Stomatolég, XXVIIl, 2018, 1

17

Sledovanie osteogenetickej aktivity
naturalnych autolognych tvrdych zubnych
tkaniv ako kostneho augmentacnéeho
materialu v in vitro a in vivo podmienkach

Monitoring of osteogenic activity of natural
autologous hard dental tissues used as bone
augmentation material in vitro and in vivo
conditions

Kucera, J., Brfezina, V., Vanék, J.

MUDr. Jan Kucera, PhD., STONEK s.r.o., Kriva 23, KoSice

Ing. Vitéslav Bfezina, CSc. Vyvojové pracovisté Stomatologické kliniky, LF MU Brno, CR

prof. MUDr. Jifi Vanek, CSc., Stomatologicka klinika LF MU a FN u sv. Anny, prednosta prof. MUDr. Lydie
Izakovi¢ova Holla, PhD., Pekarska 53, Brno, CR

Abstrakt

Ciefom prace bolo hodnotenie osteogenetického potencialu rozomletého naturalneho
autolégneho tvrdého zubného tkaniva (TZT) v laboratérnych a klinickych podmienkach.
Technoldgia spracovania autolégneho TZT bola predana pre ucel vyuZitia v experimentalnej
a klinickej praxi v rokoch 2013 — 2014. Nas prispevok zhriiuje Stvorroéné poznatky s tymto
materidlom (2014 — 2017) v ramci v in vitro sledovania, kedy bola experimentalne modelovo
hodnotena s cieflom zaznamenania zakladnych bukovych interakcii pri vyuziti techniky ,Live
cell dynamic imagination®. Bola pozorovana vyrazna stimulacia zfn TZK, ktora sa prejavila
zvySenou lokoméciou buniek MG 63 a migraciou smerom k tymto zrnam. Medzi zrnami
bola po niekolkych dfioch vytvorena bunkova vrstva so $pecifickym chovanim a zarastanim
priestoru medzi zrnami. Sledovanie in vivo v klinickych podmienkach vyuzitia autolégne;j
drte TZK ako augmentaéného materialu v indikacii nahrady absentovaného kostného volumu
priniesla pozitivhe vysledky z hladiska osteoindukéného a osteokondukéného efektu.
Jednoduchy protokol pripravy, minimalna imunitna odozva, rychla organizacia novovytvorenej,
denznej kosti s optimalnymi mechanickymi vlastnostami a minimalne objemové zmeny
v hodnotenom &asovom obdobi dovoluju konstatovat, Ze ide o perspektivny augmentacny
material porovnatelny, v mnohych ohfadoch majuci i lep$ie kvalitativne vlastnostami ako
iné SpiCkové augmentaéné materialy.

KFucové slova: kostné augmentaéné materialy, naturalne autolégne tvrdé zubné tkaniva,
osteogeneticky potencial, bunky MG 63.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the osteogenic potential of natural autologous hard
dental tissue (HDT) in laboratory and clinical conditions. Technology of autologous HDT
processing was introduced for use in experimental and clinical practice in 2013 -2014.
Our contribution summarizes the four-year experience with this material (2014-2017) as
a part of the in-vitro monitoring, when it was experimentally assessed as a model with
the aim to monitor basic cell interactions using “Live cell dynamic imaging”. Significant
stimulation of HDT grains was observed. This was manifested by increased locomotion
of MG 63 cells and migration towards the grains. In a few days, a cell layer had formed
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between the grains with specific behaviour and closed the space between the grains. In
vivo monitoring (in clinical conditions) of autologous bone grafting material of HDT, used
as augmentation material in replacement of the absent bone volume, positive results were
observed in a form of osteoinductive and osteoconductive effects. A simple preparation
protocol, minimal immune response, rapid adoption of the newly created dense bone with
optimal mechanical properties, and minimal volume changes during the assessment period,
allow us to conclude that this is the prospective augmentation material with comparable or
even better qualitative properties than other first-class augmentation materials.

Key words: bone augmentation materials, natural autologous hard dental tissues,

osteogenic potential, MG 63 cells.

Uvod

Problematika straty kostného volumu zohrava stale
vacsiu rolu pri planovani implantacnej lie€by. Tematike
je venovana velka pozornost vo svetovej odbornej
literatire. Vyskum sa zameriava na sledovanie pripra-
vy a vyuzitia réznych typov materialov humanneho €i
xenogénneho pévodu a ich osteogénnej aktivity [5].
Tkanivové inzinierstvo, ako novy koncept v regene-
rativnej medicine, hladajuc a vyuzivajuc mnohokrat
kombinaciu kmenovych buniek, partikul a rastovych
faktorov, zaznamenava v tejto oblasti vyrazny progres
[24]. Jednou z alternativnych zdrojov augmentaéného
materialu mozu byt extrahované zuby. Zvlast dentin,
tvoriaci cca 75 % objemu zuba, je so svojim unikat-
nym zloZzenim podobnym kostnému tkanivu pre tento
ucel velmi vhodny [11, 17]. Obsahuje 20 % vody, 50 %
mineralnych latok /apatito-amorfny trikalciumfosfat,
hydroxyapatit/, 30 % tvoria organické latky. Organicka
dentinova matrix, syntetizovana odontoblastami, je
mineralizovand organicka zloZzka. Obsahuje makro-
molekuly typické pre spojivové tkanivo ako kolagén
v prevaznej miere 1. typu /90 %/ charakteristicky
pre kostné tkanivo, ktory je sietového charakteru
s kryStalickymi depozitmi, non — kolagénny protein
/dalej NCPs/, kyselinu ethylendiamintetraoctovu
/EDTA/, latku vyznamnu svojim indukénym vplyvom
na dentinogenézu [10, 20, 21]. Dalej proteoglyka-
naty, glykoproteiny, lipidy, proteiny Specifické pre
dentin /DPP - dentin phosphoprotein, DSP - dentin
sialoprotein/, dentin matrix protein /DMP1/, kostné
sialoproteiny, osteokalcin, osteopontin a osteonectin.
Vyznamny je obsah rastovych faktorov /GF - Growth
Factors/, ako transformujuci rastovy faktor (TGF-p1),
insulin rastovy faktor (IGF), kostny morphogeneticky
protein (BMP), angiogenicky rastovy faktor (AGF).
GF umoznuju sekundarne bud rozvoj dentinovej
degeneracie, alebo naopak, stimuluju reparativnu
dentinogenézu [3, 4, 7].

Odborné $tudie zamerané na sledovanie prinosu
dentinu v procese tkanivovej regeneracie vyzdvihuju
obzvlast vyznam organickej zlozky. Konstatuju
prinos pri dentinodenéze, reparativnych procesoch
v dentine a osteogenéze. Ma osteokondukény

a osteoindukény efekt, protizapalovy uéinok, podiela
sa na indukcii diferenciacie buniek dentalnej papily
na odontoblasty.

Tabatabaei a kol. vo svojej systematickej studii [25]
vychadzajlcej so spracovania 1045 prac za obdobie
2000 — 2016 determinuje oblasti vedeckého sledo-
vania problematiky autolégneho, heterolégneho
a xenogénneho dentinu do dvoch oblasti. Studie
sledujuce osteogeneticku aktivitu dentinu v in vitro
podmienkach, vplyvu réznych foriem dentinu na di-
ferenciaciu buniek cementoblastov, chondroblastov,
osteoblastov a v in vivo — vplyv partikul autolognej
dentinovej demineralizovanej matrix /ADDM/, de-
naturovaného dentinu, demineralizovaného dentinu
na osteogenézu.

Druhou skupinou su Studie sledujuce pripravu
dentinu ako metédy zamerané na pripravu denti-
nu extrahovanim NCPs [napr. pomocou Guanidin
CI+EDTA[19], EDTA+MTA+ CaOH2, EDTA+ CaOH2,
EDTA/ [26], demineralizacia dentinu [napr. pomocou
EDTA+ zmeny pH, H3PO4 +EDTA, HCI +chloroform,
EDTA ~konc., etanol + EDTA+ HCI+LIN (liquid
dusik), LIN,HNO3, H202+etanol+éter/, denaturacia
dentinu eliminaciou organickej matrix /napr. var
vo vode a izopropanole, var vo vode a sintrovanie
pri 1150 st.C./, priprava a pouZitie neupraveného
autolégneho dentinu [8].

Priprava a pouzitie naturalneho, neupraveného
autolégneho dentinu je znama uz niekolko rokov.
Pévodne sa ¢asto vyuzival ako komparativna vzorka
pri hodnoteni réznych augmentaénych materialov
¢i foriem upravovaného dentinu. V mnohych pri-
padoch, pri nesignifikantnosti rozdielov, bol vdak
konstatovany prinos naturalneho dentinu a viaceri
autori zamerali svoj zaujem na vyskum ostrogénnych
aktivit autologneho dentinu. [15, 16] VyuzZivany je
len samotny dentin, resp. len korefovy dentin, &i
cely koren po odstraneni korunky, alebo celé zdravé
zubné tkaniva.

Material a metodika
Technoldgia vyuzitia autolégnej TZT pre augmenta-
ciu kostnych defektov bola predana klinickej praxi
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v obdobi 2013 a 2014. Metodika spracovania a pri-
pravy dentinovej drte prezentovana Bindermanon
a kol. v 2014 [2] je zalozena na rozomleti extraho-
vanych zubov a aplikacii preosiatej drte o velkosti
priblizne 300 — 1200 um. Extrahované zuby, ktoré
neboli endodonticky osetrené, zbavené vsetkych
mechanickych nedistét, vyplni a podobne, su na-
sledne rozomleté v dentinovom mlynéeku na zrno
pozadovanej velkosti. Nasledne je drt’ chemicky
dezinfikovana v roztoku 0,5M NaOH a 20 % alkohole
po dobu 10 minut a nasledne opakovane premyvana
vo fyziologickom roztoku. Finalny produkt pripraveny
k aplikacii sme sledovali in vivo a in vitro.
Experimentalna Cast. In vitro studia

Pre ucely experimentu boli pouzité bunky MG63
pévodom z osteosarkému, zo zbierky (ECACC
€.86051601). Bunky boli kultivované v termostate
pri 37°C a atmosfére 5 % CO2 v prostredi s re-
lativnou vlhkostou 95 %. Tak bola produkovana
pokusna kultura nasledne podrobena ¢asozbernej
analyze [1].

Live cell dynamic imagination: Technika asozberne;j
mikrokinematografie bola vykonavana zariadeniami
NIKON Biomat, pre paralelné sledovanie viacerych
zornych poli z jednej pokusnej misky a OLYMPUS IC
pre dlhodobejSie pokusy v prietokovej kultivacii alebo
v kultivacii s vymenou zivného média. Vysledkom
tejto techniky su postupné fotografie vo formate
jpg, komprimované do videi, pokial je pozadované
pripadné kvalitativne hodnotenie snimok. To spoCiva
v okienkovej projekcii so su¢asnym meranim ¢i
pocitanim tak, aby boli stanovené kvantitativne
parametre pre porovnavanie.

Klinicka €ast. In vivo

Metodika vyuzivana od roku 2014 v nasej klinic-
kej Studii bola modifikovana oproti pévodnému
Bindermanovmu protokolu v niektorych bodoch.
Na ucely klinickej studie sme pouzili vSetky zacho-
vané zdravé TZT.

Nami preferovany postup spocival bud vo vyuziti
aktualne extrahovanych zubov a okamzitej aplikacii
drte TZT mechanickom o isteni, rozomleti a dez-
infekcii, alebo vyuziti uz extrahovanych zubov,
uchovavanych po extrakcii v zmrazenom stave
v Tkanivovej banke pri -70 st. C., ktoré boli pred
pouzitim rozmrazené. Na rozdiel od pévodného
protokolu sme nepouzivali zuby v stave vysuse-
nom z dévodu zachovania osteogenetickych vlast-
nosti organickych komponent dentinovej matrix.
Z dévodu potencovania reparativnych procesov
v priebehu hojenia sme vyuzivali PRP /Platelet-
Rich Plasma - plazma bohata na trombocyty/. Jej
vyznam v procese hojenia je pri riadenej kostnej
regeneracii vimplantolégii znamy a tato metéda je
vo svete Siroko vyuzivana [23]. Na naSe ucely sme

vyuzivali metdédu neaktivovanej PRP, resp. PRF
[/Platelet — Rich Fibrin - fibrin bohaty na trombocyty/.
Spracovany material pripraveny na pouzitie bol vzdy
pred pouzitim zmieSany s PRP. Pred aplikaciou
materialu bola oblast aplikacie preplachnuta 5 %
roztokom Metronidazolu. Zakroky boli vykonavané
pod celkovym antibiotickym krytim s dérazom na po-
operacnu antiedémovu terapiu. Po€as Stvorroéného
obdobia sledovania /2014 — 2017/ bolo vykonanych
192 operacnych vykonov u 108 pacientov z toho
68 Zien. Prevaznu &ast vykonov tvorili chirurgické
extrakcie zubov mudrosti /68 zakrokov u 48 pacien-
tov/ s naslednou okamzitou augmentaciou I6zka.
Soccet preservation /54 pripadov/, vertikalna a hori-
zontalna ridge preservation /36 pripadov/, sinus lift
/10 pripadov/ boli vykonavané bud’ s vyuzitim TZT
zubov aktualne extrahovanych, alebo uchovavanych
v zmrazenom stave €astokrat v zmesi s xenogen-
nymi materialmi bovinného pévodu. V 6 pripadoch
bola vykonavana GBR /riadena kostna regeneracia/
z parodontologikych indikacii, v 18 pripadoch bol
material vyuzity pri resekciach korefiového hrotu,
cystektémiach a pri hemisekciach. Augmentaty
boli po aplikacii prekryté kolagénnymi resorbova-
telnymi bariérovymi membranami, v 12 pripadoch,
pri vertikalnej a horizontalnej ridge preservation,
bola pouzita neresorbovatelna titAnova mriezka.
Membrany po aplikacii boli nasledne prekryté vrstvou
PRF s naslednou suturou. Priemerna doba hojenia
bola 6 — 8 dni.
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Obr. 1. Mlyncek na dentin (Smart Dentin Grinder)
fa. Kometabio Inc.(a), mechanicky oCistené zuby
prepravené na mletie (b), dentinova drt’ velkosti
300 - 1200um (c), dezinfekcia(d) a premyvanie
fyzilogickym roztokom(e).

Fig. 1. Smart Dentin Grinder by fa. Kometabio Inc.
(a), mechanically cleaned teeth prepared for grinding
(b), dentin grafting material in size of 300 - 1200um
(c), disinfection (d), washing in a physiological
solution (e).

Obr. 2. Priprava PRP (a) a PRF(b), zmie§anie
augmentacného materialu s PRP(c), PRF membrana
pred pouZzitim (d)

Fig. 2. Preparation of platelet-rich plasma (PRP)
(a) and platelet-rich fibrin (PRF) (b), mixing of aug-
mentation material with PRP (c), PRF membrane
before use (d)

V ramci klinickej ¢asti uvadzame niekolko prikladov
vyuzitia a ich hodnotenie.

Obr. 3. 28-ro¢ny pacient - stav 2 mesiace
po chirurgickej extrakcii, 48 bez augmenta-
cie, pred planovanou extrakciou 38. Extrakcia
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a augmentacia autolognou drtou TZT zuba 38
(b, ¢, d). 3 mesiace po zakroku (e) — pritomna
dostavba kosti v reg. 38, v reqg. 48 pretrvava
dostavba v nedostatoéne miere. Priprava zuba
38 na mletie (f). Augmentacny material zmieSany
s PRP pripraveny k aplikacii (g).

Fig. 3. A 28-year-old male patient — state two months
after surgical extraction of the 48 without augmenta-
tion, before the extraction of the 38. Extraction and
augmentation with autologous grafting material of
the tooth 38 (b, c, d). Three months after interven-
tion (e) — bone augmentation present in region 38,
insufficient bone growth in region 48. Preparation of
the tooth 38 for grinding (f). Augmentation material
mixed with PRP ready for application (g).

Obr. 5. 28-ro¢na pacientka s chronickou fistulaciou
reg.11(a) po opakovanych resekciach a extrakcii
11. Vertikalna a horizontalna strata alveolarnej
kosti(b). Planovana revizia, vertikalna a horizontalna
ridge preservation s kostnym Stepom a augmen-
taciou autolégnou drtou TZT z extrahovanej 38.
Piezochirurgicky odstranena kortikalis krytu 38 (c,
d), jej vyuZitie formou kostného Stepu. Extrakcia 38
a augmentacia lb6Zka (e). Preparacia mukoperiostu,
exkochléacia, fistulektémia (f), ridge preservation,
fixacia Stepu (g, h) s krytim (i) resorbovatelnou
kolagénovou membranou. RTG po 4 mesiacoch
pred implantaciou(j)prezentuje dostavbu denznou
kostou.

Fig. 5. A 28-year-old female patient with a chronic
fistula in region 11 (a), after repeated resection and
extractions of the 11. Vertical and horizontal loss of
the alveolar bone (b). Planned revision, vertical and
horizontal ridge preservation with bone graft and
augmentation with autologous HDT crushed from 38
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(c, d), its use in a form of bone graft. Extraction of the
38 and augmentation of the bed (e). Preparation of
the mucoperiosteum, excochleation, fistulectomy (f),
ridge preservation, graft fixation (g, h) with covering
(i) of resorbable collagen membrane. An RTG done
four months later, prior to implantation (j) indicates
an additional formation of a dense bone.

ﬂ

Obr. 6. 55-rocna pacientka (a). V prvej chirur-
gickej faze extrakcia zubov 21, 22, 26 a piatich
retinovanych zubov 18, 13, 23, 25, 28, nasledne
uskladnenych v mraze. Stav po extrahovani re-
tinovanych zubov s vyraznou stratou kosti (b).
4 mesiace po extrakciach vykonana vertikalna
a horizontalna ridge preservation defektu autoldg-
nou drtou TZT, zarovern uzaver perzistujucej COA
po prvej chirurgickej faze (c, d). Stav 3 mesiace
po augmentacii pred planovanou implantacnou
fazou (e). Priklad detailov z CT analyz regii 24
a 26 pred a po augmentacii - pritomna dostavba
kostného volumu (f, g, h, i). Masivna tGroveri novo-
vytvorenej kosti vysokej denzity, charakteru skér
kompakty ako spongiozy (j, k). Aplikované 4 eno-
sealne implantaty, ktoré vdaka kvalite vytvorenej
kosti mali vybornt primarnu stabilitu (I). Proteticka
faza - finalizacia kovokeramickym podmienecne
snimatefnym mostikom (m).

Fig. 6. A 55-year-old female patient (a). The first
surgical phase of extraction of the teeth 21, 22,
26 and five retained teeth (18, 13, 23, 25, 28),
subsequently stored in a freezer. State after ex-
tracted retained teeth with significant bone loss
(b). Four months after the extractions, the vertical
and horizontal ridge preservation of the defect
performed by the autologous HDT graft, simulta-
neously the COA-persistent closure after the first
surgical phase (c, d). State three months after
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augmentation, prior to the planned implantation
phase (e). A CT analysis of regions 24 and 26
before and after augmentation — the augmentation
of bone volume present (f, g, h, i). A massive layer
of newly formed bone of high density, of a rather
compact than sponge character (j, k). Four enoseal
implants applied, thanks to augmented bone of
good quality with excellent primary stability (I).
The prosthetic phase — finalization by means of
a ceramometallic removable bridge (m).

Obr. 7. RTG hodnotenie stavu pred zacatim pro-
tetickej fazy (a) a 36 mesiacov po jej ukonceni (b)
Jjednoznaéne dokumentuje vytvorenie plnohodnotnej
novej kosti a nepritomnost objemovych Gbytkov
alebo zmien Struktdry novovytvorenej kosti v zmysle
poklesu jej denzity.

Fig. 7. RTG assessment of the state before the
prosthetic phase (a) and 36 months after finishing
the prosthetic phase (b) documents formation of
a new bone and the absence of bone volume loss
or changes in the structure of the newly formed
bone in terms of the decrease in its density.

Obr. 8. 47-roC¢na pacientka - terminalne Stadium
generalizovanej parodontitidy (a). Planovana
implantacia s vyuZitim augmentacie autolégnou
drtou TZT z extrahovanych zubov v niekolkych
etapach. 1. faza - extrakcie zubov hornych distal-
nych zon, sinus lift bilateralne so 4 zavedenymi
fixtarami. 2. faza — extrakcie zubov dolnych dis-
talnych zén, augmentacie a okamZzité zavedenie
4 implantatov. 3. faza - extrakcie zubov horného
frontu, augmentacie a okamzité zavedenie 4
implantatov. Vzhladom na limitované mnoZstvo
augmentaéného materialu sme pri sinus lift vpravo
pouZili xenogénny material bovinného pbvodu
a vlavo autolégne TZT(b).

Fig. 8. A 47-year-old female patient — with a final
stage of generalized periodontitis (a). Planned
implantation through augmentation with the
ground autologous HDT from the extracted teeth
in several phases. Phase 1 — extraction of teeth
from upper distal areas, sinus lift bilaterally with
four inserted fixtures. Phase 2 — extraction of
teeth from lower distal areas, augmentation and
immediate implantation of four implants. Phase
3 — extraction of upper frontal teeth, augmentation
and immediate implantation of 4 implants. Due
to limited amount of augmentation material, we
used xenogenic material of bovine origin at the
sinus lift on the right side and autologous HDT
material on the left side (b).

Obr. 9. Sinus lift vlavo /sec. Emtiaz/ s vyuZitim
autolégneho TZT (a, b, c, d)

Fig. 9. Sinus lift on the left side with applied auto-
logous HDT (a, b, ¢, d)
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Obr. 10. OkamZzité zavedenie implantatov vo fron-
talnom segmente maxily (a, b) s augmentaciou
autolognym TZT. Stav po zavedeni vSetkych plano-
vanych fixtur po ukonéeni protetickej fazy v sanke
(c).

Fig. 10. Immediate introduction of implants in frontal
maxillar segment (a, b) with augmentation by means
of autologous HDT material. State after introduc-
tion of all planned fixtures after termination of the
prosthetic phase in the maxilla.

Obr. 11. Stav 36 mesiacov po zacati lie¢by.
Diferencie medzi novovytvorenym kostnym
tkanivom pri sinus lift vykone vpravo a vla-
vo v zavislosti od pouzitého augmentacného
materialu sme nezaznamenali. Zmeny volumu
a denzity kosti po augmentacii autolognym TZT
neregistrovali.

Fig. 11. State 36 months after starting treatment.
No differences between the newly created bone
tissue at the sinus lift on the right and left side
as for the used augmentation material were not
noted. Changes in bone volume and density
after augmentation with autologous HDT were
not registered.

Vysledky:

Experimentalna cast’

1. Porovnanie lokomo¢&nej aktivity buniek MG63 vo
vyluhu rozomletej drte TZT a v priamom kontakte
s drtou TZT.

Obr. 12. Bunky linie MG63 po inokuléacii s TZT.
Zjavna afinita buniek k niektorym zrnam.
Fig. 12. Bunky linie MG63 po inokulacii s TZT.
Zjavna afinita buniek k niektorym zrnam.

2. Porovnanie $pecifickej rastovej rychlosti buniek
vo vyluhu rozomletej drte TZT a v priamom kontakte
s drtou TZT.
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Obr. 13. Graf znazorriuje porovnanie $pecifickej
rastovej rychlosti buniek MG63 s beZne uZivanymi
materialmi. Os x zobrazuje jednotlivé vzorky, kde
K je referencéna kultira MG63 bez akéhokolvek vply-
vu, TZT je rozomleté tvrdé zubné tkanivo a vzorky
B (Biovan B) a H (Biovan H) ako beZné uZivané
materialy. Os y ukazuje hodnotu Specifickej rasto-
vej rychlosti, os z intervaly, ku ktorym sa hodnoty
Specifickej rastovej rychlosti vztahuju (intervaly sta-
novené v hodinach). Z vysledkov vyplyva, Ze bunky
obklopené TZT akceleruja svoju rastovu rychlost
v prvych 24 hodinach. Pri ostatnych materialoch sa
tato akceleracia prestiva do intervalu 48 az 72 hodin.
Kontrolna kultara zvy$enu akceleraciu nevykazuje.
Fig. 13. The graph shows a comparison of the
specific growth rate of MG63 cells with commonly
used materials. Axis x indicates individual samples,
where K is the referred culture MG63 free from
any influence, HDT is ground hard dental tissue
and samples B (Biovan B) and H (Biovan H) as
commonly used materials. The axis y indicates the
value of the specific growth rate, axis z indicates
intervals to which the specific growth rate values are
related (intervals determined in hours). The results
show that cells surrounded by HDT accelerate their
growth rate in the first 24 hours. In other materials,
this acceleration is shifted into the interval of 48 up
to 72 hours. The control culture does not show any
increased acceleration.

3. Dbkaz sustredenia buniek v okoli niektorych zfn drte

Obr. 14. Snimka zachycujiuca zrna TZT, ktoré na seba
sustreduju bunky MG63. Tieto migruju k zrnu a su-
streduju sa na jeho povrchu. Tuto vlastnost vykazuje
velka Gast zin v kultare. Migraéna rychlost buniek
k zrnu zodpoveda priblizne 60um/hod.

Fig. 14. The image captures the HDT grains that
attract MG63 cells. These cells migrate to the grain
and collect on its surface. This property is displayed
by a large proportion of grains in the culture. The
migration speed of the cells towards the grains is
approximately 60um/hrs.

4. Mostiky bunkového tkaniva (pseudotkaniva?)
medzi zrnami drte

Obr. 15. Do troch aZ piatich dni sa medzi zrnami
TZT tvoria bunkové mostiky (MG63) vytvarajice
organizovanu vrstvu buniek

Fig. 15. In three to five days, between the HDT
grains, cellular bridges (MG63) are formed to build
up an organized layer of cells

Klinicka cast’

Kratka doba pripravy materialu a komfortnost spra-
covania dovolovali vo vaésine indikovanych pripadov
preferovanie tejto metodiky vociinym augmentaénym
materialom. Po rozomleti sme ziskavali prakticky
2-nasobny objem augmentacného materialu oproti
nespracovanému zubu, o povacésine postacoval
pri chirurgickych extrakciach retinovanych zubov
Ci soccet preservation inych indikacii. Pri ridge
preservation a sinus lift sme v mnohych pripadoch
zhotovovali zmes s xenogénnym augmentaénym
materialom bovinného typu /Geistlich Bio-Oss®/,
rozdiely v klinickych pooperaénych prejavoch, &a-
sovy interval tvorby novej kosti, objemové ubytky
v sledovanom obdobi po ukonéeni lieCby sme ne-
zaznamenali. Novovytvorena kost pri pouziti len
samotnej autolégnej drte TZT oproti drti v zmesi
s xenogénom javila vy$Siu denzitu a mala lepSie
mechanické vlastnosti a dovolovala tak pri planova-
nych implantaciach skratenie hojacej periédy na 3
mesiace. Vyuzitie PRP a PRF zlepSovalo nielen

25



26

peroperacnu manipulaciu s materialom, ktory je
konzistentny a lahko aplikovatelny, ale aj proces
hojenia. Preto vyskyt komplikacii nepresiahol uro-
ven beznu pre tento typ chirurgickych zakrokov.
Komplikacie v zmysle purulentného vytoku, dehis-
cencie slizniénej rany, opuchu, pooperaéného he-
matomu a subfebrilie boli v 12 pripadoch. Pri hojeni
per secundam intentionem, s ktorymi sme sa obcas
stretli, zvy&ajne spésobovanym zvySenym napéatim
slizniéného krytu, sme obvykle stav len kontrolovali,
pripadne vyplachovali 5 % roztokom Metronidazolu.
Ani v jednom pripade nebolo nutné odstranenie
augmentatu. Pri uvolfiovani augmentaéného ma-
teridlu z rany sme ranu zaistovali sekundarnou
suturou. Augmentacéné lokality boli opakovane
v 6-tyZzdriovych intervaloch hodnotené pomocou
RTG. Priemerna doba organizacie augmentatu
na kost bola 3 mesiace. V pripadoch naslednej
implantaénej lie€by boli pred implantaciou zhoto-
vené CT skeny. V lokalizaciach planovanych pre
naslednu implantaciu boli aplikované enosealne
implantaty, pricom fixtary po zavedeni vykazovali
vybornu uroven primarnej stability. Pri ridge pre-
setvation sme Casovu etapu do druhej operacénej
- implantaénej fazy posuvali na obdobie 6 mesia-
cov. Protetické zataZzenie po sinus lift vykonoch
sme vykonavali po 9 mesiacoch. Pri chirurgickom
odkryti novovytvorenej kosti bolo pravidelnym
nalezom kvalitné kostné tkanivo skér charakteru
kompaktnej kosti s velmi dobrymi mechanickymi
vlastnostami vhodnymi pre implantaciu. Oblasti,
kde bola vykonana len augmentécia, bez planova-
nia dalSich vykonov, preukazovali pri rtg kontrole
po 3-mesacénej etape doplnenie plnohodnotnou
kostou. Po ukonéeni lieCby pacienti v ramci recall
boli pravidelne RTG hodnoteni. Neboli ani v jed-
nom pripade zaznamenané vyznamné objemové
straty, sekvestracie i zlyhania implantatu z dévodu
insuficiencie novovytvoreného kostného svalku.
Je vhodné v§ak zdoraznit potrebu precizneho od-
stranenia zvySkov parodontalnych tkaniv z alveolu
pri soccet preservation, kedy pri nedostato¢nej
excochledacii eventualne ofrézovani stien alveolu
moze sa v ramci hojenia a tvorby novomaturovanej
kosti vytvorit vazivova medzivrstva medzi kostou
a stenou alveolu a cely novovytvoreny blok kosti
mdze byt pri implantacii dislokovany. Podobne pri
ridge preservation odporu¢ame viacnasobné per-
foracie kompakty za u¢elom lepsieho prerastenia
podkladu a novovyvorenej kosti.

Diskusia

Vyuzitie dentinu, resp. TZT alebo ich jednotli-
vych sucasti, v riadenej regeneracii kosti nie
je idea nova. Osteoindukény potencial dentinu

bol prezentovany uz v roku 1967 a odvtedy sa
tejto problematike venuje mnoho autorov [27].
VVzhladom na fakt, Ze mnohé komponenty al-
veolarnej kosti a zubnych tkaniv maju identicky
ontogeneticky zaklad, je logické, ze TZT tak mézu
velmi UuspesSne sluzit ako kostny transplantat
v ramci kompenzacie objemovych hendikepov
alveolarnych kosti [6, 7]. Nielen mineralne zlozky,
no hlavne organické komponenty v tomto procese
zohravaju mimoriadne délezitu ulohu. Jednotlivé
metodiky vyuzivajuce bud NCPs extrahovany
z dentinu, alebo dentinové partikuly (tooth ash),
mrazom suseny dentin, demineralizovany ¢i de-
naturovany dentin, zohravaju v tejto problematike
vyznamny prinos. Lyofilizacia, aplikacia tekutého
dusika, su ¢astymi metédami znizujucimi anti-
génnu odpoved prijemcov. Zvlast prinosny je
preukazany potencial NCPs na osteogenéze,
ktory je tak hodnoteny ako optimalna alternativa
kostného Stepu.

Organicka zloZzka dentinu je resorbovatelny ma-
terial s pritomnostou progenitorovych buniek,
zloZiek matrix a GF a mnohych inych komponent
majucich pozitivny osteoindukény a osteokon-
dukény efekt [21], ktorych uvolfiovanie umocriuje
demineralizacia dentinu. DDM — demineralizo-
vana dentinova matrix, napomaha prerastaniu
novovytvorenej kosti [12]. Studie sledujuce efekt
denaturovaného dentinu charakteru HA a TCP
konstatuju prinos pre osteogenézu, zvlast pri
spojeni s PRP, pri suéasnom vylu€eni moznosti
antigénnej odozvy.

Finalne produkty vyuzivané pri augmenta¢nych
postupoch su vo forme blokov, lamiel, denti-
novej drte, prachu, popola, sedimentu, granul,
membran a podobne. Casta byva prave drt,
ktorej velkosti partikul 300 — 1200 um zohrava
podstatnu rolu z pohladu osteoinduktivity a os-
teokonduktivity. Nase experimentalne pozoro-
vania in vitro potvrdili, ze pri zrnach mensich
rozmerov ako 300 um dochadza viac k fagocy-
téze a nedochadza tak k ich zakomponovaniu
do novovytvorenej kosti.

Prevazna vacsina uvadzanych metéd, vyuziva-
jucich len samotny dentin €i jeho niektoré kom-
ponenty, su naro¢né z pohladu postupu, ¢asovej
a ekonomickej naroénosti. Tak sa stavaju pre prax
malo atraktivnou alternativou vo&i xenogénnym
augmentaénym materialom. Samozrejme, au-
tolégny kostny Step, ako optimalna alternativa
kostného graftu, je stale z pohladu osteogenézy
zlatym Standardom, Casto je vSak spojeny s ne-
dostato¢nou ponukou moznosti z miesta odberu,
z hladiska objemu, pri€om vyZzaduje dal$i operaény
vykon. Princip vyuzitia naturalneho autolégneho
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granulatu TZT zahriuje z tohto hlfadiska viacero
pozitiv. Spracovanie naturalneho TZT ma jedno-
duchy protokol, €asovo nenarocny, cca 20 minut,
finanéne pristupny. Bakterialne testy partikul TZT
po chemickej dezinfekcii preukazatelne potvr-
dzuju nepritomnost bakteridlneho rastu /vyskyt
5-10 CFU (colony forming units) po dezinfekcii
stanovenej protokolom/ [2]. NaOH a alkohol
napomahaju lyofilizacii, denaturalizacii, demine-
ralizacii, odmasteniu, deproteinizacii z tubulov
a odstraneniu detritu a baktérii. Dostatoénost
a profit chemickej sterilizacie v porovnani so ste-
rilizaciou v autoklave, po ktorej signifikantne klesa
osteogenna aktivita dentinu, potvrdzuju viaceré
Studie [13]. Histologické Studie potvrdzuju, ze
autolégna drt, zvlast pri pouziti Cerstvych alebo
zmrazenych TZT, ma vyznamny osteoiduk&ny
efekt. Na histogramoch bola potvrdena novo-
tvorba kosti a ciev okolo korpuskul dentinu [14].
Neevokuje Ziadnu imunitnu odpoved. Partikuly
dentinu maju vysoku osteokondukénu schopnost,
nepodliehaju resorbcii, su postupne obalované
novomaturovanou kostou, pritomné dentinové
tubuly otvorené dezinfekciou eSte zlepsuju pre-
pojenie a prerastanie s kostou. Dochadza k an-
kylotickému spojeniu kosti a partikul. Sklovina,
ktora je suCastou drte, sice nejavi Zziadny oste-
ogénny efekt, avSak taktiez sa ankyloticky spéaja
s kostou, o umocfiuje denzitu, vyssiu ako pri
pouziti xenogénov. Ankylotické spojenia kosti
adrte TZT tak zlepSuju jej mechanické vlastnosti,
viac podobné kortikalis, a tak umoznuju skoré
pokracovanie v implantaénej lie€be. Vdaka pri-
tomnosti matrix partikul TZT a kosti nedochadza
prakticky k resorbcii. Experimentalna ¢ast nasej
prace potvrdila, Ze TZT upravené rozomletim
vykazuju miernu heterogenitu medzi jednotlivymi
zrnami. Vacésina zfn pésobi na bunky stimula¢ne
v zmysle migracie a nahodna lokomécia buniek
sa meni na chemotakticku. Bezna rychlost buniek
sa zvySuje priemerne na dvojnasobok v smere
k aktivnym zrnam. Mensia €ast zfn tuto vlastnost
nevykazuje. Predpokladame, Ze tento stimulacny
efekt migracie je potencovany komponentmi
dentinovej organickej matrix. Je teda zrejmé, ze
naslednym krokom bude preukazanie stimulag-
ného efektu a jeho vyuzitie. Tento predpoklad je
v8ak nutné overit dalSimi experimentmi.
Histologické Studie sledujuce vlastnosti auto-
l6gnej drte TZT v zmesi s inymi xenogénnymi
materialmi nepotvrdili negativa takejto indika-
cie [5]. Vyuzitie PRP v protokole augmentacie
konstatuje jej prinos v zmysle proteosyntézy,
neovaskularizacie, redukcii zapalovej fazy, ko-
lagénézy, fibrogenézy a osteogenézy [9, 18].

Zaver

Experimentalne a klinické vysledky potvrdzuju

opodstatnenost’ vyuzitia autolégnej drte TZT .

Konsétatujeme vlastnosti materialu, ktoré mézeme

zhrnut :

- pritomnost Cerstvého, resp. mrazom uchovava-
neho dentinu v drti TZT zabezpeéuje osteogénnu
aktivitu jeho organickymi komponentmi,

- zrna TZT pdsobia stimulaéne na migraciu buniek
heteroploidnej linie MGB3, ktoré medzi nimi
vytvaraju organizované bunkové premostenia
v experimentalnych podmienkach,

- pri novotvorbe kosti dochadza k ankylotickému
spojeniu drte s kostou zvySujucemu denzitu,

- mineralne zloZzenie TZT je chemicky a Struktu-
ralne podobné kosti,

- rychlejSia dostavba a remodelacia kosti urychluje
chirurgicky protokol,

- ankyloticka matrica dentin - kost’ vykazujuca
malu resorbciu Stepu,

- material preukazuje vhodné vlastnosti pri spojeni
s inymi augmentacnymi materialmi.

Tieto vlastnosti umoZiuju v8estranné vyuzitie au-

tolégnej drte TZT v implantolégii, stomatochirurgii,

parodontolégii v ramci procesov riadenej kostnej
regeneracie.
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