Primjena trombocitima obogacenog fibrina u djecjoj
stomatologiji

Lali¢, Ana

Master's thesis / Diplomski rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Dental Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Stomatoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:127:689899

Rights / Prava: Attribution-NonCommercial 3.0 Unported/Imenovanje-Nekomercijalno 3.0

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-20

Repository / Repozitorij:

University of Zagreb School of Dental Medicine

Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:127:689899
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/
https://repozitorij.sfzg.unizg.hr
https://repozitorij.sfzg.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/sfzg:629
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/sfzg:629
https://dabar.srce.hr/islandora/object/sfzg:629

Sveuciliste u Zagrebu

Stomatoloski fakultet

Ana Lali¢

PRIMJENA PRF-A U DJECJOJ
STOMATOLOGIJI

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, 2019.



Rad je ostvaren na Zavodu za dje¢ju i preventivnu stomatologiju StomatoloSkog fakulteta

Sveucili$ta u Zagrebu.

Voditelj rada: Izv. prof. dr. sc. Kristina Gorseta, dr. med. dent., Zavod za djecju 1 preventivnu

stomatologiju, Stomatoloski fakultet, SveuciliSte u Zagrebu.

Lektor hrvatskog jezika je Ivana Cabaj, magistra hrvatskog jezika i knjiZevnosti.

Lektor engleskog jezika je Ivana Skarica Mital, magistra engleskog jezika i knjizevnosti.

Sastav Povjerenstva za obranu diplomskog rada:

Datum obrane rada:

Rad sadrzi:

35 stranica
5 slika

1CD

Rad je vlastito autorsko djelo koje je u potpunosti napisano samostalno uz naznaku izvora
drugih autora i dokumenata koriStenih u radu. Osim ako nije druk¢ije navedeno, sve ilustracije
(tablice, slike i dr.) u radu su izvorni doprinos autora diplomskog rada. Autor je odgovoran za
pribavljanje dopustenja za koristenje ilustracija koje nisu njegov izvorni doprinos, kao i za sve
eventualne posljedice koje mogu nastati zbog nedopustenog preuzimanja ilustracija odnosno

propusta u navodenju njihovog podrijetla.



ZAHVALA

Zahvaljujem svojoj mentorici, prof. Kristini Gorseti na trudu i ustupljenim materijalima koji su
mi bili neophodni pri pisanju rada.

Hvala mojim roditeljima i sestri koji su mi u svim trenutcima studiranja bili bezuvjetni oslonac.

Hvala svim divnim prijateljima koje sam upoznala tijekom studiranja koji su moje fakultetske
dane ucinili radosnijim i lak§im, posebno mojoj suputnici u u¢enju Tajani bez koje bi polaganje

ispita bila nemoguca misija.

Hvala mojoj dragoj prijateljici Ivani koja me je ohrabrivala i bodrila dok je bilo najteze.



PRIMJENA PRF-A U DJECJOJ STOMATOLOGIJI

Sazetak

Trombociti su prirodni rezvoar faktora rasta i citokina koji igraju glavnu ulogu u regeneraciji
zubne pulpe, cijeljenju periapikalnih lezija, mekih i tvrdih tkiva. Najbitniji faktori rasta sadrzani
u alfa granulama trombocita su: PDGF (faktor rasta podrijetlom iz trombocita), TGF-b
(transformirajudi faktor rasta beta), VEGF (vaskularni endotelni faktor rasta), EGF(epidermalni
faktor rasta). Trombocitima obogacen fibrin (PRF) je autologni trombocitni koncentrat koji se
uzima iz Krvi pacijenta, stoga ne postoji mogucnost prijenosa krvno prenosivih bolesti s osobe
na osobu. Dr.Choukroun 2001. uveo je tehniku pripreme PRF-a bez dodatka govedeg trombina
ili antikoagulantnih tvari tijekom manipulacije krvlju. Preparat je jednostavan za pripremu i
rukovanje, netoksican, biokompatibilan s tkivom te prihvatljive cijene. Klini¢ki eksperimenti
dokazuju vaznu ulogu PRF-a na podrucju regenerativne endodoncije i tkivnog inZenjeringa.
Lucenje citokina i faktora rasta poti¢e proliferaciju stanica kao $to su fibroblasti, neutrofili,
monociti te mezenhimalne maticne stanice, koje su ukljucene u cijeljenje rana. Mladi trajni zubi
otvorenog i nerazvijenog apeksa te jako zavijeni korijenovi nisu pogodni za terapiju
tradicionalnim metodama instrumentacije i punjenja korijenskih kanala. Takvi se zubi puno
uspjesnije lije¢e regenerativnom endodontskom terapijom koja rezultira zadebljanjem tankih
dentinskih zidova i1 regeneracijom nekroti¢nog pulpnog tkiva u zdravo. Takav nacin lijeCenja
ojaCat ¢e zubnu strukturu te smanjiti moguénost loma zuba kao S$to je to slucaj u

konvencionalnim metodama instrumentacije i punjenja zuba gutaperkom.

Kljucne rije¢i: trombociti, faktori rasta, regenerativna endodoncija, tkivni inZenjering



THE USE OF PLATELET-RICH FIBRIN IN PEDIATRIC DENTISTRY
Summary

Platelets are reservoirs of growth factors and cytokines which are the key factors for
regeneration of the dental pulp, healing periapical lesions and maturation of the soft and hard
tissues. The main growth factors present in alfa granulas of the platelets are platelet derived
factor (PDGF), transforming growth factor-b (TGF-b), vascular endothelial growth factor
(VEGF), and epidermal growth factor (EGF). Platelet-rich fibrin (PRF) is autologous platelet
concentrate prepared from patient’s own blood, it reduces or eliminates disease transmission
through blood. The technique for PRF preparation was invented in 2001. by Dr. Choukroun.
This technique doesn't use bovine thrombin or an anticoagulant during blood harvesting. It is
easy to prepare, non-toxic, biocompatible to living tissues and economically acceptable.
Clinical evidence suggest the potential role of PRF in regenerative endodontics and tissue
engineering. The release of cytokines and growth factors induces proliferation of the cells that
are involved in wound healing such as fibroblasts, neutrophils, monocytes and mesenchymal
stem cells (MSC). Immature teeth with open or divergent apices are not suitable for tretament
with traditional techniques and materials. It requires a “regenerative endodontic procedure”
(REP) which can regenerate necrotic pulp tissue and thicken the thin dentinal walls.
Strengthening the tooth dentinal walls by REP could reduce possibility of a fracture of

endodontic treated tooth.

Keywords: platelets, growth factors, regenerative endodontics, tissue engineering
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Popis skraéenica:

PRF (eng. platelet rich fibrin) — trombocitima obogacen fibrin

PRP (eng. platelet rich plasma) — trombocitima obogacena plazma

PDGF (eng. platelet derived growth factor) — trombocitni faktor rasta

EGF (eng. epidermal growth factor) — epidermalni faktor rasta

FGF (eng. fibroblast growth factor) — fibroblastni faktor rasta

TGF — B (eng. transforming growth factor — ) — transformirajuéi faktor rasta — 3
TGF - a (eng. transforming growth factor — a) — transformirajuci faktor rasta — a
VEGF (eng. vascular endothelial growth factor) — vaskularni endotelni faktor rasta
IGF — 1,2 (eng. insulin like growth factor — 1, 2) — inzulinu sli¢ni faktor rasta 1 i 2
IL-4 — interleukin 4

IL1-b — interleukin 1b

IL-6 — interleukin 6

PGE2 — prostaglandin E2
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1. UvOD
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Potreba za inovativnijim spoznajama terapije mladih trajnih zuba posljednjih desetljeca dovela
je do razvitka podrucja regenerativne endodoncije. Osnovni je cilj metode posti¢i ponovni rast
vaskularnog i1 neuroloskog tkiva u pulpnoj komorici te posti¢i dalnji rast korijena u duzinu i
Sirinu. Naime, u tu svrhu razvija se metoda poticanja diferencijacije mati¢nih stanica uz pomoc¢
bioloSkog nosaca faktora rastaPRF-a ili trombocitima obogacenog fibrina. Predstavio ga je
Choukroun sa svojim suradnicima 2001. godine kao regenerativno obecavajuci novitet. PRF je
autologni fibrinski matriks koji sadrzi leukocite, trombocite te faktore rasta (1), (2), (3). Faktori
rasta unutar trombocita su odgovorni za povecanu produkciju kolagena, usmjeravanje drugih
stanica prema mjestu ozljede, pospjeSuju angiogenezu te induciraju stani¢nu mitozu i
diferencijaciju Sto su glavni koraci pri ranom zacjeljivanju. Glavni €initelji rasta koji se pritom
oslobadaju su: trombocitni faktor rasta (PDGF), epidermalni faktor rasta (EGF),
transformirajuci faktor rasta — o (TGF — a), transformirajuéi faktor rasta — B (TGF — ),
vaskularni endotelni faktor rasta (VEFG), fibroblastni faktor rasta (FGF) te inzulinu sli¢ni
faktori rasta 1 i 2 (IGF - 1, IGF - 2) (4). EGF, VEFG, FGF su odgovorni za angiogenezu i
vaskularizaciju granulacijskog tkiva. Osim faktora rasta degranulacijom trombocita oslobadaju
se i druge supstancije poput fibrinogena, fibronektina, vitronektina i trombospondina koje su
zasluzne za regenerativni ucinak. Svi ti faktori koncentrirani su u PRF-u koji pokazuje puno
kvalitetniji proces cijeljenja od PRP-a. Kod prethodno koristenog PRP-a ili trombocitima
obogacene plazme javlja se naglo i masovno otpustanje faktora rasta dok je taj proces kod PRF-
a dugotrajan $to rezultira kvalitetnijim procesom cijeljenja. Druga najbitnija sastavnica PRF-a
su leukociti koji imaju imunoregulatorsku funkciju. Degranulacijom se oslobadaju protuupalni
medijatori zasluzni za suzbijanje infekcije. Citokini IL-4 i VEGF su protuupalne komponente
te kompenziraju sintezu prostaglandina E2 (PGE2). Osim toga, leukociti sudjeluju u sintezi
trombina ¢ime ujedno i podupiru formiranje kolagena. Treca bitna komponenta PRF-a je
fibrinska mrezica koja predstavlja infrastrukturu za migraciju stanica zasluznih za angiogenezu

i regeneraciju tkiva (1, 5).
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Svrha ovog diplomskog rada je prikazati u¢inak trombocitima obogacenog fibrina za tretiranje
mladih trajnih zuba. Cilj je predstaviti metodu regenerativne endodoncije koja je revolucionarna
i obec¢avajuca metoda ¢iji su sadasnji rezultati izrazito pozitivni te se jo§ veca dostignuca u

podrucju iste ocekuju u buducnosti.
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2. PRF I NJEGOVA KLINICKA PRIMJENA
KOD MLADIH TRAJNIH ZUBI
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PRF (platelet rich fibrin) ili trombocitima obogacen fibrin je autologni biomaterijal
obecavajuceg regenerativnog potencijala. Koristi se ve¢ nekoliko godina u dentalnoj medicini,
najces¢e unutar djecje stomatologije te u kirurSkim granama (1). Trenutno, PRF je prihvacena
minimalno invazivna metoda niskih rizika i zadovoljavaju¢ih klinickih rezultata kako u
stomatologiji tako i u medicini $to je dokazano istrazivanjima in vitro i in vivo (3). Naime,
neophodno je daljnje proucavanje bioloske aktivnosti PRF-a zbog boljeg razumijevanja upalnih

1 trombocitnih komponenti istog te Sirenja polja klini¢kih indikacija (6).

2.1. Trombocitima obogacen fibrin

2.1.1. Karakteristike PRF-a

PRF (platelet rich fibrin) ili trombocitima obogacen fibrin je autologni pripravak koji se sastoji
od plazme i trombocita, a dobivamo ga centrifugiranjem krvi pacijenta, bez ikakvih dodatnih
aditiva (6). Karakterizira ga tetraedarska molekularna struktura (4). Predstavlja drugu
generaciju trombocitnih koncentrata, a prethodi mu PRP ili trombocitima obogac¢ena plazma
().

Sadrzi 4% eritrocita, 95% trombocita 1 1% leukocita za razliku od ljudskog krvnog ugruska koji
se sastoji od 95% eritrocita, 5% trombocita i manje od 1% leukocita (6).

Razlika izmedu krvnog ugruska i PRF-a je ta $to je PRF puno homogeniji, stabilniji, laksi za
rukovanje te ga je lakSe locirati na zeljenu poziciju (3).

Unutar trombocita smjeStene su alfa-granule koje sadrZe nekolicinu faktora rasta: PDGF (faktor
rasta podrjetlom iz trombocita), TGF-p (transformiraju¢i faktor rasta), VEGF (vaskularni
endotelni faktor rasta), PD-EGF (epidermalni faktor rasta iz trombocita), IGF-1 (inzulinu sli¢an
faktor rasta) koji se nalazi i u plazmi. Aktivacijom trombocita alfa granule se spajaju sa
stanicnom membranom te izluCuju aktivni oblik faktora rasta (6). Faktori rasta stimuliraju i
usmjeravaju maticne stanice na mjesto ozljede, promoviraju stani¢nu mitozu te induciraju
angiogenezu i osteogenezu. Nakon sto su izlu¢eni iz trombocita, aktivirani faktori rasta ostaju
unutar fibrinske mrezice. Citokini se takoder izluCuju iz trombocita, kontroliraju¢i aktivnost

ktrombocita te proliferaciju i diferencijaciju leukocita koji su bitni u regulaciji imunosti,

5
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specificno u mehanizmu upale. Fibrin je povezuju¢a molekula koja ¢ini matriks za stanice koje

proliferiraju, diferenciraju se ,organiziraju te omogucuje njihovu interakciju u podrucju

obiljezenom upalom ili traumom. Fibrin je takoder i matriks za novopridosle fibroblaste i

endotelne stanice koji predstavljaju osnovu za angiogenezu te cijeljenje tkiva. Fibrinske niti

nastaju preobrazbom topljivog fibrinogena- velikog glikoproteina u topljivi fibrin djelovanjem

trombina i faktora zgruSavanja XIlIla (3).

PRF ima dvostruku ulogu u regeneraciji. Osim $to ubrzava cijeljenje rane on ujedno ¢ini barijeru
za urastanje nepozeljnih stanica u tkivo. Pozitivno djeluje na procese cijeljenje na nacin da potice
proliferaciju fibroblasta, vaskularizaciju tkiva, stvaranje kolagena, regeneraciju kosti te
proliferaciju mezenhimalnih mati¢nih stanica (6).

Najnovija istrazivanja tvrde da PRF pospjesuje proliferaciju i diferencijaciju pulpnih stanica na
nacin da kontrolira djelovanje alkalne fosfataze (ALP) i osteoprotegerina

(topljivi polipeptid koji se veze za RANK receptor osteoklasta te inhibira njihovu aktivnost).

Uspjesno se koristi u regenerativnoj endodonciji pri terapiji upalnih periapikalnih lezija.

Eksperimentalno je dokazano da u prisutnosti bakterijskog lipopolisaharida-LPS, PRF utjece

na smanjenje ekspresije upalnih interleukina (IL-1b, IL-6, IL-8) pulpnih stanica te pospjesuje

odontoblasti¢nu diferencijaciju (8).
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2.1.2. Pregled razvoja PRF-a

Trombociti su krvne plocice koje se produciraju u kostanoj srzi iz stanica s velikom jezgrom,
takozvanih megakariocita. Radi se o diskoidnim tjelescima bez jezgre. Nisu prave stanice vec
cirkulirajuéi stani¢ni fragmenti. Zivotni vijek im je u prosjeku 8-10 dana. Primarna funkcija
im je hemostaza-zgruSavanje krvi prilikom osSte¢enja krvnih Zila. Tromociti sadrze a-granule,
nekoliko mitohondrija i 2 membranske strukture. Takozvane o-granule poti¢u stvaranje
signaliziraju¢ih proteina koji su odgovorni za proliferaciju stanica, produkciju stani¢nog
matriksa, formiranje kolagena te nove kosti (9).

Faktori rasta prisutni u o-granulama uzrokuju kemotaksiju koja sudjeluje pri stani¢noj

proliferaciji i na taj nacin doprinosi regeneraciji tkiva (10).

Tromocitni koncentrati su u samim pocetcima koristeni u transfuzijskoj medicini za prevenciju

hemoragije pri teskoj trombocitpeniji (9).

Prilikom kirurske aplikacije fibrinogenskih koncentrata prvi put je uocena uloga fibrina u

cijeljenu rane (11).

Koristenje trombocita U regenerativne svrhe prvi put je opisana 1974. U toj studiji dokazano je
da je krvna plazma s trombocitima puno efektivnija u cijeljenju rane nego krvna plazma koja

ne sadrzi trombocite (9).

Choukroun je prvi uveo trombocitima obogacen fibrin u upotrebu, i to u podrucje oralne i
maksilofacijalne kirurgije (2001.) (3). Da bi pokazivao regenerirajuci efekt i da bi bio smatran
biomaterijalom potrebno je da sadrzi gustu fibrinsku mrezicu. Koncentrati koje je moguce
proizvesti su P-PRP (Cista trombocitna plazma), L-PRP (trombocitna plazma obogacena

leukocitima), P-PRF (trombocitna plazma obogacena fibrinom (12).
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2.1.3. Prednosti i nedostatci PRF-a

Dosadasnja istrazivanja se uglavnom odnose na razvitak terapijskih alternativa koje bi bile lake

za pripremu, netoksi¢ne i biokompatibilne s tkivom. Takoder pozeljno bi bilo da su ekonomski

prihvatljive te da stimuliraju lokalno oslobadanje faktora rasta pospjesujucéi cijeljenje mekih i

tvrdih tkiva. Rezultat eksperimentalnih dostignuca je razvitak trombocitima obogac¢enog fibrina

).

PRF sam ili u kombinaciji s drugim biomaterijalima ima nekoliko prednosti i indikacija kako u

medicini tako i u stomatologiji.

Radi se o minimalno invazivnoj tehnici niskih rizika i zadovoljavajucih klini¢kih rezultata.

1.

Proces pripreme je jako jednostavan i efikasan te dostupan svim klinicarima (3). Pripravak
se dobiva se iz autologne krvi pacijenta ,samim time ne postoji opasnost od krvo prenosivih
bolesti (13).

Ne zahtjeva dodatke aditiva te je time uklonjena moguénost imunoloske reakcije.

Posjeduje prirodnu fibrinsku mrezicu s mnostvom faktora rasta koji djeluju dovoljno dugo

da poticu regeneraciju tkiva.

Moguce je koristiti zasebno ili u kombinaciji s umetcima kosti, ovisno o namjeni.

S druge strane PRF pokazuje 1 odredene nedostatke kao §to su:

1.

moguce odbijanje pacijenta radi venepunkcije koja se provodi za izolaciju krvnog

pripravka,
konacna proizvedena koli¢ina je mala jer se radi o autolognoj krvi,

uspjeh terapije je direktno ovisan o rukovanju krvlju i vremenu provedenom od izolacije

krvi do procesa centrifugiranja (3).
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Osim toga, i skladiStenje je problemati¢no, ako bi ga skladistili u hladnjaku postojala bi
mogucnost bakterijske kontaminacije. Membrane koje se proizvode od PRF-a moraju se

koristiti odmah inace dolazi do dehidracije ¢ime faktori rasta sadrzani unutar PRF-a gube svoja
prirodna i efektivna svojstva (14).
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2.1.4. Protokol za pripremu PRF-a

PRF nastaje centrifugiranjem krvi pacijenta, bez dodataka antikoagulansa i govedeg trombina.
Za pripremu preparata potrebna je centrifuga (PC-02 stolna centrifuga) i set za uzimanje krvi:
leptir igla, epruveta od 9 mL i podveznik (Slika 1.,2.,3.). Protokol pripreme je jednostavan,
venepunkcijom se uzima 20-60 mL krvi koja se pohranjuje u epruvete od 9 mL bez dodataka

ikakvih aditiva i odmah se provodi centrifugiranje na 3000 rotacija po minuti kroz 10 minuta
(6).

Vremenski razmak izmedu prikupljanja krvi i procesa centrifugiranja je presudan parametar za
krajnji klini¢ki uspjeh. Sporo rukovanje krvlju u tom razmaku rezultirat ¢e malim krvnim
ugruSkom nepravilne konzistencije (14). Brzo prikupljanje krvi i trenutno slanje krvnog

pripravka na centrifuriranje je apsolutno esencijalno (3).

Nakon centrifugiranja slijedi formiranje troslojnog koloida koji se u epruveti sastoji od sloja
crvenih krvnih stanica na dnu epruvete, fibrinskog ugruska u sredini te acelularne plazme pri

vrhu epruvete (12).

E

Slika 1. Centrifuga za PRF.

10
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Slika 2. Set za venepunkciju.

11
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Slika 3. Uzorci krvi dobiveni venepunkcijom.

Kaskadna reakcija koagulacije zapocinje kroz nekoliko minuta ¢im krv dode u dodir sa
staklenom povrSinom , fibrinogen se pretvara u fibrin, s obzirom da nismo dodavali
antikoagulanse. Kontakt sa silikatnom povrSinom je nuzan korak pri poéetku polimerizacije
ugruska. Stoga PRF moZemo dobiti samo koriStenjem suhe staklene epruvete ili plasticne

epruvete koja sadrzi stakleni sloj (3).

Fibrin se mnogostruko ukrizuje i stvara gustu fibrinsku mreZicu. Nastaje fibrinski ugrusak koji

sadrzi polovicu leukocita i sve aktivne trombocite iz prikupljenje krvi (6).

12
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2.2. Pulpotomija
2.2.1. Definicija

Pulpotomija je uklanjanje koronarnog i inficiranog dijela pulpe te ocuvanje zdravog,
radikularnog dijela iste. Metoda je izbora kod ekspozije pulpe te nezrelih zuba s nezavrSenim
rastom i razvojem korijena. Uspjeh vitalne pulpotomije i cijeljenja uvelike ovisi o dobi

pacijenta, sto je pacijent mladi postotak uspjesnosti je veci jer je i krvna opskrba bogatija (15).

Slijedi postavljanje materijala koji bi ju zaStitio od raznih podrazaja te potaknuo cijeljenje i
regeneraciju. Proteklih godina niz materijala se razvija u tu svrhu. 1978.

Miomir Cvek zapocinje eru uporabe kalcijeva hidroksida, slijedi razvoj MTA ili mineral
trioksid agregata te 2009. pojava biodentina; materijala na kalcij silikatnoj osnovi (4). Brojna
laboratorijska istrazivanja dokazala su biokompatibilnost MTA-a mjereci razliCite parametre
kao Sto su proliferacijska sposobnost stanica u direktnom ili indirektnom odnosu s MTA-om. S
druge strane pokazuje citotoksi¢nost zahvaljujuéi vrlo visokom pH (16). U zadnjih par godina
sve viSe se radi na novoj metodi upotrebe PRF-a; trombocitima obogacenog fibrina, za
prekrivanje radikularne pulpe (7). Nova istrazivanja su pokazala da je u terapiji pulpitisa PRF
puno efikasniji od MTA i drugih materijala (17). Glavni cilj je odrzati vitalnost pulpe, nastaviti
rast 1 razvoj korijena u Sirinu 1 duzinu te dovesti do primjerenog zatvaranja apeksnog otvora

(15).
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2.2.2. Postupak

Indikacije te vrste postupka tretiranja pulpe ovise o tome je li pulpa vitalna ili ne. Kod trajnih
zuba elektricni te termalni test vitaliteta mogu biti od pomo¢i. Pulpotomija se izvodi na zubima
kod kojih smo mehanicki eksponirali pulpu odstranjujuéi veliku karijesnu leziju. Upalna

periapikalna lezija ne smije biti prisutna (18).

Pulpotomija se moze izvesti na mlijeCnim 1 trajnim zubima. Cilj metode je saCuvati vitalitet
zuba te omoguciti njegov daljnji rast i razvitak. Radi se o standardnoj terapijskoj metodi koja

je u klinickoj praksi ve¢ dugo godina te ima relativno predvidljive rezultate (7).

Svakoj vitalnoj pulpotomiji prethodi lokalna anestezija.

Radi se pristupni kavitet te se odstranjuje koronarni dio pulpe. Radikularna pulpa i kavum ispiru
se fiziolo§kom otopinom, a krvarenje zaustavljamo sterilnim vaticama. Konvencionalne metode
fiksiranja pulpe ukljucuju koristenje preparata zeljezova sulfata, glutaraldehida ili cink oksid
eugenola. S druge strane noviji materijali stimuliraju stvaranje dentinskog mosta kod mladih
trajnih zuba. Radi se o fiksiranju prepatom kalcijevog hidroksida, MTA-a te preparata koji

sadrze faktore rasta (7).

Nakon fiksacije pulpe radimo kona¢nu restauraciju koja ¢e zastiti zub od mikropropustanja.
Ukoliko imamo dovoljno zubnog tkiva radimo restauraciju kompozitom koja ¢e mu pruZiti
dobru funkcionalnu potporu, a ako nemamo dovoljno zubnog tkiva odluc¢ujemo se za proteticku

sanaciju krunicom (18).
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2.3. Tkivni inZenjering

Tkivni inZenjering je niz postupaka u kojima kombiniramo razli¢ite materijale, metode, stanice
organizma s ciljem nadoknade odredenih bioloskih funkcija organizma. Regenerativni
potencijal svih tkiva je razlicit. Zubna caklina nema regenerativnu sposobnost, cement puno
slabiju od kosti, a pulpa takoder pokazuje slabu moguénost regeneracije zbog slabe opskrbe
krvlju (19).

Za uspjesan rezultat stani¢nog rasta i diferencijacije potrebno je osigurati prikladnu okolinu
mati¢nim stanicama. Proces ovisi o sadrzaju ekstracelularnog matriksa. Prisutnost faktora rasta
u okolini itekako je pozeljna jer oni usmjeravaju, povezuju stanice te sprjeCavaju njihovu
degradaciju. Stoga se PRF smatra prikladnom okolinom za regenerativhu endodonciju.
Istrazivanja pokazuju da fragmenti PRF-a dobro povezuju strukture te ubrzavaju selidbu
stanica Sto je kljuCan faktor za indukciju ponovne vaskularizacije. Usporedno s resorpcijom

fibrinskog matriksa, postepeno se izlucuju faktori rasta pospjeSujuci procese cijeljenja (17).

Za dobivanje odredenih produkata tkivnim inZenjeringom moramo osigurati dobru
prokrvljenost. Stani¢na funkcija ovisna je o efektivnoj difuziji hranidbenih nutrijenata kroz
tkiva. Stanice se nalaze na maksimalnoj udaljenost od 200 pm od najbliZze krvne mreze da ne

bi postale ishemicne (20).

Regenerativna endodoncija se temelji na principima tkivnog inZenjerstva te je nuzna dinamicka
interakcija izmedu mati¢nih stanica i1 faktora rasta da bi dobili jedinstveni pulpo-dentinski

kompleks (12).

Naime, metoda regenerativne endodoncije s PRFom pretpostavlja da unatoc prisutnoj upalnoj

leziji zuba uvijek moZemo pronaci vitalne mati¢ne stanice u apikalnoj regiji.

Nakon Sto se upala povuce mati¢ne stanice se diferenciraju u odontoblastima slicne stanice

(17).
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U procesu tkivne regeneracije se najprije izoliraju mati¢ne stanice te se uzgajaju in vitro. Potom
se mati¢ne stanice apliciraju na nosace koji se zajedno sa signalnim molekulama postavljaju u
korijenski kanal. Drugi postupak regenerativne endodoncije koristi mati¢ne stanice vec
prisutne u periapeksu. [zaziva se krvarenje i stvaranje koaguluma Sto poti¢e migraciju mati¢nih
stanica iz periapeksa u korijenski kanal. Aplikacijom faktora rasta na nosa¢ima potice se
regeneracija tkiva i diferencijacija mati¢nih stanica. Istrazivanja provedena na zivotinjama su
pokazala da je regenerirano tkivo sli¢no pulpnom, dakle radi se o vezivnom tkivu s krvnim
zilama 1 depozitima dentina. S druge strane, klini¢ka ispitivanja nisu dokazala potpunu
regeneraciju pulpodentinskog kompleksa. Novostvoreno tkivo sadrzi i mineralizirana tkiva

poput kosti, cementa i parodontnog ligamenta (21).

Regenerativni endodontski postupci pokusSavaju avitalne zube u celjusti uciniti vitalnima.
Patoloski promijenjeno pulpno tkivo Zelimo zamijeniti novim, funkcionalnim pulpnim tkivom
s ponovnom uspostavom inervacije i vaskularizacije te sposobnoséu lu¢enja dentina poput onih
u zdravoj pulpi. Do sada je uspjesno proveden postupak regeneracije korijena, regeneracija

pulpnog tkiva jo$ uvijek nije rezultirala uspjehom (19).

2.3.1. Izvori stanica za tkivni inZenjering
2.3.1.1. Mati¢ne stanice

Maticne stanice su stanice koje stvara ljudski organizam te se razvijaju u razna tkiva, organe 1
organske sustave. Tri najvaznije karakteristike koje ih odlikuju su sposobnost samoobnavljanja,
diferencijacije i proliferacije. Nediferencirane su, stoga se mogu pretvoriti u bilo koji tip stanice.
U odraslih osoba osnovna funkcija im je obnavljanje oStecenih tkiva. U novorodenceta je
najveca koncentracija maticnih stanica u krvi pupkovine, a kod odraslih u koStanoj srzi i
perifernoj krvi. Najnovija saznanja pokazuju da i u usnoj Supljini postoje stanice koje su izvor
mati¢nih stanica, a dostupne su doktoru dentalne medicine. Nalazimo ih dakle u retiniranom

zubu, ispalom mlijeCnom, oralnoj sluznici, zubnom mesu te unutar pulpe. Mati¢ne stanice
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dijelimo s obzirom na tkivo iz kojeg potjecu na pulpne, mati¢ne stanice mlije¢nog zuba, mati¢ne
stanice apikalne papile, mati¢ne stanice parodontalnog ligamenta te mezenhimalne stanice
zubnog mesa. S obzirom na tkiva koja stvaraju dijelimo ih na nedentalne i dentalne mati¢ne
stanice. Dentalne mati¢ne stanice imaju sposobnost stvaranja pulpodentinskog kompleksa dok
nedentalne nemaju. Mati¢ne stanice parodontalnog ligamenta i mezenhimalne stanice zubnog
mesa su nedentalna vrsta istih te nemaju sposobnost stvaranja pulpo-dentinskog kompleksa
(19).

2.3.1.2. Faktori rasta

Faktori rasta su bioloski posrednici koji reguliraju osnovne stani¢ne procese poput DNK
sinteze, angiogeneze, diferencijacije stanica, kemotaksije i slicno. Pojedini faktor rasta djeluje

specifi¢no, dakle na to¢no odredenu vrstu stanice (22).

Cinitelji rasta mogu biti egzogeni i endogeni. Endogeni nastaju provociranjem krvarenja u
periapeksu ili kondicioniranjem dentina dok se egzogeni uzgajaju izvan kanala te se naknadno
uvode u kanal. Medutim za opstanak samih faktora rasta prilikom transplantacije su nam

neophodni nosaci (21).

Nosaci su neophodna podloga za transplantaciju mati¢nih stanica, izgradeni od poroznog
bioloSkog materijala. Osiguravaju prijeko potreban prijenos kisika i hranjivih tvari kako bi
omogucili proliferaciju, diferencijaciju 1 prezivljavanje stanica. Bioloski nosaci su plazma
bogata trombocitima ili PRP i fibrin bogat trombocitima ili PRF. PRP je autologni koncentrat
trombocita prve generacije, a PRF druge generacije

(21).

PRP se dobiva iz pacijentove krvi te se aktivira dodatkom trombina i kalcija. Sastoji se od
trodimenzionalnog biokompatibilnog fibrina s plazmom oboga¢enom trombocitima. Kad se

PRP aktivira proteini i faktori rasta se lokalno izlucuju ubrzavajuci postoperativno cijeljenje
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rane i oporavak tkiva. Nedostatci koriStenja PRP-a su ovisnost njegova djelovanja o
koncentraciji trombocita, leukocita, vrsti aktivatora koji koristimo te o vremenu rukovanja.
Osim toga, postoje odredeni rizici koji dolaze skupa s njim, uporaba govedeg trombina moze
interferirati u procesima zgrusavanja. Postoji mogucénost razvitka antitijela na faktore
zgrusavanja V, XI te na trombin. Zbog mnostva ogranic¢enja koje pruza uporaba PRP-a, razvija

se novi trombocitni koncentrat-PRF koji ta ograni¢enja ne pokazuje (14).
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2.4. PRF u terapiji mladih trajnih zubi
2.4.1. Regenerativna endodoncija

Temelje regenerativne endodoncije postavio je Hermann, davne 1920. kada je opisao postupak
primjene kalcijeva hidroksida za terapiju vitalne pulpe. 1960. Nygaard-Ostby opisao je metodu
revaskularizacije mladih trajnih zuba u slu¢aju nekroze. Revolucionarne promjene na podrucju
regenerativne endodoncije razvijaju se tek zadnjih desetak godina. Prvi uspjeSan slucaj
revaskularizacije zabiljeZen je 2001. te nakon toga jo$ jedan iz 2004. Sto je privuklo paznju
specijalista endodoncije u cijelom svijetu. Naime, regenerativnim postupcima na endodontski
tretiranim zubima uspjesno dolazi do zacijeljenja periapikalne lezije, poticanja zavrSetka rasta
I razvoja Korijena zuba te uspostave ponovnog vitaliteta avitalnih zuba. Nova metoda znaci
odmak od tradicionalnog nacina kemo-mehanicke obrade kanala i punjenja istog
termoplastiénim materijalima. Konvencionalni endodontski postupak gutaperkom uvelike

pridonosi poveé¢anoj mogucénosti frakture zuba nakon terapije (23).

19



Ana Lalié, diplomski rad

2.4.1.1. Cilj regenerativne endodoncije

Postupak regenerativne endodoncije je najpogodniji za sluCajeve tretiranja trajnih zubi sa
nezavrSenim rastom i razvojem korijena te trajnih zubi s nekroticnom pulpom s ili bez
periapikalne lezije. Revaskularizacija kroz otvoreni apeks dopusta migraciju mezenhimalnih

mati¢nih stanica u korijenski kanal te do nekroti¢ne pulpe mladog trajnog zuba (12).

Danas se provode razli¢iti postupci unutar regenerativne endodoncije, od revaskularizacije,
ubrizgavanja mati¢nih stanica u pulpnu komoru, 3D printanja stanica pulpe do genske terapije.

Revaskularizacija je dokazano uspje$na metoda terapije dok se uspjeh ostalih tek predvida (19).
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2.4.1.2. Postupak regenerativne endodoncije

Klini¢ki se sastoji od viSe koraka, a to su minimalna instrumentacija dentinskih zidova
korijenskih kanala ili bez instrumentacije, dezinfekcija, intrakanalno punjenje te provokacija
krvarenja u korijenski kanal $to rezultira stvaranjem krvnog ugruSka. Rezultat nije samo
izostanak boli i upale nekroticnog zuba ve¢ i lijeCenje periapikalne lezije. Osim toga,
revitalizacija moze potaknuti produljenje duzine i debljine korijena. Histoloske analize nakon
revitalizacije pokazuju da u nekim slucajevima dolazi samo do zacijeljivanje,a ne do potpune
regeneracije tkiva. Dakle nastaje tkivo koje obnaSa samo polovi¢no funciju pulpnog tkiva, a u
odredenim slu¢ajevima dolazi do nastanka fibroznog tkiva, cementa ili ¢ak kosti unutar

korijenskog kanala (24).

Nakon revitalizacije je pozeljna potpuna regeneracija tkiva koja se odnosi na uspostavu
prvotnog stanja pulpnog tkiva. Mati¢ne stanice se diferenciraju u odontoblaste koji produciraju
tubularni dentin. S obzirom da se radi o relativno novoj metodi nemamo previSe informacija o
dugoro¢nim rezultatima postupka, ali kratkoro¢ni rezultati pokazuju bolju stopu uspjesnosti od

primjerice apeksifikacije MTA-om ili kalcijevim hidroksidom (24).

Najnovija istrazivanja pokazuju da je uspjeSnu revitalizaciju tkiva mladog trajnog zuba moguce
uspostaviti i uz pomo¢ PRF-a koja se provodi viseposjetno. Nakon izrade pristupnog otvora
slijedi minimalna instrumentacija nekroti¢nog debrisa te dezinfekcija kanala 2.5% natrijevim
hipokloritom (25) (Slika 4). Trostruka antibiotska pasta se ostavlja u kanalu kroz 4 tjedna (25).
U sastavu paste su ciprofloxacin, minociklin i metronidazol (7). U drugoj posjeti pacijentu se
uzima uzorak krvi od 5ml koja se centrifugira za pripremu PRF-a. Trostruka antibiotska pasta
se uklanja, kanal se posusi. Ugrusak PRF-a se sterilnim endodontskim nabija¢em potiskuje u
apikalni dio korijena. 3 mm MTA-a se stavlja u cervikalni dio kanala te se za 3 dana izradi
konacéna restauracija. Klini¢ka ispitivanja se provode za 6-12 mjeseci te zub ne pokazuje
osjetljivost na perkusiju i palpaciju, a na testove provjere vitaliteta zuba hladnocom i el.strujom
odgovara pozitivno. Izostaje radioloski prethodno vidljiva periapikalna lezija ukoliko je bila
prisutna, duZina korijena raste te se zavr$ava rast i razvoj apeksa (25) (Slika 5.).
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Moguc¢nost komplikacija metode postoji, a odnosi se na oteklinu, formiranje fistule (sinus
trakta) te mobilnost zuba. Na pojedina pitanja poput ,kolike bi Sirine apeksni otvor trebao biti
za postizanje uspjesnih klinickih rezultata te koje su indikacije 1 kontraindikacije metode, jo$

uvijek nemamo toc¢an odgovor, ali sadasnji ishodi su uspjesni te predstavljaju dobar temelj za

buducéa istrazivanja (7).

22



Ana Lalié, diplomski rad

2.4.2. Lijecenje mladog trajnog zuba s nedovrSenim rastom i razvojem Kkorijena

Mladi trajni zubi s nezavrSenim rastom i razvojem Kkorijena tretiraju se postupkom
revaskularizacije, dakle izazivamo krvarenje iz periapeksa s ciljem stvaranja koaguluma Kkoji
sluzi kao osnova za regeneraciju pulpnog tkiva. U slu¢aju inficiranog mladog nezrelog zuba
provesti postupak revaskularizacije je nemoguce zbog prisustva bakterija i manjka prisutnih
mati¢nih stanica koje su neophodne za proliferaciju pulpnog tkiva. Standardna metoda
apeksifikacije bi inducirala daljnji razvoj korijena te zatvaranje apeksnog otvora, ali ne
stimulira zadebljanje dentinskog zida cijelog kanala te je takav zub skloniji frakturi. Teorijski,
ukoliko postoji velika komunikacija izmedu pulpe i periapikalnog tkiva mladog trajnog zuba
velika je moguénost nastanka periapikalne lezije ukoliko je i samo dio pulpe takvog zuba
nekrotican 1 inficiran.

Uspjesna dezinfekcija i eliminacija nekroti¢nog dijela pulpe takvog zuba i dalje ostavlja
prisutne vitalne pulpne stanice spremne za proliferaciju. Stoga punjenje kanala takvog zuba s
privremenim medikamentoznim uloSkom ili trajno gutaperkom bi bilo apsolutno
kontraproduktivno i uklonilo bi svaku moguénost revaskularizacije. Umjesto standardne
metode punjenja kanala i apeksifikacije, kanal se obilno ispire antiseptiC¢kim sredstvima. Ne
instrumentiramo kanal do apeksa ve¢ se uklanja samo nekroti¢no pulpno tkivo koronarno, a
apikalno pulpno tkivo ostavljamo netaknuto da bi potaknuli revaskularizaciju. Takav tretman

¢e u konacnici dovesti do prirodnog zavr$etka razvoja korijena zuba (23).

Najnovija istrazivanja su pokazala da je kombinirana upotreba PRF-a i MTA-a kao materijala
za punjenje korijenskog kanala idealan izbor terapijske metode pri tretiranju mladog trajnog
zuba s otvorenim apeksom. Radi se o sinergistickom djelovanju PRFa i MTA-a na stimulaciju

diferencijacije mati¢nih stanica u odontoblaste (26).
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Slika 4. Radioloski prikaz zuba 35 prije lijeCenja.

Preuzeto s dopustenjem izv.prof.dr.sc. Kristine GorSete.

Slika 5. Radioloski prikaz zuba 35 nakon lije¢ena primjenom PRF-a.

Preuzeto s dopustenjem izv.prof.dr.sc. Kristine Gorsete.
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2.4.3. PRF kao apikalna barijera prilikom apeksifikacije avitalnih mladih trajnih zuba

Terapiju apeksifikacije, moguce je provesti uz pomo¢ PRF-a koji se ne stavlja u kanal kao u
slucaju regenerativne endodontske terapije ve¢ na sam apeks korijena gdje sluzi kao apikalna
barijera. Na PRF apeksnu barijeru stavljamo ulozak MTA te naposljetku se kanal puni
termoplasti¢énim gutaperka Stapi¢ima. Kombinacija PRF membrane i MTA-a pokazala se kao
ucinkovita metoda pri apeksifikaciji te pri cijeljenju periapikalnih lezija posebno ukoliko se

radi o jako velikim lezijama (27)
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3. RASPRAVA
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Uspjesna endodontska terapija ovisna je o potpunom periapikalnom zacijeljenju i regeneraciji
periapikalnog tkiva. U slucaju kada tradicionalne metode instrumentacije i punjenja ne uspiju
pristupa se oralnokirurskoj metodi apikotomije. Metoda periapikalne endodonske kirurgije je u
padu, ali i dalje zauzima 3-10% tipi¢ne endodontske prakse. PRF dolazi kao bioloska revolucija
u stomatologiju, kao alternativa konvencionalnim rutinskim metodama i apikotomiji te
pokazuje obecavajuce rezultate. Sastoji se od autolognog fibrinskog matriksa obogacenog
trombocitima i leukocitima, molekularne strukture tetraedra. Stvara povoljnu okolinu za
razvitak mikrovaskularizacije, usmjerava mati¢ne stanice ka tkivu kojemu je potrebna
regeneracija. U periodu od 1-4 tjedna ocekuje se oslobadanje faktora rasta koji ¢e stimulirati
tkivo na cijeljenje. Razlika izmedu krvnog ugruska i PRF-a se ogleda u njegovu sastavu te u
lako¢i rukovanja, lakSeg lociranja na zeljeno mjesto te homogenosti u prilog PRF-u. Ujedno
pokazuje 1 odredene nedostatke poput nacina njegove pripreme ,dakle uzima se iz krvi samog
pacijenta $to osobi nije najugodnije te je Cesto razlog odbijanja terapijske metode. Uspjeh
terapije jako je ovisan o vremenskom intervalu izmedu uzimanja samog krvnog uzorka i
procesa centrifugiranja koji bi trebao biti §to kra¢i. PRF pokazuje i imunolosku funkciju kao
Sto je kemotaksija nakon §to se leukociti smjeSeni unutar PRF-a razgraduju i oslobadaju
citokine IL-1, IL-4, IL-6 i TNF. Sadrzi i protuupalne citokine poput IL-4 $to se tek treba istraziti
u buduc¢nosti. Stoga je PRF orude s jako puno potencijala u tkivnog inzenjerstvu ,ali klinicki

aspekti istog zahtijevaju daljna istrazivanja.
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4. ZAKLJUCAK
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Razvitak bioloski prihvatljivog novog materijala koji bi reducirao upalu i povecao brzinu
cijeljenja mekih i tvrdih tkiva te naposljetku doveo i do regeneracije pulpo dentinskog
kompleksa postao je velik izazov za kliniare. Rezultat istrazivanja bio je razvitak PRF-a ¢iji
su rezultati bili jako uspjesni, a posljedice njegova djelovanja nisu rizi¢ne. U buducnosti se tek
ocekuje prosirenje indikacija za upotrebu PRF-a, potrebno je provesti jo$ niz istrazivanja kako
bi se razvile potencijalne terapijske moguénosti metode u podrucju tkivnog inZinjerstva, ali i

ostalih grana poput periodontalne regeneracije tkiva, oralne kirurgije i sli¢no.
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