani transplantat suho smrznute kosti (eng. freeze-dried bone allograft -

FDBA) te dekalcificirani suho smrznuti transplantat (eng. demineralized freeze-dried bone - DFDBA).
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Pravilna priprema ovih transplantata ukljucuje njihovo izlaganje radijaciji 1 kemikalijama kako bi se
smanjila moguc¢nost prenosenja zaraze i antigena. Histoloska analiza pokazuje pojavu tkivnog pricvrska i
stvaranje kosti. Materijali se, mogu koristiti zasebno ili u kombinaciji npr. lamelarni kostani alograft kao
membrana u kombinaciji sa DFDBA te pokazuje obecavajuce rezultate. Osteogeni potencijal ostvaruju
posredstvom morfogenih koStanih proteina (4, 47).

Ksenogeni transplantati Zivotinjskog su i biljnog podrijetla. Posjeduju osteokonduktivna svojstva
te su sigurni za upotrebu. U upotrebi su transplantati podrijetlom od goveda (npr. BioOss®) kao najcesce
je koristeni preparat ksenotransplantata ovoga tipa kod nas te koraljni skelet pripremljen kao resorptivni
kalcij-karbonat ili neresorptivni hidroksiapatit (47).

Aloplasti¢ni materijali su sintetski materijali, sigurni za koriStenje, bez rizika od prenoSenja
bolesti i vrlo su dostupni. Upotrebu opravdavaju osteokonduktivnim mehanizmom djelovanja no pretezno
ih koristimo za zbrinjavanje defekata jer cementogeno djelovanje nije jo§ dokazano. Pacijenta se ne mora
izlagati drugoj neugodnoj operaciji pri uzimanju transplantata. U praksi se koriste polimeri, trikalcij-fosfat
(TCP) odnosno beta trikalcij-fosfat (B-TCP), hidroksiapatit i bioaktivna stakla. Mnogi su materijali
napravljeni od kalcijevih soli u upotrebi kao visoko biokompatibilni materijali kao Sto su kalcij-sulfat,
kalcij-karbonat, kalcijev-fosfat i bioaktivna stakla. Hidroksiapatit je biokompatibilan, bioaktivan i
osteokonduktivan. Dolazi u obliku resorptivnih i neresorptivnih keramickih Cestica. HistoloSka analiza
pokazuje vezivom obrasle Cestice i slabu formaciju kosti bez stvaranja pricvrska uz stvaranje spojnog
epitela ve¢im dijelom korijena. Beta trikalcij rezultira minimalnim formiranjem kosti, ali ne
regeneracijom. Polimeri su se pokazali biokompatibilnim no uglavnom sluze za popunjavanje defekata.
Bioaktivna stakla, utvrdeno histoloskom analizom, najces¢e dovode do cijeljenja dugim spojnim epitelom
1 ogranienim stvaranjem kosti. Do resorpcije dolazi ovisno o sastavu koriStenoga stakla. Mehanizam
djelovanja ovih alkaliénih materijala ispoljava se u kontaktu sa tjelesnim teku¢inama pri cemu nastaje
dvosloj silicij gela i kalcij-fosfata koji potiu adsorpciju proteina. Osteoblasti luce ECM kao odgovor na
proteine i poti¢u stvaranje kosti (4, 47). Osteogeni transplantati formiraju novu kost posredstvom
pluripotentnih mati¢nih stanica. Osteoinduktivnost je sposobnost materijala da poti¢e rast kosti
induciraju¢i pretvorbu nezrelih stanica u preosteoblaste i1 osteoblaste te posljediCan rast kosti.
Osteokonduktivnost je odlika materijala da podrzava razvoj kosti, i premda sam u tom rastu ne sudjeluje,
sluzi kao nosac. Nedostaci prirodnih transplantata potaknuli su razvoj sintetskih materijala. Prednost nad
prirodnim izvorima transplantata nalazi se u izostanku imunosnog odgovora. Razvoj osteoinduktivnih
materijala pocinje s otkricem morfogenetskog koStanog proteina. lako mehanizam djelovanja nije u
potpunosti razjaSnjen poznato je da su ovi materijali in vivo superiorni pred neosteoinduktivnim

materijalima u moduliranju okolnoga tkiva i stvaranju kosti. Pokusaji primjene osteoinduktivnih tvari u
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tehnici GTR imaju problem nedovoljne koli¢ine tvari na tankim membranama. Postoji potreba za novim
membranama projektiranim za ovu upotrebu.

U praksi koristimo resorptivne i neresorptivne sintetske membrane te prirodne membrane koje jos
nazivamo 1 biorazgradivim membranama. Minimalni kriteriji koje membrane moraju zadovoljiti su
biokompatibilnost i klini¢ka jednostavnost manipulacije. Moraju zadrzati oblik dovoljno dugo dok stanice
parodontnog ligamenta i kosti ne ispune tkivni defekt te se integriraju s tkivom. Zadovoljavajuéa razina
okluzivnosti na stani¢noj razini omogucuje prolazak molekulama ali ne i stanicama. Resorbirajuce
membrane ponekad nisu dovoljno krute i sklone su uruSavanju. Ne funkcioniraju u svim slucajevima
odnosno ishod je nepredvidiv. Negativni aspekti su primijeceni kod upotrebe neresorbiraju¢ih membrana
podloznih naseljavanju mikroorganizama i infekciji te zahtijevaju dodatni operativni postupak otklanjanja.
Rijetko se koriste u regenerativnoj kirurgiju no zato su zlatni standard u GBR. Polilakti¢ne, poliglikolne i
poliglaktinske kisele membrane su sintetske membrane. U tijelu se razgraduju procesom hidrolize, a
daljnji produkti Krebsovim ciklusom do vode i ugljikova (IV) oksida. Zbog niskog pH inhibiraju
osteogenezu te se pokazalo da mogu perzistirati u organizmu i do Sest godina te u tom periodu izazvati
FBR. Prirodne membrane nacinjene su od kolagena govedeg ili svinjskog podrijetla. Resorbiraju ih
makrofazi i polimorfonuklearni leukociti posredstvom enzima. Kolagena membrana je sastavljena od
kolagena tipa I te se ve¢ duze vrijeme koristi u klinickoj praksi. Nekoliko je istrazivanja pokazalo da imaju
pozitivan ucinak na regeneraciju parodontnog tkiva. Pruzaju slabu potporu, a regenerativni potencijal je
ograni¢en. Membrane od oksidirane celuloze naCinjene su od resorbirajuéeg hemostaticnog pokrova te
imaju poticajan odgovor kad se koriste u GTR metodi. Zbog kiselosti uzrokuju zakasnjelo cijeljenje kosti.
Postoji i imedijatna Atrisorb/Atrigel membrana koja se moze pripraviti u ordinaciji mijeSanjem praskastog
polilaktida koji proces stvaranja membrane zavrSava u tekuéem mediju tkivne tekuéine ili fizioloske
otopine. Ova membrana koristi se u kombinaciji s koStanim ili aloplasti¢nim materijalom za popunjavanje
kostanih defekata (37, 40, 42). S obzirom da na interakciju stanica s materijalom utjecu proteini vezani na
povrsinu biomaterijala, povrSinska svojstva pogodna za adheziju nespecificnih proteina takoder su
pogodna za vezivanje bakterija. Uz navedeno, visoka koncentracija aktiviranih komplemenata te njihov
doticaj s povrSinom biomaterijala dokazano doprinose upalnom odgovoru organizma. Potreba za
materijalom niske vrijednosti proteinske adsorpcije dovela je do razvoja nove skupine antiadsorpcijskih
biomaterijala. Medu najkoristenijima je polietilen glikol (PEG) koji spada u neionske hidrofilne
materijale. Ostale dvije skupine cesto koriStenih materijala su zwitterionski (samoorganizirajuéi

monoslojevi - SAM, i drugi) te amfifilni (SAM 1 drugi ) (49).
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8. TKIVNI INZENJERING

Tkivni inZenjering predstavlja obecavajuée multidisciplinarno podru¢je utemeljeno na
biomedicinskim dokazima. Bavi se razvojem novih materijala i metoda u svrhu restauracije, regeneracije
1 odrzavanja zdravlja organizma i njegovih dijelova. Parodontoloski aspekt tkivnog inzenjeringa bavi se
restauracijom i regeneracijom parodontnog ligamenta, cementa i alveolarne kosti uslijed naruSene funkcije
zbog bolesti ili traume. Istrazivanja su fokusirana na ekstracelularni matriks, stanice i signalne molekule
te na mehanizme koji upravljaju regulatornim procesima navedenih komponenti §to u posljednje vrijeme
ukljucuje 1 gensku terapiju te imunoterapiju (12). Uvjeti za uspjeSnu regeneraciju parodontnog tkiva
metodama tkivnog inzenjeringa su u prvom redu dostupnost dovoljnog broja stanica koje ¢e sudjelovati u
stvaranju novog tkiva uz odgovarajuci nosac ili ekstracelularni matriks koji ima sposobnost zadrzavanja
stanica. Kako bi stanica dobila upute o formiranju odredenoga tkiva potrebna je osim dovoljne koli¢ine
signalnih molekula na mjestu primjene i njihova pravodobna aktivacija. Stanice koje se koriste u ovom
procesu mogu biti autologne, podrijetlom od pacijenta, alogene, stanice donora i ksenogene, stanice
zivotinjskog porijekla (32, 37, 40).

Glavne razlike prirodnih i sintetskih materijala dobivenih tkivnim inZenjeringom zasnivaju se na
zadovoljavanju uvjeta biokompatibilnosti i predvidivosti ishoda terapije koji se ne bi trebao ni po ¢emu
razlikovati od prirodnog procesa regeneracije.

Pregledom literature zasnovane na regeneraciji parodonta tehnikama tkivnog inZenjeringa,
mozemo uz stanovitu dozu opreza, zbog preklapanja unutar podrucja, izvesti podjelu na temelju in vivo i

in vitro pristupa te terapije bazirane na stanicama.

e In vivo pristup podrazumijeva in situ regeneraciju tkiva koriStenjem stanica i molekula sa
sintetskim nosa¢ima ili ekstracelularnim matriksom, potiuc¢i sam organizam na djelovanje.

e [n vitro pripremljene stanice i tkiva u kombinaciji s aktivnim molekulama, genima, peptidima,
polisaharidima i liofiliziranim stani¢nim frakcijama implantiraju se u organizam.

e Stani¢na terapija bazira se na izolaciji 1 kultiviranju stanica koje potjecu od donora ili samog
pacijenta. Apliciraju se ubrizgavanjem u obliku suspenzije ili mogu biti transplantirane kao

adherirane stani¢ne kulture u slojevima.
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8.1. Stanice

Regenerativna parodontologija prepoznaje potencijal tkivno specifiénih stanica i mati¢nih stanica ve¢
nekoliko desetljeca, no jo$ uvijek postoji mnogo tehnickih izazova. Tkivno specificne mati¢ne stanice
nazivamo jo$ i adultnim mezenhimalnim/somatskim mati¢nim stanicama (eng. mesenchymal stem cells —
MSC), adultnim mati¢nim stanicama (eng. adult stem cells — ASC) ili postnatalnim mati¢nim stanicama
dok pod izrazom mati¢ne stanice podrazumijevamo embrionalne maticne stanice (eng. embryonic stem
cells — ESC ). Koristenje pluripotentnih ESC nailazi na bioloske probleme tkivne podudarnosti i
imunogenosti te na problemati¢na eticka pitanja. Istrazivanja su stoga usmjerena ka postnatalnim
matinim stanicama izoliranima iz koStane srzi, pupcane vrpce, adipoznog tkiva i ostalih organskih
sustava. Samoobnavljanje tkivno specificnih mati¢nih stanica ovisi o mitogenima i mehanizmima koji
reguliraju staniéni ciklus poput pl16™*-RB i p19*™-p53 puteva ukljucenih u aktivaciju i inaktivaciju
procesa tranzicije G1-S faze stani¢nog ciklusa. Dugoro¢ni potencijal samoobnovljivosti tkivno specifi¢nih
maticnih stanica ovisi o mehanizmima koji odrzavaju integritet genoma. Popravak DNA, odrzavanje
stabilnosti telomera te antioksidativna zastita organizma samo su neki od djelatnih mehanizama. Tkivno
specificne maticne stanice pod utjecajem kemotaksije 1 signalnih molekula luce faktore rasta i
nadomjestaju izgubljene stanice te poti¢u neovaskularizaciju. Ravnoteza izmedu samoobnavljanja stanica
1 zadrzavanja integriteta genoma osjetljiv je proces. UkljuCuje tumorsupresore, protoonkogene i brojne
epigenetske faktore te moze dovesti do pojave genomske nestabilnosti 1 onkoloskih bolesti (62). Stanice
koje su se dokazale u terapiji su samo autologne ASC. Alogene i1 ksenogene mati¢ne stanice za sada nose
veliki rizik za koristenje zbog potencijalno snaznog imunosnog odgovora. S obzirom da je tehnicki vrlo
zbog kojih je upotreba ESC kontroverzna, velik broj istrazivaca proucava ASC i inducirane pluripotentne
mati¢ne stanice (eng. induced pluripotent stem cells - iPS) (63).

Shinya Yamanaka (64) i John B. Gurdon (65) u 2012. godini osvojili su Nobelovu nagradu za medicinu.
Dokazali su, svaki na svome primjeru, nacin na koji je moguce reprogramirati zrele, diferencirane stanice
u pluripotentne maticne stanice koje se mogu dalje diferencirati u razli€ite tipove stanica. Proces se odvija
uz brojne faktore reprogramacije, a neke od glavnih razlika i karakteristika pocetnih stanica i dobivenih

ES/iPS prikazat ¢emo na sljede¢em primjeru (66).
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Somatske stanice: ES/iPS:

ogranicena proliferacija samoobnovljive

ekspresija specifi¢nih markera somatskih stanica pluripotentne

tkivno specifi¢na stani¢na morfologija ES stani¢na morfologija
metilirani geni pluripotencije demetilirani geni pluripotencije
inaktiviran X-kromosom X-kromosom reaktiviran
aktivirana G1 podfaza gubitak G1 podfaze

Inducirane pluripotentne stanice danas se mogu proizvesti od zrelih nediferenciranih stanica bolesnog
pacijenta i tako omogucuju novi pristup u proucavanju mehanizama razvoja bolesti pa tako i bolesti
parodontoloske etiologije. Predstavljaju alternativu koriStenju multipotentnim ASC. Dva su moguca
pristupa u koritenju iPS stanica. Transplantiranjem ex vivo obradenih iPS natrag u pacijenta ili
konvertiranjem zdravih stanice in vivo i potom dozvoljavajuéi njihovo djelovanje in situ (66). Trenutno
nisu spremne za klinicku upotrebu i zahtijevaju dodatna ispitivanja utjecaja okoliSnih, biokemijskih 1
kemijskih signala kao i odredivanje kritine koli¢ine stanica potrebnih za regenerativni proces tijekom
terapije. Potrebno je osmisliti jeftinije metode kultivacije stanica. Jedina alternativa za sada su stanice
izolirane postekstrakcijski iz alveole koja bi mogla posluziti kao in vivo bioreaktor (67).

Stanice zubnog podrijetla su stanice izolirane iz parodontnog ligamenta (eng. periodontal
ligament derived stem cells — PDLSC) 1 sadrze fibroblasticne, cementoblasticne i osteoblasti¢ne
progenitorne elemente. Pokazalo se da ove stanice mogu sprijeciti ankilozu i resorpciju korijena te
potencijalno proizvesti parodontni ligament s insercijama vlakana u kost i zub. Ishod je ipak nepredvidiv
jer se pojavljuju strukture nalik cementu u rasponu od djelomi¢ne pokrivenosti korijena do potpunog
izostanka. Nedostatak ovog pristupa je mala koli¢ina dostupnog materijala i komplicirana laboratorijska
procedura. Bez obzira, PDLSC ¢e vjerojatno naci primjenu u buduénosti. Mati¢ne stanice izolirane iz
dentalne pulpe (eng. dental pulp derived stem cells — DPSC) uz PDLSC spadaju u skupinu stanica
izoliranih iz zuba. Sadrze heterogenu populaciju stanica ukljucuju¢i fibroblaste, zivéane, vaskularne i
nediferencirane stanice zubne pulpe. Trenutni dokazi ne idu u prilog ovim stanicama ako je u pitanju
regeneracija parodontnog ligamenta. Stanice dentalnog folikula (eng. dental follicule derived stem cells —
DFDSC) ektomezenhimalnog su podrijetla. Pokazuju sposobnost osteogene, hondrogene i adipogene,
diferencijacije. Predstavljaju alternativu koristenju stanicama izoliranim iz dentalne pulpe, iako ne toliko
efikasnu. Mati¢ne stanice prikupljene iz ekstrahiranih mlijecnih zubi (eng. stem cells from exfoliated
decidous human teeth — SHED) 1 apikalne papile (eng. stem cells from apical papilla — SCAP) u fazi su
istrazivanja i nisu spremne za klinicku upotrebu. SCAP predstavljaju izvor odontoblasta zaduzenih za

formaciju korijenskog dentina. Stanice podrijetlom iz zubne alveole mogu se izolirati ad hoc
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preoperativno iz kostanog tkiva na ramusu mandibule. Provedene Zivotinjske studije pokazuju znacajne
rezultate (68,69).

Maticne stanice koje ne potjecu od zubi su skeletalne mati¢ne stanice i adipozne mati¢ne stanice
koje su iako obecavajuce, zbog inkonzistentnih rezultata, u fazi istrazivanja. Adipozne maticne stanice
(eng. adipose derived stem cells — ADSC) su multipotentne stanice Cije lako 1 bezbolno prikupljanje u
dovoljnoj koli¢ini nosi odredene prednosti iz tehnickog aspekta. Lipoaspiracijom prikupljena stromalna
vaskularna frakcija (eng. stromal vascular fraction — SVF) uz adipocite sadrzi preadipocite, MSC,
endotelne progenitorne stanice, T i B stanice, mastocite, makrofage i pericite. Zivotinjski modeli pruzaju
obecavajuce rezultate, medutim, mehanizam koji bi ih usmjerio k regeneraciji parodonta jo$ uvijek se
istrazuje (70). Skeletne mati¢ne stanice (eng. skeletal stem cells — SSC) privukle su pozornost istrazivaca
zbog regenerativnog potencijala. In vivo imaju kapacitet diferencijacije u osteoblaste, adipocite i
hondroblaste. Uz navedene istrazuju se stanice koStane srzi (eng. bone marrow stem cells - BMSC) (68,
69) 1 cementoblasti (71). Mati¢ne stanice koStane srzi BMSC uz MSC svrstavaju se medu najproucavanije.
Usprkos heterogenosti BMSC posjeduju visok stupan;j diferencijacije u razliita tkiva. Osim navedenih
izvora mati¢nih stanica istrazuju se matic¢ne stanice porijeklom iz periosta, oralne mukoze i Zlijezda
slinovnica. Trenutno se istrazuje 1 imunomodulacijska sposobnost mati¢nih stanica prilikom

transplantacijskih zahvata na upalom zahva¢enom podrucju (68, 69).

8.2. Nosacii ekstracelularni matriks

Ekstracelularni matriks (ECM) je kompleksna trodimenzionalna tvorba s mnogim zadac¢ama i
funkcijama. Svojom arhitekturom pruza strukturalni integritet tkiva, pruzajuéi stanicama podlogu na koju
mogu adherirati. Sintetizira se i deponira pretezno kao odgovor na signalne molekule i mehanicke
podrazaje u meduovisnosti sa stanicama. Spoznaje o zadacama ovog kompleksnog sustava dovele su do
stvaranja umjetnih materijala nalik ECM koji se koriste pri regeneraciji tkiva i nazivamo ih nosa¢ima (eng.
scaffold) ili kalupima. Vecina nosaca spada u ¢vrste ili krute, fibrozne i1 gel nosace. Nosaci se izraduju od
prirodnih i umjetnih materijala koji svojim prostornim i mehanickim kvalitetama te bioloSkom aktivnoséu
sudjeluju u stani¢nim funkcijama imitiraju¢i njen prirodni okoli§. Tako stvaramo uvjete u svrhu poticanja
rasta 1 diferencijacije stanica. Nosaci mogu sadrzavati bioloski aktivne molekule poput citokina i faktora
rasta, primjerice BMP. Drugi na¢in moZe biti stani¢na ili genska terapije te tako nosa¢ postaje in vivo
bioreaktor. Najcesce koristeni prirodni materijali su keramike poput osteokonduktivnog hidroksiapatita
(HA) i trikalcij fosfata (CaP) te prirodni polimeri nacinjeni od hijaluronske kiseline, alginata, kolagena i

albumina. Inorganski nosaci koristeni za alveolarne koStane defekte koji imaju izvrsna svojstva su
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hidroksiapatit (HA) 1 kalcijev fosfat (CaP). Sastavom su vrlo sli¢ni kosti te imaju sposobnost stvaranja
materijala koji nalikuje na apatit ili karbonatni hidroksiapatit. Omogucuju stvaranje dobre sveze izmedu
kosti 1 CaP promocijom ekspresije i funkcija stanica. Kalcijev fosfat je moguce koristiti u kombinaciji s
BMP ¢ime postaje osteoinduktivan. Mozemo ih mijesati s polimerima kako bismo dobili hibridni materijal
koji je nesto meksi. Sintetski polimeri su poliesteri poput poliglikolne i polilakticne kiseline te njihove
kombinacije. Takozvani pluroni nacinjeni su od kopolimera polietilen oksida i polipropilen oksida.
Nadalje koriste se polifosfatani i nano kalcij sulfat. Kompozitni nosaci pokazali su se boljima u testiranju.
Primjerice kompozitni nosa¢ beta-trikalcij-fosfata i chitosana pokazao se bolji od samog chitosana jer je
pokazao vecu proliferaciju stanica parodontnog ligamenta pa ¢ak i ekspresiju koStanog sijaloproteina i
cement vezujuceg proteina (63, 71).

Smjernice za razvoj nosaca jasne su jer su zahtjevi koje postavljamo pred materijal jasno
definirani. Problemi pocivaju u tehnickoj izvedbi i cijeni proizvoda. U tehnicke kriterije razvoja sintetskih
materijala spada optimalna poroznost s adekvatnom povrSinom i mehanickom ¢vrsto¢om. Mikropore
moraju biti povezane kako bi omogucili migraciju stanica. Potrebno je moci kontrolirati kinetiku
apsorpcije 1 resorptivnosti obzirom da je cilj njegova zamjena prirodnim tkivom. Novu skupina
biomaterijala koriStenih u regenerativne svrhe ¢ine samoorganiziraju¢i biomolekularni sustavi Cija
svojstva su inspirirana prirodnim materijalima, ali sami ne moraju nuzno biti bioloSkog podrijetla. Primjer
jednog takvog materijala je hidrogel, nacinjen od prirodnog ili sintetskog viskoznog polimera gradenog
od umjetnih ili prirodnih hidrofilnih molekula koje stvaraju hidrogel medusobnim kovalentnim i ionskim
vezama te fiziCkim umrezavanjem. Potencijalno ga je moguce ubrizgati u sam parodont. Pokazao se kao
izvrstan materijal u regenerativnim postupcima gdje je doSlo do induciranja cementogeneze i

diferencijacije stanica parodontnog ligamenta (63,71).

8.3.  Signalne molekule

Velika pozornost istrazivanja usmjerena je u signalne puteve bitne u procesu cijeljenja i tkivne
regeneracije. Najcesce koristene i najvise proucavane signalne molekule u svrhu regenerativne parodontne
terapije navedene su u daljnjem tekstu.

Plazma bogata trombocitima (PRP) autologni je koncentrat trombocita plazme. PRP sadrzi mnoge
faktore rasta, a medu njima i faktor rasta podrijetlom iz trombocita (eng. platelet-derived growth factor -
PDGF) i TGFp. PDGF je prirodni hormon koji se pojavljuje u vrijeme cijeljenja rana, poznajemo pet
izomorfnih oblika. Ciljana funkcija ove molekule jest poticanje fibroblasticne i1 osteoblasticne stani¢ne

aktivnosti te stvaranje ekstracelularnog matriksa. Primarno ga u procesu cijeljenja izluc¢uju trombociti, a
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potom i makrofazi. Transformacijski faktori rasta (eng. transforming growth factor - TGF) skupina su
polipeptida ¢ija glavna funkcija je regulacija stanicne replikacije 1 diferencijacije. Unutar ove skupine
postoje multipli izomorfi koji djele zadacu sintetiziranja i odrzavanja ekstracelularnog matriksa te djeluju
kemotakticki na fibroblaste i cementoblaste. Promoviraju akumulaciju fibroblasta i fibrozu u procesu
cjeljenja. Postoje indicije da mogu direktno stimulirati sintezu DNA (42, 47).

Inzulinu sli¢an faktor rasta (IGF) promotor je kemotaksije kojeg luce trombociti i otpusta se za
vrijeme stvaranja ugruSka. Rezultira novostvorenom vaskularizacijom djelujuéi kemotakticno na
vaskularne endotelne stanice (4, 42, 47).

Faktori rasta fibroblasta (eng. fibroblast growth factor - FBF) dio su u obitelji heparin vezu¢ih faktora.
Promoviraju proliferaciju i vezivanje stanica PDL i endotelnih stanica u procesu cijeljenja. FGF-2
promovira proliferaciju i prianjanje endotelnih stanica PDL u cijeljenju (47).

Morfogenetski kostani proteini (BMP) dio su porodice transformirajucih faktora rasta (TGF-). Pohranjeni
su u koStanom matriksu i sudjeluju u indukciji, odrzavanju i popravku kosti. Medijacijom osteoblasti¢ne
1 osteoklasti¢ne aktivnosti sudjeluju u modelaciji i remodelaciji kosti. Djeluju potencijalno mitogeno i
posjeduju kemotakti¢na svojstva. Imaju ulogu u promoviranju angiogene aktivnosti reguliraju¢i angiogene
peptide kao Sto je vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF). Djeluju autokrinim i parakrinim putem te
induciraju stani¢ne promjene, vezuci se za stani¢ne receptore i utjecu na diferencijaciju mezenhimalnih
progenitornih stanica u osteoblaste pod utjecajem citokina i faktora rasta direktnim ili indirektnim putem
na razini transkripcije. Nusprodukti nastali kao posljedica upale tijekom cijeljenja ili povrede interferiraju
s bioloskom aktivno$¢u BMP. Sastav i arhitektura nosaca i okoli§ uz samu koncentraciju proteina djeluju
na njegova kineticka svojstva i ishod primjene. UspjeSnost postizanja rezultata ovisi o koncentracijskom
gradijentu upotrebljenog proteina u organizmu. Posjeduju kemotakti¢na svojstva i mogu djelovati
mitogeno ili utjecati na diferencijaciju mezenhimalnih progenitornih stanica u osteoblaste i hondroblaste
(72). Derivati caklinskog matriksa (EMD) pokazuje angiogeni efekt u in vitro 1 in vivo studijama te mogu
pozitivno utjecati na parodontno cijeljenje i regeneraciju. EMP ima ulogu u inicijaciji i rastu kristala
hidroksiapatita u vrijeme formiranja cakline. Najpoznatiji i najviSe istrazeni preparat na bazi EMP je
Emdogain® (73). Radovi koji se detaljno bave njegovim bioloskim u¢inkom i mehanizmom djelovanja su

dostupni (74).

8.4. Angiogeni ¢imbenici parodontnog cijeljenja
Podru¢je parodonta ima vrlo razvijenu troficku opskrbu. Adekvatna vaskularizacija znaci
adekvatnu krvnu opskrbu i posljedi¢no kisik, nutrijente i ¢imbenike obrane od infekcije. Najveéi izazov

pri regeneraciji parodonta je posti¢i angiogenezu na avaskularnom podrucju $to bi omogucilo okoli§ za
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stanicni rast, razvoj i migraciju te ujedno sintezu ekstracelularnog matriksa i ostalih uvjeta bitnih u
inicijalnim fazama cijeljenja parodontne rane (4).

Novi materijali poput bioaktivnih sintetiziranih hidrogelova baziranih na polietilenglikolu (PEG)
pokusavaju rijesiti ovaj problem te uz pomo¢ sintetskih peptida iskoristiti aktivnost vaskularnog
endotelnog faktora rasta na zahtjev stanice. Hidrogel osigurava potrebnu mehanicku potporu i milje u
kojem moze do¢i do angiogeneze (4, 75).

Nosaci koji bi imali prefabriciranu arhitekturu za naseljavanje i formaciju adekvatnog
vaskularnog sustava morali bi imati identicna mehanicka svojstva krvnih zila prije njihove formacije
unutar materijala kako bi mogli podnijeti sve sile krvne struje i stres tlaka. FGF pokazuje angiogenu
aktivnost i sposobnost induciranja nastanka nezrelih stanica PDL. Laminin prisutan u PDL igra vaznu
ulogu u angiogenezi a pozitivno je reguliran specificnim faktorima rasta fibroblasta. Ovaj zadatak cesto
obavljaju faktori rasta koji se koriste jer mogu inducirati angiogenezu, no nisu uvijek pouzdani in vivo jer
se brzo razgraduju pa stoga treba rijesiti problem unosenja i razgradnje bioaktivnih materijala u organizam.
Pokazalo se da PDGF i VEGF doprinose angiogenezi svaki na svoj nacin formiraju¢i nove krvne Zile u
klinicki znacajnom broju (4, 75).

Vecina danasnjih istrazivanja bazira se na in vitro kulturama stanica glatkog misi¢ja ili koStane
stzi 1 kolagenog nosaca s arhitekturom nalik vaskularnoj $to dozvoljava endotelnim stanicama njihovo

naseljavanje i formiranje sustava nalik vaskularnom (4).

8.5. Genska terapija

Genska terapija se zasniva na genetskoj modifikaciji stanica u terapijske svrhe te uz tkivni
inZenjering trenutno istrazuje metode rehabilitacije parodonta. Biomolekularni proces ukljucuje transfer
ciljane deoksiribonukleinske kiseline (eng. deoxyribonucleic acid - DNA) u stanicu dozvoljavajuci sintezu
DNA 1 posljedi¢no ekspresije proteina, u tom slu¢aju nazvanih rekombinantnim proteinima (eng.
recombinant human - rth) (76).

Genska terapija premoscuje probleme, brze proteoliticke aktivnosti, stanine egzocitoze
posredovane receptorima i topivosti nosaca na mjestu primjene in vivo, koriStenjem vektora za prijenos
informacija potrebnih pri sintezi samih proteina ¢ime dugotrajno osigurava parodontnu ranu potrebnim
aktivnim molekulama. U posljednje vrijeme istrazuje se moguénost terapije bez vektora. Primjer klinickih
ispitivanja ocrtava upotreba rekombinantnih adenoviralnih vektora za PDGF 1 BMP in vivo i ex vivo

pristupom (77).
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Pomo¢na terapijska sredstva predmet su brojnih multidisciplinarnih istrazivanja danas veoma
razvijenog biomedicinskog podrucja. Usprkos razvoju bazicnih znanosti i rezultatima temeljnih
istrazivanja put do krajnjeg korisnika iznimno je dug i naporan jer zahtijeva suradnju interdisciplinarnih
istrazivackih 1 klinickih timova sa stru¢njacima u proizvodnom sektoru. U posljednjih petnaest godina
zabiljezen je velik napredak razvojem translacijskih istrazivanja, povezivanjem laboratorijskih
istrazivanja s "bolesnic¢kim krevetom” (eng. from bench to bedside). Milijuni pacijenata svake se godine
podvrgavaju operacijama koje ukljucuju koristenje biomaterijala. Gubitak tkiva uzrokovan traumom ili
bolesti ozbiljan je problem koji za posljedicu ima brojne fizioloske i psiholoske posljedice na pojedinca.
Cilj regenerativne parodontne terapije je potpuna fizioloska i morfoloska rekonstrukcija parodontnog
tkiva. Stani¢ni procesi na molekularnoj razini nevidljivi su oku klini¢ara no njihovo poznavanje zasigurno
moze unaprijediti terapiju i ishod lijecenja.

Razvojem biomaterijala razvija se 1 spoznaja o biokompatibilnosti te se postavlja pitanje kako
unaprijediti materijale i terapijske protokole s ciljem postizanja reproducibilnih ishoda terapije bez
prisustva nepozeljnih imunoloskih reakcija organizma. Ex vivo metode mjerenja bioloskih parametara
organizma baziraju se na histoloSkom pristupu i analitickim tehnikama imunohistokemije, no premda ih
se smatra zlatnim standardom, postoje brojna ogranicenja. Potrebni su brojni Zivotinjski modeli za
uzorkovanje tkiva, proces je dug i skup. Iz tih se razloga javlja potreba za brzim, preciznim i jeftinijim
strategijama, $to u posljednje vrijeme postizemo ranom detekcijom molekularnih zbivanja i matematickim
predikcijskim modelima. Neka od ex vivo mjerenja registriraju stani¢ne metabolite nastale u kontaktu s
biomaterijalima, imunoloski odgovor na odlaganje proteina, reaktivne kisikove spojeve, pH tkiva,
neutrofile 1 aktivaciju makrofaga. S obzirom na poznavanje mehanizama stani¢nog odgovora, ciljanom
analizom biokemijskih, fizikalnih i staniénih procesa zasigurno ¢emo svjedociti napretku na cijelom
podrucju regenerativne medicine.

Biologija cijeljenja i regenerativnog procesa od iznimne je vaznosti za klini¢ara. Sva tkiva slijede
isti proces cijeljenja koji mozemo promatrati kao brzi protektivni odgovor organizma. Intraoralno rane
cijele sli¢no ekstraoralnim ranama, ali se proces odvija u nepogodnom vlaznom i toplom miljeu izloZzenom
mikroorganizmima. Regenerativni proces moze uslijediti, ali mu je potrebno viSe vremena. Usporedbom
cijeljenja oralnih tkiva i koZze primijeene su stanovite razlike, no jo§ uvijek ne postoji prihvatljiva
klasifikacija cijeljenja oralnih tkiva. Pregledom literature, vecina studija upucuje na sposobnost brzeg
cijeljenja oralnih tkiva s manje izrazenom formacijom oziljkastog tkiva. Razlozi i mehanizmi ove pojave
se istrazuju. Primije¢eno je da granulacijsko tkivo podrijetlom od PDL ili tkiva prekrivenog
keratiniziranim epitelom ima potencijal indukcije keratinizacije, no duboko tkivo nepca nema isti
potencijal za razliku od tkiva neposredno prekrivenog epitelom. Zanimljiva je opservacija o aktivaciji

upalnoga citokina IL-1 u procesu cijeljenja intraoralnih rana ali ne i ekstraoralnih. Pretpostavlja se da je
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razlog tome IL-1 posredovana kontrola obrambenog mehanizma na fizioloski prisutne mikroorganizme
(50). Izostanak bioloskih i tehnickih komplikacija tijekom cijeljenja moze u povoljnim uvjetima do¢i do
parodontne regeneracije za koju je od iznimne vaznosti stabilni krvni ugruSak. Primarno, trombociti
sintetiziraju i otpustaju brojne citokine i faktore rasta poput: OPN, PDGF, TGF-f, IGF1, FGF-2, VEGF,
EGF i drugih koji privlace neutrofile, monocite i makrofage. Sekundarni mehanizmi koagulacije ukljucuju
intrinziéni 1 ekstrinzini put odgovoran za ojacavanje krvnog ugruska umrezavanjem fibrinogena i
formacijom fibrina. Ustanovili smo razli¢ite mehanizme djelovanja pojedinih signalnih molekula i
signalnih puteva ukljucenih u ovaj proces medutim intrigantna citokinska mreza, faktori rasta i interakcije
stanica s brojnim molekulama i ekstracelularnim matriksom podrucje je koje postavlja mnoga pitanja i u
posljednje vrijeme daje sve vise odgovora (78, 79).

Navedeni procesi odvijaju se na mikro- i nanometarskoj razini. Podrucje tkivnog inZenjeringa i
nanomedicine razvija biomaterijale i nanobiomaterijale koji bi trebali unaprijediti interakciju s tkivom
(80). Tkivni inZenjering razmatra upotrebu maticnih stanica, signalnih molekula i nosaca te u posljednje
vrijeme genske terapije. Nosaci imitiraju ekstracelularni matriks te sluze kao vehikul za preciznu dostavu
bioaktivnih molekula i stanica ili sluZe za popunjavanje tkivnih defekata. Izvori i metode dobivanja nosaca
variraju od prirodnih do sintetskih dobivenih brojnim metodama, u posljednje vrijeme i naprednim
metodama aditivne tehnologije. Poznato nam je da je imunoloski odgovor posredovan makrofazima
iznimno osjetljiv na veliinu Cestica s kojima je u kontaktu (81, 82). Primjer nanobiomaterijala je
anorganski kostani matriks sacinjen od kristala apatita veli¢ine 400x30x75 A. Velik interes pobuduje
projektiranje nanostrukturiranih povrSina zbog sposobnosti inicijacije kontakta sa stanicama i formiranja
veza koje dovode do reorganizacije stani¢nog citoskeleta $to znaci da se otvara moguénost komunikacije
sa stanicama nefarmakoloskim pristupom ovisnim iskljucivo o topografiji i geometriji povrsine s kojom
je u interakciji. Stani¢na membrana posjeduje integrinske receptore posredstvom kojih komunicira s
ostalim stanicama, ekstracelularnim matriksom i molekulama te proteinima koji je okruzuju Sto joj
omogucuje brzi odgovor na promjene u okruzenju (83). Pomazu joj pri migraciji, diferencijaciji, stvaranju
i razgradnji ekstracelularnog matriksa (37).

Promatranje razli¢itih stani¢nih odgovora u odnosu na dizajn materijala izvanredna je prilika za
proucavanje signalnih puteva koji upravljaju razlicitim staniénim procesima. Adsorpcija proteina na
povrsine ovisi o topografskim karakteristikama povrSina. U pravilu svi materijali poti€u vezivanje
nespecificnih proteina pa tako i stanica odgovornih za upalni odgovor organizma. Biomaterijali dobiveni
tkivnim inZenjeringom mogu se prekriti specificnim proteinima ¢ime se postize selektivno vezivanje
stanica. Razli¢itom ekspresijom integrina moguce je izolirati tkivno specifi¢ne stanice (84, 85). U pravilu

svi ekstracelularni, biokemijski i fizikalni signali moduliraju unutarstani¢na zbivanja.
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Pokusaj stvaranja materijala koji ne dovode do FBR 1 fibroze te koji bi djelovali protuupalno
rezultirao je stvaranjem materijala sa specificnim kemijskim 1 fizikalnim karakteristikama (eng.
nonfouling biomaterials): amfifilni, zwitter-ionski 1 neionski hidrofilni materijali. Biomaterijali izlozeni
fibrozi na mjestu implantacije upucuju na moguénost ugradnje bioloskih senzora, §to bi omogucilo nove
metode administracije odnosno doziranja lijekova. Nova skupina materijala su samoorganizirajuci
biomolekularni materijali ¢ija svojstva su inspirirana prirodnim materijalima ali sami ne moraju nuzno biti
bioloskog podrijetla. Veli¢inom variraju od 100 A do 10 nm. Uklju¢uju biosintetske polimere,
mikrofluide, hidrogelove, samoorganizirajue sustave u slojevima, lipidnim dvoslojem inspirirane
membrane, mezoskopske strukture i biomineralizacijske materijale (86). Cilj istrazivanja je pronalazenje
materijala koji organizam ne razlikuje od vlastitih tkiva te moze posti¢i funkcionalnu biolosku integraciju.

Ultimativni cilj regenerativne terapije je koriStenje regenerativnog potencijala organizma bez
posredstva lijekova. Uzmemo li u obzir da je medij u kojem djelujemo otvoreni sustav, konstantno izlozen
mikroorganizmima i virusima tesko je zamisliti lijeCenje bez potporne farmakoloske terapije. U ovu svrhu
primjenjuju se razliCite skupine lijekova s razli¢itim stupnjevima uspjesnosti. U upotrebi su protuupalni
lijekovi, antibiotici, razne supstance s utjecajem na kostano tkivo te razne druge od kojih mozemo za
primjer izdvojiti terapiju Orthokinom®. Regenerativni potencijal i mehanizmi unutar Zivotinjskog carstva
se razlikuju. Klinicka upotreba stani¢ne terapije prepoznaje potencijal razlicitih progenitornih i mati¢nih
stanica. Inducirane pluripotentne maticne stanice su otkrivene tek u ovome desetljecu. Istrazivanja na
zivotinjskim modelima su obecavaju¢a. U posljednje vrijeme istrazuje se znaCaj i mehanizam
transdiferencijacije 1 mehanizam dediferencijacije stanica te njegov potencijal u terapiji. Pregledom
literature rezultati upucuju na autologne maticne stanice kao najsigurniji odabir (PDLSC). Ostale stanice
izolirane iz oralnog podru¢ja ne doimaju se efikasnima