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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Analizirati i usporediti otpuStanje iona iz standardnih dentalnih slitina 1
njihovih hipoalergenih ekvivalenata, te utjecaj nastalih oSteéenja (korozije) na mehanicka
svojstva i parametre povrsinske hrapavosti. Analizirati bioloski uc¢inak otpustenih metalnih iona

na kvasac kao modelni organizam.

Materijali i metode: U ovom su istrazivanju ispitane inac¢ice po dvije usporedne slitine koje se
koriste jednakovrijedno: 1.) nepresvucena nikal-titanij (NiTi) 1 NiTi s prevlakom (NiTi-p); 2.)
plemeniti Celik (engl. stainless steel, SS) 1 plemeniti Celik bez nikla; 3.) slitina titanij-molibden
(engl. titanium-molybdenum alloy, TMA) 1 slitina kobalt-krom (CoCr). Umjetna je slina
pripremljena s dvije pH-vrijednosti, pH 6,6 1 pH 5,5, a sva su mjerenja provedena na 5 uzoraka.
U medij otpusteni metalni ioni prikupljani su nakon 3, 7, 14 1 28 dana. Mehanicka testiranja
eksperimentalnih Zica nakon perioda eluiranja od 28 dana provedena su nanoindenterom, dok
je povrSina zica analizirana mikroskopom atomskih sila i1 skenirajuéim pretraznim
mikroskopom uz energijski disperzivni detektor rendgenskih zraka. Bioloski je u¢inak pracen
na kvascu Saccharomyces cerevisiae kao modelnom organizmu pomocu promjene vitalnosti
kvasca i aktivacije enzima stresnog odgovora (katalaze, superoksid dismutaze 11 2 i glutation
sintetaze). Analiza podataka provedena je pomocu analize varijance. Rezultati s p < 0,05

smatrani su znacajnim.

Rezultati: NiTi je oslobodio vise Ti 1 Ni iona u usporedbi s NiTi-p; SS je otpustao vise zeljeza,
kroma 1 nikla u usporedbi s plemenitim ¢elikom bez nikla. CoCr oslobada kobalt u visokoj
koncentraciji i niske koli¢ine Cr, Ni i1 molibdena (Mo) u usporedbi s Mo i Ti i1z TMA. Otpustanje
metala iz dentalnih ortodontskih slitina in vitro bilo je ukupno niZe pri pH 6,6 i za hipoalergene
ekvivalente u usporedbi sa standardnim dentalnim slitinama. Kombinacija morfoloskih 1
kemijskih analiza (SEM/EDX, ICP) s bioloSkim testovima (ekspresija antioksidativnih enzima)
jasno potvrduje da oslobadanje iona i korozija imaju izravnu vezu s oksidativnim odgovorom

stanica.

Zakljucak: lako se neki parametri povrSinske hrapavosti i mehanic¢ka svojstva ne mijenjaju
znacajno djelovanjem pH 1 ne utjeCu na klini¢ki rad, eluirani metalni ioni pobuduju stresni
odgovor te je pri odabiru dentalnog materijala vazno uz nominalni sastav legure obratiti
pozornost 1 na potencijalno korozivna ponaSanja u realnim oralnim uvjetima, gdje pH moze
znacajno varirati. Oslobadanje metala iz dentalnih ortodontskih slitina in vifro ukupno je nize

za hipoalergene ekvivalente u usporedbi sa standardnim dentalnim slitinama.

Klju¢ne rijeci: dentalne slitine; korozija; ortodoncija; Saccharomyces cerevisiae; oksidativni

stres; povrsinska svojstva.
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SUMMARY

Research objective: To analyze and compare the release of ions from standard dental alloys
and their hypoallergenic equivalents, and the influence of the resulting damage (corrosion) on
mechanical properties and surface roughness parameters. To analyze the biological effect of

released metal ions on yeast as a model organism.

Materials and methods: In this study, variants of two comparative alloys were tested that were
used equally: 1.) uncoated nickel-titanium (NiTi) and coated NiTi (NiTi-p); 2.) stainless steel
(SS) and nickel-free stainless steel; 3.) titanium-molybdenum alloy (TMA) and cobalt-
chromium alloy (CoCr). Artificial saliva was prepared with two pH values, pH 6.6 and pH 5.5,
and all measurements were performed on 5 samples. Metal ions released into the medium were
collected after 3, 7, 14 and 28 days. Mechanical testing of the experimental wires after an elution
period of 28 days was performed with a nanoindenter. The surface of the wires was analyzed
with an atomic force microscope, and using a scanning microscope with an energy dispersive
X-ray detector. The biological effect was monitored on the yeast Saccharomyces cerevisiae as
a model organism by means of changes in the vitality of the yeast and the activation of stress
response enzymes (catalase, superoxide dismutase 1 and 2 and glutathione synthetase). Data
analysis was performed using analysis of variance. Results with p < 0.05 were considered

significant.

Results: NiTi released more Ti and Ni ions compared to NiTi-p; SS released more iron,
chromium and nickel compared to stainless steel without Ni. CoCr releases cobalt in high
concentration and low amounts of Cr, Ni and molybdenum (Mo) compared to Mo and Ti from
TMA. In vitro metal release from dental orthodontic alloys was overall lower at pH 6.6 and for
hypoallergenic equivalents compared to standard dental alloys. Surface roughness parameters
and mechanical properties of the alloys studied remain unchanged under the influence of
changes in artificial saliva pH. The combination of morphological and chemical analyses
(SEM/EDX, ICP) with biological tests (expression of antioxidant enzymes) clearly confirms

that ion release and corrosion have a direct relationship with the oxidative response of cells.

Conclusion: Although some surface roughness parameters and mechanical properties do not
change significantly with pH and do not affect clinical performance, eluted metal ions induce a
stress response, and when selecting a dental material, it is important to pay attention to the
nominal alloy composition and potential corrosive behavior in real oral conditions, where pH
can vary significantly. In vitro metal release from dental orthodontic alloys is overall lower for

hypoallergenic equivalents compared to standard dental alloys.

Keywords: corrosion; dental alloys; orthodontics; Saccharomyces cerevisiae; oxidative stress;

surface properties.

Vil



SADRZAJ
L. UVOD ettt ettt et ettt et a et e e nneeteennens
1.1. Dentalni materijali  .....ooocvvieiiiiieciie e e
L.2. KOTOZIJA eeieiie ettt sttt e et e et e e st e e e ta e e ssteeessaeeesssaeensneens
1.3. OKSIdatiVil STIES  eeeeeiiieiiieiie ettt st
1.4. Kvasac Saccharomyces CereviSiae ..........cccoovuemvvueesceeesireeesireeesieeseseesnnns
2. SVRHA ISTRAZIVANIA .....cooriirriireeiieseeieseiseessessssesessesssssssssssssessssnees
3. MATERIJALITPOSTUPCIL et
.1 Materijali oo
3.1.1. OrtodONtSKE ZICE ...c.veeuveeiieiieieeiiesieeie ettt
3.1.2. Mediji za eluiranje i priprema eluata  ........cccceeevveriieiienieeeeere e
3.2. MEtOAE e e ettt
3.2.1. BioloSKi UCINAK ...coviiiiiiiiiiie e
3.2.1.1. Uzgoj KVaSCa it
3.2.1.2. Pradenje vitalnosti Kvasca .......c..ccceeveevienieniniicnienncnicnecicnenn
3.2.1.3. Ekspresija gena oksidativnog stresa  ...ccooceecenieneneienieneee,
3.2.2. Mjerenja induktivno spregnutom plazmom (engl. inductively coupled
plasma, ICP) e
3.2.3. Mjerenje mehanickih svojstava nanoindenterom — .......cocceeiienine
3.2.4. Analiza povrSine mikroskopom atomskih sila (engl. atomic force
microscopy, AFM) e
3.2.5. Analiza povrSine skeniraju¢im elektronskim mikroskopom / energijskom
disperzivnom spektroskopijom (engl. scanning electron microscopy

IX

13

16

17

17

17

17

18

18

18

18

19

22

23

23



with energy dispersive spectroscopy, SEM/EDX)  ....cccoiiiiiiiins

3.3. StatistiCka obrada podataka ..........cccceeeiiiiiiiiiiiiee e
4. REZULTATI ettt ettt e
4.1. BioloSki uCinak .o
4.1.1. Vijabilnost Kvasca —  ..occiioiiicie e
4.1.2. Rezultati ekspresije gena stresnog odgovora kvasca — ......cccceceevueenens
4.2. Mjerenja induktivno spregnutom plazmom (ICP)  ......ccooiviiiiiiinnncnne
4.2.1. Mjerenja induktivno spregnutom plazmom (ICP) u umjetnoj
SHINL e et
4.2.2. Mjerenja induktivno spregnutom plazmom (ICP) na kvasc¢evoj
POAIOZI e
4.3. Promjene mehanickih svojstava ..o
4.4. Analiza povrSine mikroskopom atomskih sila (AFM) ...
4.5. Analiza povrSine skeniraju¢im elektronskim mikroskopom / energijskom
disperzivnom spektroskopijom (SEM/EDX).......cccccovieviriiniininicniiiennne
5. RASPR AV A et
5.1. BioloSki uCinak e
5.1.1. Vijabilnost KVasca .occieoiieeieeeieeeeeeee e
5.1.2. Analiza ekspresije gena stresnog odgovora kvasca — .....ccceeeeeeennenne
5.2. Analiza rezultata mjerenja induktivno spregnutom plazmom (ICP)............
5.2.1. Analiza rezultata mjerenja induktivno spregnutom plazmom (ICP) u

UMJENOJ SHNT oo

24

24

26

26

26

28

37

37

53

56

58

66

71

77

77

77

79

79



Xl



5.2.2. Analiza rezultata mjerenja induktivno spregnutom plazmom (ICP) na

kvaSCevo] podlozi e

5.3. Promjene mehaniCkih svojstava  ....occciieiiiiee e

5.4. Analiza povrsine mikroskopom atomskih sila (AFM) ...,

5.5. Analiza povrsine skeniraju¢im elektronskim mikroskopom / energijskom

disperzivnom spektroskopijom (SEM/EDX) i,
6. ZAKLIUCAK oot
7. LITERATURA ettt ettt st enees
POPIS SITKA oo e et eens

Popis tablica
Popis pokrata

Zivotopis

Xl

83

84

84

85

88

&9

104

109

110

116



1. UVOD

1.1. Dentalni materijali

Normalne su funkcije stomatognatog sustava bitne za zdravlje i psihosocijalno blagostanje
svakog Covjeka, a danas se postavljaju sve vec¢i zahtjevi za estetskim i financijski dostupnim
stomatoloskim zahvatima u cilju postizanja zdravlja [1]. Brojni i razli¢iti umjetni materijali
koriste se za obnavljanje izgubljenih, oSte¢enih ili deformiranih oralnih struktura pod
zajedni¢kim nazivom dentalni materijali [2, 3]. Pri odabiru materijala za primjenu u dentalnoj
medicini neophodno je znati da izbor materijala ovisi o brojnim ¢imbenicima poput korozijskog
ponaSanja, mehanickih svojstava ukljucujuéi €vrsto¢u i moguénost izrade, cijenu i dostupnost,
estetske vrijednosti, kao i jedan od najznacajnih ¢imbenika, biokompatibilnost. Korozijsko
ponasanje metalnih materijala obi¢no je najvaznije svojstvo zbog biokompatibilnosti i
citotoksi¢nosti produkata procesa korozije. S druge strane, iz estetskih je razloga veoma vazan
faktor i izgled koji treba uzeti u obzir pri odabiru dentalnog materijala. lako neki od dentalnih
materijala imaju dovoljnu otpornost na koroziju, mehanicka svojstva su jednako vazna pri
odabiru istih. Dulje od jednog stolje¢a se metali i njihove slitine koriste u stomatoloskoj praksi.
Opc¢enito, ve¢ina metala je dovoljno jaka da izdrZi najveée moguce oralne sile, unato€ ¢injenici

da su pokazali iritabilnost ili citotoksi¢nost kao 1 korodiranje u oralnoj sredini [4].

Nekad je zlato bilo glavni dentalni materijal zbog prikladne ¢vrstoce i visoke otpornosti na
koroziju, ali je zbog skupoce istisnuto iz upotrebe [2]. Zlatne slitine su veoma cijenjene zbog
svoje biokompatibilnosti, §to ih ¢ini prikladnim za pacijente koji su osjetljivi na druge metale i
zbog toga se 1 danas koriste pri izradi vrhunskih zubnih nadoknada kao $to su krunice i mostovi

[3].

Iako nijedan drugi metal ne moZe izdrzati promjenjive oralne uvjete poput zlata, alternativne
slitine dostupne na trziStu takoder posjeduju svojstva koja zadovoljavaju zahtjeve za njihovo
koriStenje u dentalnoj praksi [4]. Zlatne se prevlake koriste za poboljSanje izgleda mnogih
komercijalnih proizvoda, medutim ovaj je plemeniti metal mekan, a kada nastaju mehanicke
promjene na povrsini tada osnovni metal bude izloZen i korodira za kratko vrijeme [4]. Danas
su najcesce koristeni dentalni materijali metalne slitine kroma (Cr), nikla (Ni), titanija (T1),
zeljeza (Fe), molibdena (Mo) i kobalta (Co) zbog njihove visoke ¢vrstoce 1 dobre otpornosti na
koroziju [2, 6]. Slitine kobalta 1 kroma poznate su po svojoj visokoj ¢vrsto¢i 1 otpornosti na
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koroziju, §to ih ¢ini idealnima za upotrebu u dentalnoj medicini, posebno kod krunica kao i
ortodontskih naprava, te se u tu svrhu i koriste. Osim toga, ove su slitine prikladne za pacijente
s alergijama ili osjetljivos¢u na metale jer su biokompatibilne [7]. Medutim, otkriveno je da
slitine kobalta 1 kroma otpustaju metalne ione, koji potencijalno mogu povecati oksidativni stres
kod kvasca Saccharomyces cerevisiae [8]. Slitine nikal-kroma cesto se koriste u djelomi¢nim
protezama zbog svoje fleksibilnosti i trajnosti, kao i kod ortodontskih naprava. Ove slitine mogu
izdrzati optereéenja svakodnevne uporabe i otporne su na koroziju, Sto ih €ini prihvatljivim
izborom za dentalni materijal [9]. Takoder je otkriveno da se i kod slitina nikla i kroma, koje
se obi¢no koriste u ortodontskim napravama, otpustaju metalni ioni koji mogu pridonijeti

oksidativnom stresu kod Saccharomyces cerevisiae [10].

Daljnja istrazivanja mehanizama kojima ovi metalni ioni induciraju oksidativni stres kod
Saccharomyces cerevisiae klju¢na su za razumijevanje implikacija ortodontskih materijala na
zdravlje 1 funkciju stanica [11]. Osim toga, istraZivanje potencijalnih strategija za ublazavanje
otpustanja metalnih iona iz ortodontskih naprava i njihovog utjecaja na oksidativni stres u
bioloskim sustavima mogli bi imati znacajne implikacije za poboljSanje biokompatibilnosti
dentalnih materijala i poboljSanje ukupnog zdravlja pacijenata [12]. Kako bi se izbjegle
potencijalne komplikacije i osigurao uspjeh u ortodontskoj terapiji ili pri izradi protetskih
nadoknada, od klju¢ne je vaznosti da kliniCari paZzljivo razmotre svojstva i karakteristike

razliCitih dentalnih slitina [2].

Slitine nehrdajuceg celika su takoder dentalni materijali koji se koriste u ortodonciji i koji
posjeduju izvanredna mehanicka svojstva koja ith ¢ine veoma prikladnima za tretmane
ortodontske terapije. Ove slitine imaju ¢vrstocu 1 izvrsnu izdrzljivost, Sto im omogucuje izdrZati
sile 1 pritiske tijekom ortodontskih tretmana. Mehanicka svojstva ovih slitina osiguravaju da
ortodontske naprave zadrze svoj oblik i strukturni integritet i na taj nacin u¢inkovito i pouzdano
zavrse ortodontsku terapiju [13]. Osim dobrih mehanickih svojstava, slitine nehrdajuceg celika
su biokompatibilne, §to znaci da ih ljudsko tijelo dobro podnosi. Ova biokompatibilnost je
kljuéna u ortodonciji jer osigurava da koriSteni materijali ne uzrokuju nuspojave ili Stete
okolnim oralnim tkivima. Biokompatibilna priroda ovih slitina doprinosi sveukupnoj sigurnosti
1 udobnosti ortodontskog lijeCenja za pacijente, pruzajuci na taj nacin bolje rezultate lijecenja i
samim tim zadovoljstvo pacijenata. Ove karakteristike, koje posjeduju slitine nehrdajuceg
celika, ¢ine ih dentalnim materijalima izbora u ortodonciji, igraju¢i temeljnu ulogu u uspjehu
ortodontskih tretmana i sveukupnoj dobrobiti pacijenata [14]. Kada je rije¢ o otpornosti na

koroziju koju nude slitine nehrdajuceg celika, klju¢nu ulogu imaju ortodontske naprave koje
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posjeduju prevlaku zlata i rodija [15]. Ova otpornost osigurava da ortodontske naprave ostanu
intaktne 1 zadrze svoju estetsku privlacnost tijekom ortodontske terapije. Prevlaka takoder igra
znacajnu ulogu u sprjecavanju alergijskih reakcija kod pacijenata koji mogu biti osjetljivi na

osnovu slitine nehrdajuceg Celika, Cineci proces lijecenja laksim 1 ugodnijim po njih [16].

Godinama su slitine nikla i titanija istaknuti materijal u dentalnoj medicini zbog svojih
jedinstvenih svojstava i svestrane primjene. Ove slitine posjeduju izvrsna mehanicka svojstva,
kao elasti¢nost, Sto im omogucuje izdrzljivost pri znacajnim deformacijama bez trajnog
osteCenja [17]. Takoder, ove metalne slitine imaju visoku otpornost na koroziju,
biokompatibilnost i nisku osjetljivost na oralno okruzenje, Sto ih ¢ini prikladnima za razne
dentalne naprave kao §to su ortodontske Zice, endodontski instrumenti i implantati. Posljednjih
godina provedena su opsezna istrazivanja s ciljem poboljSanja ucinkovitosti 1 karakteristika
slitina nikla i titanija u dentalnoj medicini [18, 19]. Dok slitine nikla i titanija imaju
odgovarajuca svojstva za primjenu u dentalnoj medicini, vazan ¢imbenik pri odabiru ovog
materijala je potencijalni problem alergije na nikal kod nekih pacijenata. Alergija na nikal
uobicajena je reakcija preosjetljivosti, a neki pojedinci mogu pokazati nepovoljan imunoloski
odgovor kada su izlozeni materijalima koji sadrze nikal, ukljucujuéi slitine nikal-titanija koje
se koriste u dentalnoj medicini [20]. Kod pacijenta s potvrdenom alergijom na nikal treba
razmotriti koriStenje alternativnih materijala kako bi sprijecili bilo kakve moguce nuspojave.
Napredak tehnologije pri povrSinskim modifikacijama slitina nikla 1 titanija presvucenih
zaStitnom prevlakom moze znatno pomoc¢i u smanjenju otpusStanja iona nikla, 1 na taj nain
dodatno smanjiti rizik od alergijskih reakcija kod osjetljivih osoba [21]. Istrazivanja u podrucju
dentalnih materijala imaju za cilj razviti nikal-titanij slitine s jo§ ve¢om biokompatibilnosc¢u 1
smanjenom razinom otpuStanja iona nikla, ¢ime se rjeSavaju problemi vezani uz alergijske
reakcije na nikal uz istovremeno zadrZavanje korisnih svojstava ovih slitina, kao 1 razvoj
alternativnih materijala ili modificiranje postojecih slitina nikal-titanija kako bi se smanjio rizik

1 pruzila sigurnija opcija za pacijente [20].

Sli¢no slitinama nikla 1 titanija, slitine titanija i molibdena dobile su na znacaju 1 pozornosti u
podrucju dentalne medicine zbog svojih izvanrednih svojstava i raznolike primjene. Ove slitine
nude visoku ¢vrstocu, izvrsnu otpornost na koroziju 1 biokompatibilnost, Sto ih €ini prikladnima
pri izradi zubnih implantata, protetskih nadoknada kao i ortodontskih naprava [19]. Razvojem
slitina titanij-molibdena, dentalnoj medicini kao i stru¢njacima dentalne prakse ponudeni su
alternativni dentalni materijali koji mogu rijesiti probleme povezane s alergijom ili osjetljivosti

na nikal. S obzirom na prevalenciju alergije na nikal kod nekih pacijenata, uporaba slitina
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titanij-molibdena omogucuje uporabu dentalnih materijala sa smanjenim rizikom od alergijskih
reakcija. Osim toga, istrazivanja u tijeku imaju za cilj dodatno poboljsati biokompatibilnost
slitina titanija i molibdena, osiguravajuéi njihovu prikladnost za Siroku primjenu kod pacijenata,
ukljucujucéi i one s osjetljivoscu na druge metale [22]. Sa stalnim napretkom u metalurgiji 1
znanosti o dentalnim materijalima, oCekivano je da ¢e slitine titanij-molibdena igrati sve
znacajniju ulogu u modernoj dentalnoj medicini, nude¢i sigurne i pouzdane alternative za
pacijente kojima je potrebna dentalna terapija i uporaba ovih dentalnih materijala [23]. Kako
istrazivanje 1 razvoj napreduju, slitine titanij-molibdena pridonose napretku dentalnih

materijala kao 1 tehnici njihove izrade [24].

Oralne strukture neprestano su izlozene promjenjivom fizickom i kemijskom okruzenju koje
ukljucuje promjene temperature, pH sline, unos hrane i pi¢a i dentalni plak, i pod ovim se
okolnostima o¢ekuje korozija metala i njihovih slitina [4]. Laing i sur. [25] primijetili su da je
reakcija tkiva proporcionalna koli€ini sastavnih elemenata koji se oslobadaju pri korodiranju
metala ili njihove slitine. Velik broj teSkih metala, poput nikla, kroma 1 berilija, klasificirano je
kancerogenim, opasnim i toksi¢nim zagadivacima [25]. NiTi slitine su naj¢es¢e upotrebljavane
slitine, posebno za Zice u ortodonciji koje proizvode lagane dugotrajne kontinuirane sile
pogodne za pomicanja zuba u pocetnoj fazi terapije, takozvanoj nivelizacijskoj fazi zbog
izbjegavanja nezZeljene posljedice ortodontskih sila [26]. Dizajn fiksnih ortodontskih naprava
moze biti sloZzen, omogucujuci stvaranje i1 nakupljanje plaka [28], Sto rezultira pove¢anjem
ucestalosti 1 ozbiljnosti lezija bijele mrlje povezane s ortodontskim lijeCenjem [29]. Tipi¢na
mjesta zadrzavanja plaka su oko Zica u obliku luka, bravica (sa Zicama u obliku luka uklju¢enim
u utore bravice, povezujuci sve bravice i cjevcice) 1 gingive. Vrijednost pH plaka ostaje niska
(4,8 ili niza) sve dok je biofilm neporemecen. Protok i pH sline variraju tijekom dana, a kod
bolesnika s povecanim brojem bakterija S. mutans ¢es¢e se javljaju razdoblja snizenog pH sline
zbog bakterijske proizvodnje kiseline [30]. Nadalje, u takvih bolesnika razdoblja snizenog pH
su duZa, odnosno izmedu obroka i tijekom sna [31]. Stoga pH sline naj¢eSc¢e varira u rasponu
od niske razine pH zubnog plaka do gotovo neutralnog pH. PovrSinski oksidni premaz na NiTi
zicama uglavnom se sastoji od titanij-dioksida (Ti0>) koji je stabilan u slini (blizu) neutralnog
pH, sprjecavaju¢i otpusStanje alergena nikla u usnu Supljinu. U snizenom pH sline, TiO:
pokazuje znakove otapanja; ipak, otpustanje nikla ostaje ispod praga alergenosti [32]. Premazi
od titanijevog nitrida (TiN) na NiTi zicama uvedeni su kako bi se povecala antikorozivna
svojstva uobicajenih nepresvucenih NiTi Zica [33]. PoboljSanje otpornosti na koroziju

primijeceno je u kratkotrajnim testovima uranjanja, ali u produljenom i1 ponovljenom kontaktu



s fluoriranim sredstvima TiN premaz se otapa i1 pretvara u TiO», takoder pokazujuci korozivno
ponasanje [33-35]. U novije vrijeme uveden je bjelkasti premaz od rodija (mjeSavina
plemenitih metala rodija i zlata) na NiTi zice (NiTi-p). Osim $to $titi od oslobadanja nikla,

djeluje kao visokoestetsko rjesenje [36].

S druge strane, mehanicka svojstva, koja utjecu na mogucnost oblikovanja, otpornost i
popustljivost, vazna su u opisivanju radnih svojstava zica. Ako su korozijski procesi
progresivni, promjene mehanickih svojstava bit ¢e izrazenije [35]. Za klinicki rad vazno je znati
Sto ocekivati od odredenih vrsta zica, biti svjestan mogucih problema tijekom izlaganja
razli¢itim intraoralnim stanjima [37], 1 procijeniti znacaj nalaza za rizike za ljudsko zdravlje.
Zbog estetskih, no 1 funkcijskih razloga, NiTi zice se u posljednje vrijeme modificiraju raznim
prevlakama. Procesom rodiniranja ili nitriranja postizu se bolja estetska svojstva, gdje povrsina
zice ima prevlaku rodija i zlata u debljini od 0,5 um. Samim se postupkom poboljsavaju

mehanicka svojstva, povecava ¢vrstoca, tvrdoca i otpornost na koroziju [27].

Nikal koji se oslobada iz dentalnih slitina moze u odredenim slucajevima izazvati alergijsku
reakciju, no nije jasno moze li izazvati i preosjetljivost [38—41]. Schmalz 1 Garhammer [42]
smatraju da bi relativno visoka ucestalost alergije na nikal trebala biti poticaj za zamjenu
lijevanih slitina na bazi nikla dostupnom prikladnom alternativnom slitinom. Prethodna
istrazivanja pokazala su da neki od novih proizvoda na trziStu ne smanjuju povrSinsku ili opéu
koroziju, ve¢ je povecavaju [43]. Takoder, u porastu je prevalencija oralnih alergija na metale
koji ulaze u sastav raznih dentalnih materijala (od zubnih i ispuna korijenskih kanala, do
ortodontskih aparata 1 protetskih krunica, proteza i implantata) [44]. Opisane su preosjetljivost,
alergijske reakcije 1 simptomi bolesti, odrazavaju¢i sloZene interakcije izmedu razli¢itih
komponenti dentalnih materijala, koje su nastale kao posljedica unosa nanocestica,
elektromagnetskog zracenja, galvanske korozije 1 pojedinih genetskih individualnih ¢imbenika
[43, 45]. Primjerice, trenutna uredba Europskog vije¢a zabranjuje koriStenje dentalnog
amalgama za lijeCenje zubi kod djece mlade od 15 godina, trudnica 1 dojilja [46]. Nadalje,
zakonodavni okvir Europske unije (EU) bavi se pitanjima korozije metalnih slitina,
zahtijevaju¢i ogranicenje uporabe vjerojatno kancerogenih, mutagenih i toksi¢nih za
reprodukciju kod ljudi (engl. cancerogenic, mutagenic, reprotoxic, CMR) metala, poput nikla,
kobalta 1 kroma, 1 zahtijeva razvoj novih biomaterijala [47]. Dosadasnja saznanja potvrduju
potrebu za neovisnim ispitivanjem novih materijala na trzistu, kao i opravdanost koristenja
jedne ili druge inacice ponudenih stomatoloskih materijala u klinickom radu, koji doprinose

rastu¢im troSkovima lijecenja prilikom koristenja skupljih inacica [48, 49].
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Promatranje svojstava hrapavosti povrsine ortodontskih zica vazno je za odredivanje upotrebe
pojedinih vrsta zZica u klinickom radu. PovrSinske nepravilnosti olakSavaju nakupljanje plaka,
smanjuju estetski izgled Zice i poti¢u procese korozije. Nadalje, povrSinska tekstura i sastav
odreduju trenje u utorima [28, 33, 35]. Mikroskopija atomskih sila (AFM) je neinvazivna
metoda za kvantitativnu 1 kvalitativnu analizu hrapavosti povrSine koja omogucuje
trodimenzionalni uvid u mikromorfologiju zica. Geometrija stvarne povrSine toliko je
komplicirana da konacan broj parametara ne moze pruZiti potpuni opis. S povecanim brojem
parametara moguce je dobiti tocniji opis. Parametri hrapavosti mogu se izracunati ili u
dvodimenzionalnom (jedna linija) ili u trodimenzionalnom (za podruc¢je povrsSine) obliku.
Prethodno je istrazivanje pokazalo da su i NiTi i NiTi-p imali poveéane parametre hrapavosti
povrsine nakon klinicke uporabe. U usporedbi s NiTi zicama, NiTi-p je pokazala povecane
parametre hrapavosti povrSine ¢ak i u intaktnom stanju [35, 36]. Usporedbom topografije
povrsine zica u obliku luka od nehrdajuéeg celika 1 NiTi, primije¢eno je povecanje hrapavosti

za zice u obliku luka NiTi, ¢ak razli¢ito kod zica razli¢itih proizvodaca [50-52].

Oblaganje ortodontskih Zica provodi se radi utjecaja na njihove povrsSinske karakteristike, a
time 1 na svojstva zica, izmedu ostalog na hrapavost povrsine [35, 53, 54], debljinu [36],
mehanicka i frikcijska svojstva [35, 36, 54—60], korozivnost [56], bakterijsku adheziju [53, 61]
1 stabilnost premaza [55, 62]. Za poboljSanje svojstava povrsine koriStene su razlicite tehnike
premazivanja i obrade materijala. Pritom, nove inacice TMA su joS uvijek hrapavije povrsSine,
u usporedbi s plemenitim ¢elikom [63]. Novomodificirane vrste NiTi su pokazale bolja radna

svojstva uslijed manje hrapave povrsine, u usporedbi s TMA, a slicno SS Zicama [64].

Komercijalno dostupne Zice s estetskim premazom polimera uglavnom sadrze teflon ili
epoksidnu smolu pripremljenu zraénim rasprSivanjem ili elektrostatskom tehnikom [36, 64—
67], dok debljina premaza obicno doseZe ~ 50 um, $to mijenja mehanicka svojstva estetske Zice
u obliku luka zbog smanjenih dimenzija slitina [36, 67]. StoviSe, zabiljezene su i estetski
presvucene zice u obliku luka presvuc¢ene metalnom rodijskom oplatom niske refleksije [65,
68] 1 anorganskim tvrdim krom karbidom [68]. Topografija povrSine ortodontskih Zica utjece
na njihova mehanicka svojstva, estetski izgled, korozijsko ponasanje 1 biokompatibilnost [69—
71], zbog Cega su potrebna istrazivanja promjene povrSine nakon izlaganja uvjetima sli¢nima

onim u usnoj Supljini.



1.2. Korozija

Korozija je elektrokemijski proces i ovisi o sposobnosti provodenja elektri¢ne struje, pomocu
slobodnih elektrona u metalima ili preko iona u otopini. Korozija i njen utjecaj na trajnost i
izgled dentalnih materijala glavni su nacini na koje elektrokemija utje¢e na oralnu dobrobit,
dok oni pak, s druge strane, mogu biti toksi¢ni i uzrokovati alergijski odgovor na metalne ione
koji se oslobadaju korozijom i utjeCu na obliznja tkiva i ostale organe [4]. Korozija se smatra
najvaznijim ¢imbenikom u odabiru metalnih dentalnih materijala, stoga zasluzuje poseban
naglasak i mora se vrednovati u oralnom okruzenju koje se stalno mijenja. Iako slitine imaju
oksidni sloj koji ih €ini otpornima na koroziju, ovi biokompatibilni metalni materijali imaju
tendenciju lokalnog korodiranja u promjenjivim uvjetima u oralnom mediju i s vremenom se
razgraduju, oslobadaju¢i metalne ione u usnu Supljinu [38, 39] i na taj nacin doprinose opcoj
toksic¢nosti. Takoder, zbog Cestih mehanickih opterec¢enja, novog nacina proizvodnje ili novog
kemijskog sastava proizvoda, zastitni se oksidni sloj neprestano narusava, uzrokujuéi trosenje
i trajnu elektrokemijsku koroziju [1, 32-40]. Nadalje, slina promjenjivog pH, produkti
bakterijskog biofilma ili refluks Zelucane kiseline, ali 1 Zvacne 1 ortodontske sile te sredstva za
odrZavanje oralne higijene utjeu na strukturnu i kemijsku stabilnost dentalnih materijala [43—

45].

Proces degradacije dentalnih metalnih slitina predmet je in vitro istrazivanja u kojima se
analiziraju razli€iti parametri 1 njihovi mogu¢i sinergijski ucinci, jer se cjelovita simulacija

uvjeta unutar usne Supljine tesko postize zbog slozenih intraoralnih procesa [46, 47].

Vecina fiksnih ortodontskih naprava izradena je od metalnih slitina; medu naj¢escée koristenim
materijalima su slitine nehrdajuceg celika (SS), kobalt-kroma (CoCr), nikal-titanija (NiT1) 1
titanij-molibdena (TMA) [2, 16, 48]. Istovremeno se za svaku od ovih skupina materijala na

trziStu nude inacice, koje se reklamiraju kao hipoalergene, ali cjenovno nepovoljnije.

Velik broj istraZivanja provedenih na alergijskim koznim testovima ukazuje na dokaze vezane
za alergiju na dentalne slitine, a metal koji pritom ima vodecu ulogu je nikal [16, 38]. Osim
nikla, ostale slitine koje se koriste u dentalnoj medicini sadrze i druge potencijalno otrovne
metale kao §to su kobalt 1 krom. Otpustanje metalnih iona rezultat je galvanske reakcije izmedu
sline 1 metala, gdje dolazi do elektrokemijske reakcije 1 pojava korozije. Nikal osloboden iz
dentalnih slitina moze u odredenim slucajevima izazvati alergijsku reakciju, medutim nije jasno

moze li izazvati 1 preosjetljivost. Dosada$nja su istraZivanja pokazala da neki noviji proizvodi



na trziStu ne pokazuju karakteristike smanjivanja povrsinske i opc¢e korozije, kod nekih je ona
cak povecéana [1, 32—44], sto potvrduje potrebu neovisnog testiranja novih materijala na trzisStu
i provjeru opravdanosti koriStenja razlicitih inacica ponudenih dentalnih materijala u klinickom
radu. Neselektivno prihvacanje novih proizvoda, bez provjera, moze neopravdano i nepotrebno

povecati troskove terapije.

1.3. Oksidativni stres

Metalni ioni (npr. Fe, Cr, Ni, Co, Ti i Mo ioni), koji se otpustaju iz korodiranih dentalnih
materijala, prijelazni su metali, sposobni producirati reaktivne kisikove vrste i uzrokovati
oksidativni stres. Oksidativni se stres razlikuje od ostalih vrsta stresova, jer njegovi primarni
okidaci (reaktivni kisikovi spojevi — singletni kisik (O¢), superoksidni anion (O»*"), vodikov
peroksid (H20>) i hidroksilni radikal (OHe)) mogu nastati u povecanim koli¢inama i tijekom
uobicajenih metabolickih procesa [74]. Analiziranje sastava i potencijalnih Stetnih u€inaka ovih
slitina na poticanje oksidativnog stresa presudno je za osiguravanje njihove sigurnosti i
ucinkovitosti u klinickim primjenama. OtpusStanje metalnih iona iz slitina doista moze
doprinijeti oksidativnom stresu u okolnim tkivima stvaranjem reaktivnih kisikovih spojeva
(engl. reactive oxygen species, ROS). Ovaj proces kljucan je za biokompatibilnost i sigurnost

metalnih naprava koje se koriste u klini¢kim primjenama u dentalnoj medicini [75].

Reaktivni kisikovi spojevi (ROS) proizvode se razli¢itim mehanizmima u bioloSkim sustavima,
ukljucujuéi stani¢nu respiraciju, enzimske reakcije 1 ¢imbenike okoliSa. Zanimljivo, dok se
ROS ¢esto povezuju sa Stetnim ucincima na stanice i tkiva, nedavne studije otkrile su njihovu
kljuénu ulogu u stani¢noj signalizaciji 1 homeostazi tkiva. Usto, stvaranje ROS-a nije
ograni¢eno na bioloske sustave; takoder se moZe pojaviti u kontekstu okoliSa. Naprimjer, plimni
izvor ROS-a identificiran je u obalnim tlima, gdje izmjeni¢ni oksi¢no-anoksi¢ni uvjeti pokrec¢u
proizvodnju OHe, O*” 1 H2O». Stvaranje ROS-a, posebice Oz+", HoO> 1 OHe, slozen je proces
koji se odvija u razli¢itim bioloskim i1 okoliSnim sustavima. Iako ove vrste mogu uzrokovati
oksidativni stres i oSte¢enja, one takoder igraju bitnu ulogu u stani¢cnom funkcioniranju i
procesima u okoliSu. Razumijevanje mehanizama stvaranja ROS-a 1 njihovih razli¢itih utjecaja
presudno je za unapredenje naSeg znanja u podru¢jima od stani¢ne biologije do znanosti o

okolisu [76-79].



Pretjerana proizvodnja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) doista moze nadjacati tjelesnu
antioksidacijsku obranu, $to dovodi do oksidativnog stresa. Bioloski odgovor i sposobnost
organizma da neutralizira reaktivne kisikove vrste (ROS) i popravi oksidacijska ostecenja igra
kljucnu ulogu u odredivanju utjecaja oksidativnog stresa izazvanog metalima. Oksidativni stres
nastaje kada postoji neravnoteza izmedu proizvodnje ROS-a i tjelesnih antioksidativnih
obrambenih mehanizama. Metali mogu pogorsati ovu neravnotezu poveéanjem stvaranja ROS-
a, nadjacavanjem antioksidansa i ometanjem obrambenih putova [80, 81]. Ovo naglasava
slozenu ulogu ROS-a u stanicnim procesima. Usto, stvaranje ROS-a ima vaznu zastitnu i
funkcionalnu ulogu u imunoloskom sustavu pokazujuéi da nije sva proizvodnja ROS-a Stetna.
Odrzavanje ravnoteze izmedu proizvodnje ROS-a i antioksidativne obrane klju¢no je za
zdravlje stanica. Kada se ta ravnoteza poremeti, dolazi do oksidativnog stresa uzrokovanog
prekomjernom proizvodnjom reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) 1 slobodnih radikala, pri ¢emu
on doista moze dovesti do znacajnog oSte¢enja stani¢nih komponenti, ukljucujuéi lipide,
proteine i DNK, §to moze pridonijeti razvoju neurodegenerativnih bolesti, raka i poremecaja
povezanih s upalom [82, 83]. Ovo oste¢enje moze rezultirati aktivacijom visestrukih signalnih
putova, faktora rasta, faktora transkripcije i1 upalnih molekula, §to potencijalno dovodi do

disfunkcije tkiva i1 raznih kronic¢nih bolesti [85].

Medutim, odnos izmedu oksidativnog stresa i stani¢ne funkcije sloZen je, sa Stetnim 1
potencijalno korisnim ucincima ovisno o razini i kontekstu oksidativnih modifikacija.
Razumijevanje ovih mehanizama kljucno je za razvoj ciljanih intervencija za ublazavanje
Stetnih ucinaka oksidativnog stresa i1 odrzavanje stani¢ne homeostaze. [86] Sastav slitine i
razumijevanje specificnih metala prisutnih u njoj doista je klju¢no za predvidanje njezina
potencijala za induciranje oksidativnog stresa, budu¢i da razli€iti metali pokazuju razlicite
kapacitete za stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) 1 pokrecu reakcije na oksidativni stres.
Razni metali, esencijalni i neesencijalni, mogu pridonijeti oksidativnom stresu putem razlicitih
mehanizama. Naprimjer, pokazalo se da bakar i natrijev arsenit stimuliraju transkripcijsku
aktivnost ovisnu o nuklearnom eritroidnom faktoru 2 (Nrf2) u vise stani¢nih linija, Sto ukazuje
na njihov potencijal za induciranje oksidativnog stresa, dok su drugi metali poput kobalta, zlata,
zeljeza, olova, Zive, srebra 1 cinka takoder pokazali moc¢ aktiviranja Nrf2 u najmanje tri testirane
stani¢ne linije [87]. Osim toga, metali poput arsena, kadmija, kroma i nikla klasificirani su kao
karcinogena grupa 1 i otkriveno je da izazivaju oksidativni stres, oSte¢enje DNK 1 procese
stanicne smrti [88]. Sposobnost metala da stimuliraju reakcije na oksidativni stres moze

znacajno varirati ovisno o tipu stanice i specificnom metalu koji je ukljucen. Naprimjer,



utvrdeno je da se apsolutna veli¢ina aktivacije Nrf2 i relativna snaga razli¢itih metala razlikuju
izmedu stani¢nih linija, naglaSavaju¢i slozenost oksidativnog stresa izazvanog metalima [87].
Nadalje, dok signalizacija Nrf2 moze posluziti kao zastitni mehanizam protiv toksi¢nosti
izazvane metalima, produljena izloZzenost i kontinuirana aktivacija takoder mogu pridonijeti

karcinogenezi izazvanoj metalima [89].

Povrsinske karakteristike slitine, poput hrapavosti 1 prevlake, mogu utjecati na oslobadanje
metalnih iona i kasnije stvaranje ROS-a. Oslobadanje metalnih iona iz implantiranih metalnih
materijala i kasnije stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) doista su pod utjecajem
karakteristika povrSine poput hrapavosti i prevlaka. PovrSinski oksidni filmovi na metalnim
materijalima igraju kljucnu ulogu u inhibiciji otpustanja iona, iako se ti filmovi mogu mijenjati
tijekom vremena in vivo, no prisutnost prevlake moze znacajno utjecati na procese razgradnje i

otpustanja iona metalnih materijala [90].

Sposobnost suocavanja s oksidativnim stresom varira tijekom zivota organizma, od ranog
razvoja do odrasle dobi, a pod utjecajem je uvjeta okoline i nadina zivota. Ova varijabilnost
antioksidativne obrane i sposobnosti popravka moze dovesti do razli¢itih ishoda kao odgovor
na oksidativni stres izazvan metalima. Naprimjer, i antioksidativha obrana i sposobnost
popravka oksidativnog oSte¢enja imaju tendenciju opadanja s godinama, pridonoseéi povecanoj
ranjivosti na oksidativni stres kod starijih organizama. Utjecaj oksidativnog stresa izazvanog
metalima nije ujednac¢en medu pojedincima ili populacijama. Sposobnost tijela da neutralizira
ROS i popravi oksidacijska oStecenja je dinamicna, pod utjecajem ¢imbenika kao $to su dob,
uvjeti okoliSa 1 genetske varijacije. Ova varijabilnost naglasava vaznost razmatranja razlika na
razini pojedinaca i populacije kada se procjenjuju ucinci oksidativnog stresa izazvanog

metalima kod ljudi i divljih Zivotinja [91].

Metalni ioni oslobodeni iz ortodontskih slitina doista mogu dovesti do oksidativnog stresa u
bioloSkim sustavima, $to je dokazano u nekoliko studija. Simulirani sastavi ortodontske slitine
koji sadrze ione Fe, Ni, Cr, Co, Ti1 Mo pokazali su se citotoksi¢nim u visokim koncentracijama
(1000 uM) 1 induciraju stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta u stanicama kvasca [92]. Slicno
tome, znacajno povecanje koncentracije Ni u slini i Ti u mokra¢i primijeceno je kod pacijenata
3 — 6 mjeseci nakon postavljanja ortodontskog aparata [93]. Zanimljiva je ¢injenica da stani¢ni
odgovori na ove metalne ione variraju. Dok su Ti, Zr, Hf, Nb, Ta, Cr, Ru i Si pokazali izvrsnu
stani¢nu proliferaciju, elementi poput V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu i Zn pokazali su jaku citotoksi¢nost

prema stanicama sli¢nim osteoblastima [94]. Dodatno, otkriveno je da ioni Co*" induciraju
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oksidativni stres 1 mitohondrijsku disfunkciju u makrofagima, potencijalno pridonoseci

upalnim odgovorima u periprostetskim tkivima [95].

U pokusaju smanjivanja utjecaja otpustenih iona na stani¢ne procese predloZena je uporaba
antioksidansa tijekom ortodontskog lijeenja, kako bi pomogla u ublazavanju potencijalnih

negativnih u¢inaka oksidativnog stresa izazvanog metalnim ionima [96].

Postoje ograni¢eni podaci o specificnim kombinacijama ovih metalnih iona 1 njihovom
zajednickom utjecaju na oksidativni stres. Interakcija izmedu metalnih iona i oksidativnog
stresa je sloZena, s razli¢itim metalima koji razli¢ito doprinose stani¢nom redoks statusu. lako
su pojedinacni metalni ioni opsezno proucavani, njihove specificne kombinacije i zajednicki
utjecaj na oksidativni stres nisu u tolikoj mjeri, nudeci ograni¢ene podatke. Metalni ioni poput
kobalta, kroma, bakra 1 Zeljeza mogu povecati proizvodnju reaktivnih kisikovih vrsta (ROS),
Sto dovodi do oksidativnog stresa [97]. Medutim, u¢inci mogu varirati ovisno o specificnom
metalu i njegovoj koncentraciji. Naprimjer, studija o implantatima kuka metal na metal otkrila
je da poveéane razine iona kobalta i kroma nisu bile povezane sa znaCajnim oSteenjem
oksidativnim stresom u plazmi pacijenata. To je u suprotnosti s op¢im shva¢anjem da ovi metali
izazivaju oksidativni stres, naglasavaju¢i slozenost interakcija metalnih iona u bioloskim

sustavima. [98]

Mikroorganizmi su pogodni za proucavanje oksidativnog stresa na biokemijskom,
molekularnom 1 staniénom nivou jer je priroda stresnih ¢cimbenika, kao 1 oksidativnim stresom
uzrokovana Steta na nukleinskim kiselinama, proteinima i lipidima jako sli¢na u svim tipovima
organizama [74]. Njihova prikladnost proizlazi iz nekoliko kljuénih ¢imbenika, od kojih je
jedan od najvaznijih genetska manipulacija, jer se mnogi mikroorganizmi lako genetski
manipuliraju, olakSavaju¢i prou€avanje specificnih gena 1 putova ukljuenih u reakcije na
oksidativni stres. Genetska manipulacija mikroorganizama doista se pokazala vrijednim alatom
za proucavanje reakcija na oksidativni stres i povezanih putova. Posebno se Saccharomyces
cerevisiae pokazao kao optimalan modelni organizam za takve studije zbog svoje genetske
sposobnosti 1 visokog stupnja homologije s ljudskim genomom. Ovaj model kvasca omogucuje
jednostavne genetske manipulacije, olakSavajuéi istrazivanje visSestrukih procesa povezanih s
oksidativnim stresom [99]. Mikroorganizmi takoder pokazuju usporedive stani¢ne odgovore na
oksidativni stres kao viSi organizmi, ukljucujuéi proizvodnju antioksidansa i mehanizme
popravka DNA (engl. deoxyribonucleic acid). Uz to $to mikroorganizmi dijele slicne reakcije

na oksidativni stres kao 1 viSi organizmi, oni takoder nude jedinstvene prednosti kao izvori
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antioksidansa. Antioksidansi temeljeni na mikrobima su netoksi¢ni, nekancerogeni i
biorazgradivi u usporedbi sa sintetiCkim alternativama i mogu se brzo proizvesti u
kontroliranim uvjetima. To ih ¢ini potencijalno vrijednima za razli¢ite primjene, ukljucujuci

ljudsko zdravlje i industrijsku uporabu [100].

1.4. Kvasac Saccharomyces cerevisiae

Kvasac Saccharomyces cerevisiae posjeduje efikasne mehanizme za uklanjanje toksi¢nosti
raznovrsnih metala i moze prezivjeti razliCite stresne uvjete, Sto ga ¢ini idealnim modelnim
organizmom za prouc¢avanje mehanizama odgovora na stres izazvan metalima. Izlaganje kvasca
S. cerevisiae ionima metala (kao Sto su Fe 1 Ni) dovodi do stvaranja slobodnih radikala i
izazivanja oksidativnog stresa. Kvasac na oksidativni stres reagira, kod manjih koncentracija
ROS-a adaptacijski, kod veéih ukljuc¢ivanjem raznih antioksidacijskih mehanizama, dok kod
jako velikih koncentracija dolazi do apoptoze ili nekroze [101]. Zbog svoje snazne sposobnosti
detoksikacije razlicitih metala i podnoSenja razli€itih stresnih uvjeta sluzi kao izvrstan modelni
organizam za istrazivanje mehanizama odgovora na stres izazvan metalima. S. cerevisiae
znacajno je pridonio razumijevanju temeljnih procesa kao npr. razvrstavanje proteina u vakuoli,
funkcija mitohondrija i putovi odgovora na oste¢enje DNK [102]. Kada je izloZzen metalnim
ionima poput zeljeza (Fe) i nikla (Ni), S. cerevisiae dozivljava stvaranje slobodnih radikala, Sto
dovodi do oksidativnog stresa. loni metala poput Zeljeza (Fe) 1 nikla (Ni) doista mogu izazvati
oksidativni stres kod Saccharomyces cerevisiae stvaranjem slobodnih radikala. U studiji koja
simulira sastave ortodontske slitine, divlji tip S. cerevisiae i dva mutanta (ASod1 1 ACttl) bili
su izlozeni metalnim smjesama koje su sadrzavale ione Fe, Ni, Cr, Co, Ti 1 Mo [92]. Rezultati
su pokazali da su pri visokim koncentracijama (1000 uM) ove mjeSavine metala bile
citotoksi¢ne 1 inducirale stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i oksidativno oStecenje
stanica kvasca. Zanimljiva je ¢injenica da se, iako Fe 1 Ni mogu doprinijeti oksidativnom stresu,
njihovi mehanizmi djelovanja razlikuju. Zeljezo, kao redoks-aktivan metal, moZe izravno
sudjelovati u redoks reakcijama, stvarajuci superoksidne anionske radikale i1 druge ROS. Nikal
se, s druge strane, smatra neredoks metalom ili metalom sa slabim redoks potencijalom, ali
moze izazvati oksidativni stres iscrpljivanjem glutationa i vezanjem na sulthidrilne skupine
proteina. [103]. Cini se da ozbiljnost oksidativnog stresa ovisi o koncentraciji, pri ¢emu veée

koncentracije iona metala uzrokuju znacajnija ostecenja [92].
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Jedna od glavnih molekula antioksidansa u stanicama S. cerevisiae je glutation (GSH), koji
neutralizira mnoge metale 1 metaloide [104]. Tim reakcijama dolazi do smanjenja citosolnog
GSH, a posljedi¢no i do narusavanja aktivnosti enzima ovisnih o GSH, kao S$to su glutation

peroksidaze, glutation S-transferaze i1 glutaredoksini.

Velike koncentracije ROS-a mogu aktivirati razli¢ite antioksidativne mehanizme kao $to su
enzimski antioksidansi, ukljucujué¢i superoksid dismutazu (SOD), katalazu (CAT) i glutation
peroksidazu (GPx), koji igraju klju¢nu ulogu u zastiti stanica od oksidativnog stresa. Ovi enzimi
rade zajedno kako bi neutralizirali Stetne reaktivne kisikove vrste (ROS) i odrzali stani¢nu
redoks ravnotezu [105]. Katalaza, superoksid dismutaza 1 i 2 (SODI1 1 SOD2) i glutation
sintetaza igraju klju¢nu ulogu u zastiti stanica od oksidativnog stresa. Ovi su enzimi dio
stani¢nog antioksidativnhog obrambenog sustava, neutralizirajuéi zajedno reaktivne kisikove
vrste (ROS) 1 odrzavajuéi stanicnu redoks ravnotezu. Katalaza se primarno nalazi u
peroksisomima i njena je uloga katalizirati razgradnju vodikovog peroksida (H202) u vodu i
kisik, Stite¢i na taj nacin stanice od Stetnih ucinaka visokih koncentracija H2O». Ekspresija
katalaze se moze pojacati kao odgovor na izlozenost vodikovom peroksidu. Superoksid
dismutaza 1 (SOD1), kao bakar-cink superoksid dismutaza, prvenstveno citosolna, katalizira
dismutaciju superoksidnih radikala (Oz¢) u vodikov peroksid i molekularni kisik 1 igra
presudnu ulogu u zastiti stanica od oSte¢enja izazvanih superoksidom. Superoksid dismutaza 2
(SOD2), kao manganov superoksid dismutaza, smjesStena u mitohondrijima, takoder katalizira
dismutaciju superoksidnih radikala koji su osobito vaZni za zaStitu mitohondrija od
oksidativnog oStecenja kao prva linija obrane protiv mitohondrijskih ROS [106]. Glutation
sintetaza katalizira posljednji korak u biosintezi glutationa, kao klju¢ni antioksidans i
redukcijsko sredstvo u stanicama, pomazuéi u odrZzavanju stani¢nog redoks stanja i Stite¢i od
oksidativnog stresa. Neizravno podupire funkciju glutation peroksidaze, kao jos$ jednog vaznog
antioksidativnog enzima. Ovi enzimi djeluju uskladeno kako bi zastitili stanice od razli¢itih
oblika oksidativnog stresa; SOD1 i SOD2 pretvaraju superoksidne radikale u vodikov peroksid,
katalaza pretvara vodikov peroksid u vodu i kisik, a glutation, kojeg proizvodi glutation
sintetaza, djeluje kao op¢i antioksidans 1 podrzava druge antioksidativne enzime. Ekspresiju i
aktivnost ovih enzima reguliraju razli¢iti transkripcijski faktori koji reagiraju na stres,
ukljucujué¢i Yapl i Skn7 u kvascima [107]. Njihovo koordinirano djelovanje klju¢no je za

odrzavanje zdravlja stanica u uvjetima oksidativnog stresa.

Kvasci su razvili sofisticirane mehanizme za odgovor na oksidativni stres, ukljucujuéi i

enzimske 1 neenzimske antioksidativne sustave. Ovi odgovori regulirani su konzerviranim
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transkripcijskim faktorima kao Sto su Yapl 1 Skn7, koji reguliraju ekspresiju antioksidativnih
enzima SOD, katalaze i glutation peroksidaze [106, 107]. Zanimljivo je da razli¢iti oksidativni
stresori mogu izazvati razliite reakcije. Naprimjer, lijeCenje parakvatom prvenstveno povecava
ekspresiju SOD, dok vodikov peroksid pojacava ekspresiju katalaze [106]. Prilagodba na
oksidativni stres usko je povezana s redoks promjenama komponenti antioksidativne obrane

[109].

Glutation (GSH) je najzastupljeniji intracelularni tiol niske molekularne tezine u stanicama i
tkivima, koji igra kljuénu ulogu u brojnim stanicnim procesima. Djeluje kao glavni
antioksidans, reguliraju¢i funkciju proteina, sintezu DNK, ekspresiju gena, stani¢nu
proliferaciju i stani¢nu signalizaciju [110]. Zanimljivo je da stanice raka pokazuju viSe razine
glutationa kako bi se nosile s povecanim oksidativnim stresom, Sto daje prednost rastu i
otpornost na kemoterapijske agense. Medutim, smanjenje GSH kao jedinstvene terapijske
strategije bilo je uglavnom neucinkovito u usporedbi s kombinatornim pristupima [111].
Nasuprot tome, nedostatak GSH pridonosi oksidativnom stresu. Homeostaza glutationa klju¢na
je za zdravlje i funkciju stanica. Njegovu sintezu regulira aktivnost y-glutamilcistein sintetaze,
dostupnost cisteina i inhibicija GSH povratnom spregom [112]. Manipulacija stani¢nim
razinama GSH kroz razlicite strategije, poput primjene prekursora cisteina ili estera glutationa,
moZze imati terapijski potencijal za razne poremecaje. Medutim, slozena uloga glutationa u
razli¢itim stani¢nim procesima i bolesnim stanjima zahtijeva daljnja istraZivanja kako bi se

razvile u€inkovite terapijske strategije [113].

Mitohondriji su sredi$nja organela za proizvodnju ROS-a i brojnih drugih Stetnih reaktivnih
spojeva [114], 1 svaka ¢e se promjena na mitohondrijima reflektirati na rad cjelokupne stanice
[115]. Vrlo visoke koncentracije ROS-a takoder mogu izazvati programirane stani¢ne smrti
(apoptozu) ili nekrozu stanice. Indukcija apoptoze ukljucuje sloZene signalne putove, Cesto
posredovane mitohondrijima, koji djeluju kao "Cuvari" apoptoze 1 efektori stani¢ne nekroze
[118]. TeSko stani¢no oSteenje moze dovesti do nepovratne stanicne smrti kroz razlicite
mehanizme. OSte¢enje DNA, ishemijsko-reperfuzijska ozljeda 1 intracelularna ionska
deregulacija neki su od klju¢nih ¢imbenika koji mogu potaknuti ireverzibilnu stani¢nu smrt.
Kada je oste¢enje ozbiljno 1 nepopravljivo, stanice mogu dozivjeti razliite oblike regulirane
stani¢ne smrti, ukljucujuéi apoptozu, nekrozu, autofagiju, mitoticku katastrofu, piroptozu i

nekroptozu [119, 120].
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2. SVRHA ISTRAZIVANJA

U ovom su istrazivanju ispitane inaCice po dvije usporedne slitine koje se Koriste
jednakovrijedno u pojedinim fazama ortodontske terapije: 1.) nepresvucena NiTi i NiTi s
prevlakom; 2.) plemeniti Celik 1 plemeniti ¢elik bez nikla; 3.) slitina TMA 1 slitina Co-Cr. Cilj
ovog istrazivanja je utvrditi 1 usporediti otpusStanje iona standardnih dentalnih slitina i njihovih

hipoalergenih ekvivalenata.

Cilj je ispitati postoji li pozitivna korelacija izmedu stresnog odgovora kvasca na tretman

iscrpinama metalnih iona i promjena mehanickih i povrsinskih svojstava dentalnih slitina.

Specifi¢ni ciljevi: izmjeriti otpuStene ione, mehanicka svojstva (€vrsto¢a 1 Youngov modul
elasti¢nosti), povrSinska svojstva, utvrditi vrstu stresnog odgovora kvasca. Hipoteza je da ¢e
hipoalergene slitine otpustati manje metalnih iona u kiseloj i neutralnoj umjetnoj slini, u
usporedbi sa standardnim dentalnim slitinama otpustiti manje iona, manje promijeniti

mehanicka i1 povrSinska svojstva te izazvati nize razine odgovora na oksidativni stres.

Svrha je dati preporuke za klini¢ku upotrebu slitina koje su otpornije na koroziju i promjenu

mehanickih 1 povrSinskih svojstava te izazivaju manji oksidativni stres.

15



3. MATERIJALI I POSTUPCI

3.1. Materijali

3.1.1. Ortodontske zice

Testirani su komercijalno dostupni ortodontski lukovi:

1.

NiTi slitina (NiTi) (sastava Ni 50,4 %; Ti 49,6 %) — BioForce Sentalloy® (Dentsply
GAC, New York, SAD);

NiTi slitina s prevlakom od zlata i rodija (NiTi-p; RhNiTi) — High Aesthetic® (Dentsply
GAC, New York, SAD);

Slitina plemenitog celika (SS) (Cr 18 — 20 %, Ni 8 — 10,5 %, ostatak Fe) ® —
Remanium® (Dentaurum, Ispringen, Germany);

Slitina plemenitog ¢elika (SS bez Ni) (Mn 16 — 20 %, Cr 16 — 20 %, Mo 1,8 — 2.5 %,
ostatak Fe) — Noninium® (Dentaurum, Ispringen, Germany);

Slitina CoCr (CoCr) (sastav Ni 14 — 16 %, Cr 19 — 21 %, Mo 6 — 8 %, Co 38 — 42 %) —
Elgiloy® (Dentaurum, Ispringen, Germany);

Slitina TiMo (TMA) (Mo 11,5 %, Ti 78 %) — Rematitan® Special (Dentaurum,

Ispringen, Germany).

3.1.2. Mediji za eluiranje i priprema eluata

KoriStena su dva medija za eluiranje — umjetna slina 1 kvasc¢eva podloga.

Umjetna slina pripremljena je od: 1,5 g/l KCl, 1,5 g/l NaHCO3, 0,5 g/l KSCN, 0,9 g/l mlijecne

kiseline. pH-vrijednosti su prilagodene mlijecnom kiselinom oponaSaju¢i neutralnu oralnu

okolinu (pH 6,6) 1 onu kod osoba s loSom oralnom higijenom (pH 5,5) [56].

Kvai¢eva podloga je otopina glukoze (20 g/dm?), peptonske vode (20 g/dm?) i kvaicevog

ekstrakta (10 g/dm®). Takoder je pripremljena u dvije pH-vrijednosti, pH 5,5 i pH 6,6, i

korisStena za uzgoj kvasca za ispitivanje bioloskog ucinka eluiranih metalnih iona.

Sva su mjerenja provedena na 5 uzoraka (tehnickih replika) po vrsti ispitivanog ortodontskog

luka u kombinaciji s razli¢itim pH umjetne sline, prema provedenoj power analizi prethodnih

istrazivanja [45].
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Za pripremu eluata koristeno je pola ortodontskog luka (Zice) svake vrste (oko 7 cm) na koji je
dodan 1 mL pripremljenog medija po cm luka (ukupno 7 mL). Epruvete s uzorcima su
autoklavirane na 121 °C, 15 minuta, a nakon toga inkubirane na 37 °C kroz period 3, 7, 141 28
dana. Nakon svakog vremenskog perioda odvajani su eluati u kojima je mjerena koli¢ina
otpustenih metalnih iona te ortodontski lukovi koji su isprani destiliranom vodom, osuseni i

spremljeni za daljnje analize.

3.2. Metode

3.2.1. Bioloski uc¢inak

3.2.1.1. Uzgoj kvasca

U ovom istraZivanju koriSten je soj kvasca Saccharomyces cerevisae W303 (MATa his3-11,15
leu2-3,112 ura3-52 trp1-1 ade2-1), auksotrofan za histidin te zbog te mutacije ograni¢enog rasta
na podlogama s metalnim ionima. Za svaki metal treba mu odredena pH-vrijednost (optimalno

5,5 — 6,6 za ve¢inu metalnih iona) i do odredenih koncentracija [11].

U svim pokusima koriStena je kvaSceva podloga u koju su eluirani metalni ioni 28 dana (na

tresilici, na 37 °C) pri dvije pH-vrijednosti, pH 5,5 1 pH 6,6.

Scale-up sistemom pripremljene stanice kvasca S. cerevisiae rasle su 22 h (na tresilici, 200
okr/min), odnosno do postizanja rane stacionarne faze na prethodno priredenim iscrpinama
ortodontskih Zica u kvaS€evu podlogu. Obi¢na, netretirana podloga sluzila je kao kontrolni,
referentni uzorak. Vrijeme potrebno za ulazak u ranu stacionarnu fazu odredeno je
eksperimentalno, preko krivulja rasta za svaku vrstu iscrpine i obje pH-vrijednosti. Svaka je
iscrpina, zbog specificnog sastava eluiranih metalnih iona, razlicito djelovala na rast kvasca, ali
je vrijeme od 22 sata bilo dovoljno da na svim tim eksperimentalnim podlogama kvasac ude u

ranu stacionarnu fazu.

3.2.1.2. Pracenje vitalnosti kvasca
Vitalnost kvasca pracena je preko promjene broja stanica, odnosno porasta broja stanica nakon
rasta na eksperimentalnim podlogama. U svakom je uzorku izmjeren pocetni broj stanica
kvasca, uz pocetnu konc. 6 x 10° st/mL. Uzgoj kvasca na podlogama nastavlja na tresilici (200

okr/min) na 28 °C / 22 sata. Nakon pokusa, u svim uzorcima ponovno je mjeren broj stanica
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brojac¢em stanica Luna-FL™ (Logos Biosystems, Anyang-si, Juzna Koreja) te racunat porast
broja stanica u odnosu na pocetni broj. Tim se uredajem osim ukupnog broja stanica mjerila i
njihova veli¢ina te je moguce dobiti i histogram raspodjele veli¢ine poraslih stanica. Pokus je

izvoden u najmanje Cetiri bioloSke replike po svakom uzorku.

3.2.1.3. Ekspresija gena oksidativnog stresa
Analiza ekspresije glutation sintetaze 1 (GSH1), superoksid dismutaze 1 1 2 (SOD1i SOD2) te
katalaze (CTT1) provedena je na svim skupinama uzoraka. Kao referentni gen koriStena je

glikoamilaza specifi¢na za sporulaciju (SGATI).

Sam postupak ima nekoliko koraka: izolacija RNA (engl. ribonucleic acid), reverzna

transkripcija i lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu.

Izolacija RNA iz uzoraka kvasca tretiranog iscrpinama eksperimentalnih Zica izvedena je
TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Litva), prema protokolu
proizvodaca. Kvasac je pripremljen prema postupku opisanom u prethodnom poglavlju
(3.2.1.2.) uz dodatan korak prevodenja tretiranih stanica kvasca u sferoplaste. Za to je koriSten
postupak opisan u radu Canadi Juresi¢ i Blagovi¢, 2011 [122] uz koristenje zimoliaze. Reagens
TRIzol dodan je na pripremljene sferoplaste od svake vrste tretiranih stanica. Svaki je uzorak

pripreman u Cetiri bioloske replike.

Sam postupak izolacije RNA ima nekoliko koraka — talozenje RNA, ispiranje i otapanje taloga
te odredivanje Cistoce 1 mjerenje koncentracije RNA. Cistoca je odredivana omjerom A4260/280nm
1 analizom na agaroznom gelu. OneciS¢eni 1 uzorci s omjerom Az60/280nm > 1,9 su koriSteni u

daljnjem postupku reverzne transkripcije.

Reverzna transkripcija odradena je prema postupku proizvodaca koriste¢i Maxima H Minus
Reverse Transcriptase kit (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Litva). cDNA (engl.
complementary deoxyribonucleic acid) je pripremana iz RNA uzoraka zadovoljavajuce Cistoce
koristenjem Maxima H minus reverzne transkriptaze. Nakon tretmana RNazom, ukupna RNA
obrnuto je prepisana oligo(dT)is i nasumicnim heksamerima. Reakcijska smjesa ukupnog
volumena 20 pL sadrzavala je 2 pg ukupne RNA i 4 uL Master Mixa, a za uspjesnu reakciju
bilo je potrebno reakcijsku smjesu voditi kroz temperaturni rezim. Nakon pripreme smjese na
ledu, smjesa je inkubirana na 25 °C, 10 minuta, pa na 50 °C, 25 minuta, te zavr$na reakcija na
85 °C, 5 minuta. Takva, tzv. “first strand DNA” ili prva sintetizirana DNA nakon zavrSene

reakcije pohranjena je na - 20 °C. Za kontrolu reverzne transkripcije koriStene su dvije kontrole:
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no RT (engl. no reverse transcriptase), za procjenu kontaminacije uzorka genomskom DNA i

tzv. NTC (engl. no template control) kojom se provjerava Cistoca koristenih reagensa.

Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu provedena je na Applied Biosystems® 7300
Real-Time PCR (engl. Polymerase Chain Reaction) uredaju koriste¢i PowerUp SYBR Green
Master Mix (Thermo Fisher Scientific Baltics, Vilnius, Litva), prema protokolu proizvodaca.
Za svaku je reakciju korisSteno 5 ng/uL cDNA. PCR reakcijska smjesa, ukupnog volumena 20
uL, sadrzavala je 10 pL. PowerUp SYBR Green-a, 5 pL. cDNA pojedinog uzorka, 2 uL. smjese
pocetnica gena/enzima od interesa i 3 pL ddH2O (engl. double distilled H>O). Svi su uzorci
radeni u duplikatu. Uz enzime oksidativnog stresa GSH, CTT, SOD1 i SOD2 koristena je SGA1
kao endogeni kontrolni gen (detalji koriStenih pocetnica navedeni u tablici 2.). Pocetnice su

prethodno istestirane te im je odredena optimalna koncentracija.

Koristen je sljede¢i qPCR (engl. quantitative Polymerase Chain Reaction) protokol:

Tablica 1. Primijenjeni qPCR protokol

Ciklus 1 x 1 Ciklus 2 x 1 Ciklus 3 x 40

ponavljanje ponavljanje ponavljanja

Korak 1 Korak 1 Korak 1 Korak 2
Temperatura / °C | 50 °C 95 °C 95 °C 60 °C
Vrijeme 2 minute 2 minute 15 sekundi | 1 minuta
zadrzavanja / min
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Tablica 2. Karakteristike koriStenih pocCetnica gena oksidativnog stresa (sekvenca, taliste,

veli¢ina te udjel GC baza)

Gen Sekvenca pocetnica Temp. Veli¢ina %GC
(I: 0’- primer left -4’ (°O) (broj (udjel
) baza) baza)
r: 0’- primer left -4”)
GSHI1 I: TGGGCTCCAGGTCTGTCC 71 18 67
Glutation r: GCAACACCTCTTTCCTTCGG 70 20 55
sintetaza 1
SOD1 I: GCCTGTGGTGTCATTGGTCTA 71 21 52
Superoksid r: GTTCGCCCGCAATGTGATAG 70 20 55
dismutaza 1
SOD2 I: GCAGTTTGGCAGTCTGGAC 70 19 58
Superoksid r: AATTGGTTCTCTGCCTGGTG 68 20 50
dismutaza 2
CTT1 I: 69 22 45
GAGACGCTATTAAGTTTCCCGT
katalaza
r: 68 22 41
AGAACGGAATCATTAGAAGGCT
SGAI I: GAACGTTTCATTCCACTTGCA 67 21 43
Glikoamilaza r: CCATTCGCAGGGTCCACTAA 70 20 55

specificna za

sporulaciju

Na kraju SYBR-green PCR reakcije mjerena je 1 disocijacijska krivulja (krivulja taljenja). Ovom
je analizom provjerena specifi¢nost i kvaliteta amplifikacije DNA, razlikovanjem izmedu
specifi¢nih i nespecifi¢nih produkata na temelju njihovih to¢aka taljenja. Krivulja je generirana

povecanjem temperature od 55 °C do 95 °C u malim koracima 1 pradenjem intenziteta
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fluorescencije u svakom koraku. Kako se dsDNA (engl. double stranded deoxyribonucleic
acid) denaturira (topi), fluorescencija se smanjuje. Dijagram je stoga stvoren koristeci
negativhu prvu derivaciju intenziteta fluorescencije u funkciji temperature. Za svaki se
amplikon (gen od interesa) mora vidjeti jedan karakteristican oStar vrh na temperaturi taljenja

(Tt) 1 samo su rezultati takvih analiza uzeti u daljnju obradu.

Koli¢ina PCR produkta u idealnim uvjetima udvostrucit ¢e se na kraju svakog ciklusa tijekom
faze eksponencijalne amplifikacije, $to iznosi 2", gdje je n broj ciklusa. Kvantifikacija pocetnih
vrijednosti u qPCR testu temeljena je na broju ciklusa potrebnih da intenzitet fluorescencije
dosegne prag postavljen automatski ili ru¢no u logaritamskoj fazi pojacanja. Taj tzv. ciklusni
prag (Ct) je potreban za sve metode kvantifikacije. Softver koji upravlja qPCR opremom
automatski analizira i racuna Ct vrijednost, a ta je vrijednost koriStena u kvantificiranju
dobivenih eksperimentalnih podataka. KoriStena je relativna kvantifikacijska metoda prema
Livaku (224T). U toj se metodi vrijednosti gena od interesa prvo normaliziraju prema
endogenom kontrolnom genu, a onda racunaju prema referentnom (kontrolnom) uzorku

(AACT). Dobivena razlika uvrstava se u formulu 2-24¢T,

3.2.2. Mjerenja induktivno spregnutom plazmom (engl. inductively

coupled plasma, I1CP)
Otpusteni ioni metala (vrsta 1 koncentracija) odredivani su u eluatima Sest vrsta ortodontskih
Zica, sastava navedenog pod tockom 3.1.1. Eluati metalnih iona u umjetnu slinu, pri pH 5,5 1
6,6 pripremani su prema prethodnim istraZivanjima [56]. Uzorci slitine potopljeni su u 10 mL
sterilne umjetne sline (1 cm uzorka slitine / 1 mL umjetne sline) na razdoblje od 3, 7, 14 i1 28
dana, na 37 °C 1 uz umjereno tresenje na mehanickoj tresilici (100 o/min). Kao negativna

kontrola posluzili su uzorci sline bez slitina. Sastav sline je opisan pod tockom 3.1.2.

Oslobadanje iona zabiljeZeno je pomocu induktivno spregnute plazma-masene spektrometrije
(engl. inductively coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS) (Agilent Technologies 7800,
Santa Clara, SAD), svi su uzorci zakiseljeni s 1 kapi koncentrirane HNOs3, prije ubrizgavanja u
spektrometar. Kao rezultati analize dobiveni su metalni ioni ¢ija je koli¢ina izraZena masenom
koncentracijom (ug/l). U ovom radu, otpustanje metala izrazeno je u pg/cm?, kako bi se
omogucila bolja procjena aspekta biokompatibilnosti prevodenjem eksperimentalnih rezultata
u klinicke uvjete, kako su opisali Arndt i sur. [123]. Ovako prikazani podaci omogucuju

izraCunavanje prosjecnog dnevnog ispustanja za npr. dvije Zice (za gornji i donji zubni niz,
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ukupne duzine 28 cm), ocekivanog u klinickim uvjetima, za osobe dobre (pH 6,6) ili loSe oralne

higijene (pH 5,5); ili u bilo kojoj drugoj klinickoj situaciji u vezi s vrstom i dimenzijama Zica.

3.2.3. Mjerenje mehanickih svojstava nanoindenterom
Nakon zavrSetka eksperimenta s otpuStanjem iona iz umjetne sline, po 3 uzorka svake vrste zice

11z oba pH sline su saCuvani za provodenje mehanickih testiranja.

Mjerenja tvrdo¢e nanoindentiranja (Hit) i Youngovog modula (Eir) provedena su Keysight
G200 Nanoindenterom (rezolucija sile: 50 nN, rezolucija utiskivanja: 0,01 nm) prema standardu
ISO (engl. International Organization for Standardization) 14577; koriSten je Berkovich vrh
od 20 nm. Mjerenja su provedena utiskivanjem u uzorku 4 x 4 toc¢ke s vrSnim optere¢enjem
vr$nom silom od 100 mN (dubina utiskivanja od ~ 2 um). Vrijeme ucitavanja bilo je 10 s, nakon

cega je uslijedilo vr$no vrijeme zadrzavanja od 1 s i dopustene stope pomaka od 0,2 nm/s.

3.2.4. Analiza povrsine mikroskopom atomskih sila (engl. atomic force

microscopy, AFM)
Nakon zavrsetka eksperimenta s otpuStanjem iona iz umjetne sline, po 1 uzorak svake vrste Zice

11z oba pH sline su sa¢uvani za provodenje mehanickih testiranja.

Mikroskop atomskih sila (AFM) koriSten je za opisivanje povrSinske morfologije uzoraka i
mjerenje aritmeticke srednje hrapavosti povrSine Ra, srednje kvadratne (RMS) hrapavosti Rq i
maksimalne visine neravnina R,. AFM mjerenja u kontaktnom nacinu provedena su koriStenjem
Nanosurf Easyscan 2 Controller Atomic Force Microscopy (AFM), Liestal, Switzerland.
Mjerenja na povrSinama od 30 pum X 30 um kontrolirana su putem softvera NanoScope
instrumenta; ovaj je softver takoder koriSten za izravnavanje mjernih podataka, filtriraju¢i nagib
sonde u odnosu na povrSinu uzorka. KoriStene su sonde visoke razlu€ivosti SNL-10 (AFM,
Liestal, Switzerland) s radijusom vrha Si od 2 nm, montirane na trokutastu konzolu Si3N4

debljine 0,6 um (s kruto$¢u na savijanje od 0,12 N/m).

3.2.5. Analiza povrsine skeniraju¢im elektronskim mikroskopom /
energijskom disperzivnom rendgenskom spektroskopijom (engl.
scanning electron microscopy with energy dispersive spectroscopy,

SEM/EDX)

Povrsina svih eksperimentalnih ortodontskih Zica, nakon zavrSenog pokusa, proucavana je

pomocu skenirajuceg elektronskog mikroskopa (SEM (engl. scanning electron microscopy),
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Jeol JSM-7800F, Tokio, Japan) prikupljanjem sekundarnih elektrona s naponom ubrzanja
elektronskog snopa od 10 kV i radnom udaljenosti od 10 mm. Energijska disperzivna
rendgenska (engl. energy dispersive X-ray spectroscopy, EDX) spektroskopija (X-Max 80,
Oxford Instruments, Abingdon, UK) u SEM-u koriStena je za proucavanje elementarnog
sastava reprezentativnih uzoraka s naponom ubrzanja snopa od 12 kV. Svaka je
eksperimentalna ortodontska zica mjerena na tri povrsinska mjesta, s najmanje tri dodatna EDX
spektroskopska ispitivanja. Svaki ispitivani element je standardiziran pomoc¢u standarda (za
aluminij se koristi Al,Os3, za argon Ar(V), za kalcij wollastonit, za ugljik vitamin C, za klor
NaCl, za krom Cr, za bakar Cu, za zeljezo Fe, za magnezij MgO, za mangan Mn, za nikal Ni,

za fosfor GaP, za kisik i za silicij SiO;, za kalij KBr, za rodij Rh, i za natrij albit).

3.3. Statisticka obrada podataka

Podaci su statisticki obradeni, ovisno o raspodjeli dobivenih podataka. Provjera normalnosti
distribucije 1 homogenosti varijance unutar skupina provedena je pomoc¢u Skewnessa, Kurtosisa
1 Kolmogorov-Smirnovljevog testa. Za podatke koji slijede normalnu distribuciju koriSteni su
parametrijski testovi, analiza varijance (ANOVA) i Turkey's post-hoc test. Za podatke koji ne
slijede normalnu distribuciju koristeni su neparametrijski testovi, Kruskal-Wallis test 1 Mann-
Whitney test. Za procjenu povezanosti koriStena je Pearsonova ili Spearmanova korelacija,

ovisno o distribuciji podataka. Vrijednosti p < 0,05 smatrane su statisti¢ki znac¢ajnim.

Za rezultate ICP u umjetnoj slini kao temeljna analiza koriStena je mjeSovita analiza varijance,
tj. analiza varijance gdje je kao faktor unutar entiteta (withinsubjects) koriSteno vrijeme, a kao

faktori izmedu entiteta (betweensubjects) koristeni su vrsta zice i pH.

Analize su radene zasebno za svaku vrstu iona, a u usporedbama su komparirani parovi Zica

NiTi 1 NiTi-p, SS 1 SS bez nikla te CoCr i TMA.

Sve obrade podataka napravljene su koriStenjem programskog paketa R 4.3.1. (R Core Team,

2023) [124].

U analizama su koriSteni sljede¢i paketi: Tidyverse (Wickhametal, 2019) za manipulaciju
podataka, reflexR (Rajter, 2022) za deskriptivne analize, rstatix (Kassambara, 2023) za analize
razlika, flextable (Gohel&Skintzos, 2023) za izradu tablica te ggpubr za izradu grafickih
prikaza [126-130].
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Kao osnovni test normaliteta distribucija koriSten je Shapiro-Wilk test. U slucajevima
odstupanja od normalne distribucije izracunate su zakrivljenost (skewness) 1 spljoStenost
(kurtosis) distribucija te su za referentne vrijednosti uzete 3 za spljoStenost i 7 za zakrivljenost

prema preporukama Kline (2016, pp72) [125].

Analize podataka napravljene su koriStenjem analize varijance koja omogucuje testiranje

razlika.

Dva su temeljna razloga za koristenje ovog testa u odnosu na analizu korelacija. 1z pozicije
analiza razlika medu entitetima (betweensubjects), §to su u ovom slucaju vrsta zice i pH-
vrijednost, ANOVA daje moguénost testiranja glavnih efekata i interakcija. Iako je to u nacelu
moguce 1 koristenjem korelacijskog pristupa, rezultati su primarno ekvivalentni, ali bi prilikom
testiranja korelacijama bilo potrebno raditi stroze korekcije zbog multiplog testiranja. Drugi
razlog je testiranje efekata unutar entiteta (withinsubjects) §to su u ovom nacrtu vremenske
tocke. Analizom korelacija ovdje bismo testirali podudarnosti u variranju, ali ne i pomak u
aritmetickoj sredini. Primjerice, ako bismo testirali korelaciju Ti iona za NiTi vrstu zice uz pH
5,5 u vremenskoj tocki 3 i 7 dana, korelacija od npr. 0,600 bi nam govorila da onaj uzorak koji
je u prvom mjerenju otpustao najvise iona u tocki 3 dana otpusta najvise iona i u tocki 7 dana,

ali ne bismo imali informaciju o tome koliki je pomak u aritmetickoj sredini.

Drugim rijeima, temeljem vrste nacrta, kako se radi o kategorijalnim nezavisnim varijablama
te o mjernim zavisnim varijablama s ponovljenim mjerenjima, pristup analize varijance ima
prednost nad korelacijskim zbog informativnosti i primjerenosti u analizi ponovljenih

mjerenja.
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4. REZULTATI

4.1. Bioloski uc¢inak

4.1.1. Vijabilnost kvasca
Rezultati odredivanja povecanja broja stanica poraslih na mediju s eluiranim metalnim ionima
prikazani su sl. 1. pri a) pH 5,5 1 b) pH 6,6. Iako su rezultati statisticki ispitani, nema statisticki
znaCajnih promjena u porastu broja stanica medu uzorcima, niti se zamjecuje znacajna razlika

kod promjene pH (Kruskal-Wallis test viSestruke usporedbe).
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Slika 1. Povecanje broja stanica pri a) pH 5,5 i b) pH 6,6. Rezultati su prikazani kao aritmeticka
sredina (AS), aritmeticka sredina + standardna pogreska (AS = SP) te aritmeticka sredina i

standarno odstupanje (AS = SO).
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4.1.2. Rezultati ekspresije gena stresnog odgovora kvasca

Na sl. 2. prikazani su rezultati analize ekspresije glutation sintetaze pri a) pH 5,5, odnosno b)
pH 6,6 potaknute eluiranim metalnim ionima iz eksperimentalnih zica (NiTi, RhNiTi, ¢eli¢nih,
celicnih bez nikla, CoCr te TMA). Rezultati su izrazeni kao relativna promjena izri¢aja tog
enzima prema kontroli, izratunata AACT metodom, prema Livaku. Statisticka znaCajnost
provjerena je Kruskal-Wallis testom visestruke usporedbe (p < 0,05), a statisticki znacajna

razlika medu testiranim zicama naznac¢ena *.
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Slika 2. Relativna promjena izri¢aja glutation sintetaze (GSH) pri a) pH 5,5 1 b) pH 6,6.
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (AS), aritmetic¢ka sredina + standardna pogreska
(AS * SP) te aritmeticka sredina i standardno odstupanje (AS + SO). * Statisticki znacajna

razlika medu naznacenim uzorcima (Kruskal-Wallis test visestruke usporedbe (p < 0,05)).
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Podaci prikazani na sl. 2. ukazuju na to da razliCite vrste Zica izazivaju varijabilnu ekspresiju
GSH u zavisnosti od pH-vrijednosti. Isto tako, ista vrsta Zice pokazuje razlicite obrasce
ekspresije GSH pri razli¢itim pH uvjetima. Naprimjer, TMA Zica najviSe eksprimira GSH pri

pH 5,5, dok pri pH 6,6 pokazuje najvecu supresiju.

Titanij u kombinaciji s niklom (NiTi), pri pH 5,5 inducira ekspresiju GSH gotovo Sest puta vise
u odnosu na kontrolu, dok je pri pH 6,6 taj efekt smanjen na samo 1,8 puta veéu ekspresiju u
odnosu na kontrolu. Medutim, kada je nikal presvucen rodijem (RhNiTi), pri pH 6,6 ekspresija
GSH je vec¢a nego u kontroli, dok pri pH 5,5 dolazi do smanjenja (0,2 puta u odnosu na kontrolu,
§to je gotovo 30 puta manje u odnosu na uzorak bez rodijeve prevlake). Celi¢ne Zice pokazuju
ekspresiju GSH na nivou kontrolne grupe pri pH 5,5, dok je pri pH 6,6 ekspresija GSH znacajno
poveéana i najve¢a medu svim testiranim Zicama. Celi¢ne Zice bez nikla imaju sliénu ekspresiju
GSH kod oba pH (4,2 naprama 5,3) ukazujuc¢i da moguci uzrok povecanja ekspresije tog enzima

nije u udjelu iona Ni.

Na sl. 3. prikazani su rezultati analize ekspresije superoksid dismutaze 1 pri a) pH 5,5, odnosno
b) pH 6,6 potaknute eluiranim metalnim ionima iz eksperimentalnih zica (NiTi, RhNiTi,
celicnih, Celicnih bez nikla, CoCr te TMA). Rezultati su izrazeni kao relativna promjena izri¢aja
tog enzima prema kontroli, izra¢unata AACT metodom, prema Livaku. Statisticka zna¢ajnost
provjerena je Kruskal-Wallis testom viSestruke usporedbe (p < 0,05), a statisticki znacajna

razlika medu testiranim zicama naznacena *.
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Slika 3. Relativna promjena izricaja superoksid dismutaze 1 pri a) pH 5,5 i b) pH 6,6. Rezultati
su prikazani kao aritmetic¢ka sredina (AS), aritmeticka sredina + standardna pogreska (AS + SP)
te aritmetiCka sredina i1 standarno odstupanje (AS = SO). * Statisticki znacajna razlika medu

naznacenim uzorcima (Kruskal-Wallis test viSestruke usporedbe (p < 0,05)).
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Podaci prikazani na sl. 3. ukazuju da metalni ioni otpusteni pri pH 5,5 znacajno vise induciraju
ekspresiju SOD1 od onih pri pH 6,6. Kod oba pH, najveca je ekspresija kod celi¢ne zice bez
nikla, iako se radi o sedam puta vecoj ekspresiji tog enzima kod pH 5,5, u odnosu na pH 6,6.
Sli¢no je 1 s CoCr zicom, gdje je ukupna ekspresija niza nego kod Celi¢ne Zice bez nikla, ali je
ekspresija cak i 11 puta ve¢a kod pH 5,5 u odnosu na pH 6,6. Kod svih ostalih zica kod pH 6,6
ekspresija SODI je utiSana.

Na sl. 4. prikazani su rezultati analize ekspresije superoksid dismutaze 2 pri a) pH 5,5, odnosno
b) pH 6,6 potaknute eluiranim metalnim ionima iz eksperimentalnih zica (NiTi, RhNiTi,
celicnih, Celicnih bez nikla, CoCr te TMA). Rezultati su izrazeni kao relativna promjena izri¢aja
tog enzima prema kontroli, izracunata AACT metodom, prema Livaku. StatistiCka znacajnost
provjerena je Kruskal-Wallis testom visestruke usporedbe (p < 0,05), a statisticki znacajna

razlika medu testiranim Zicama naznac¢ena *.
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Slika 4. Relativna promjena izri¢aja superoksid dismutaze 2 pri a) pH 5,5 1 b) pH 6,6. Rezultati
su prikazani kao aritmeticka sredina (AS), aritmeticka sredina + standardna pogreska (AS + SP)
te aritmeticka sredina i standardno odstupanje (AS + SO). * Statisticki znacajna razlika medu

naznacenim uzorcima (Kruskal-Wallis test viSestruke usporedbe (p < 0,05)).
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Vrlo sli¢no kao 1 kod SOD1, i kod SOD2 metalni ioni otpusteni pri pH 5,5 izazivaju puno jaci
genski odgovor (sl. 4.). Kod svih je vrsta zica ekspresija SOD2 znacajno povecana pri pH 5,5,
s najve¢im i gotovo jednakim vrijednostima kod NiTi i CoCr zice (gotovo 27 puta viSe u odnosu
na kontrolu). Prevlaka rodija je znaCajno (visSe od 5 puta) smanjila ekspresiju tog enzima, a

sli¢no je dobiveno i za TMA u odnosu na CoCr Zicu.

Kod pH 6,6 samo je kod CoCr zice vrijednost visa od kontrole, ali je kod TMA gotovo u

potpunosti utiSana.

Na sl. 5. prikazani su rezultati analize ekspresije katalaze pri a) pH 5,5, odnosno b) pH 6,6
potaknute eluiranim metalnim ionima iz eksperimentalnih Zica (NiTi, RhNiTi, celi¢nih, ¢elicnih
bez nikla, CoCr te TMA). Rezultati su izrazeni kao relativna promjena izri¢aja tog enzima
prema kontroli, izra¢unata AACT metodom, prema Livaku. Statisticka znacajnost provjerena je
Kruskal-Wallis testom viSestruke usporedbe (p < 0,05), a statisticki znacajna razlika medu

testiranim Zicama naznacena *.
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Slika 5. Relativna promjena izri¢aja katalaze pri a) pH 5,5 1 b) pH 6,6. Rezultati su prikazani
kao aritmeticka sredina (AS), aritmeticka sredina + standardna pogreska (AS =+ SP) te
aritmetiCka sredina i1 standarno odstupanje (AS £ SO). * Statisticki znacajna razlika medu

naznacenim uzorcima (Kruskal-Wallis test viSestruke usporedbe (p < 0,05)).
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Iz podataka prikazanih sl. 5. moze se primijetiti da jedino kod ovog enzima (katalaze) ima za
veci broj eksperimentalnih zica viSe znacajnih povecanja ekspresije pri pH 6,6 (gotovo jednako
kao i pri pH 5,5, iako s razli¢itim intenzitetom ekspresije). Zanimljivo je da je rodijem
presvucena zica izazvala vecu ekspresiju CTT u odnosu na nepresvucenu inacicu. Ioni iz CoCr
su opcenito kod pH 6,6 izazvali najvecu ekspresiju tog enzima (Sest puta u odnosu na kontrolu).
Pri pH 5,5 ioni iz CoCr su jo$ i viSe eksprimirali taj enzim (12,5 puta u odnosu na kontrolu).
Najvecu ekspresiju CTT-a kod pH 5,5 izazvali su ioni iz NiTi zice (gotovo 26 puta vise u

odnosu na kontrolu).
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4.2. Mjerenja induktivno spregnutom plazmom (ICP)

4.2.1. Mjerenja induktivno spregnutom plazmom (ICP) u umjetnoj
slini

Rezultati za oslobadanje nikla prikazani su na sl. 6. 1 7. Pri nizem pH, najvise nikla je otpusteno
1z NiTi 1 CoCr, dok je pri pH 6,6, ponovno, najvise nikla otpusteno iz NiTi, dok su ostale slitine
pokazale minimalno otpustanje. Vrijedi napomenuti da je pri pH 5,5 oslobadanje iona bilo
najvece u prvoj vremenskoj tocki, a kasnije je bilo minimalno ili ispod detekcije za sve slitine,
pa je ustvari izmjerena koli€ina rezultat otpustanja upravo u prva 3 dana. Pri pH 6,6 biljezi se
pocetno povecano oslobadanje, koje se ponovno povecalo nakon 14 dana uranjanja kod NiTi.
Vise nikla oslobodeno je pri pH 6,6, vjerojatno zbog korozije pukotina uzrokovane povrsinskim
nepravilnostima. Tamo gdje nije bilo varijabilnosti izmedu vremenskih tocaka, daljnje

statisticke analize nisu mogle biti provedene za sve promatrane slitine.
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Slika 6. Otpustanje nikla iz analiziranih uzoraka pri pH 5,5.
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Slika 7. Otpustanje nikla iz analiziranih uzoraka pri pH 6,6.
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Sl. 8.1 9. prikazuju oslobadanje titanija iz promatranih slitina pri oba pH. Najvece otpustanje
zabiljezeno je za NiTi u obje pH-vrijednosti; TMA je imao drugo najvece otpustanje pri pH 5,5,
dok je pri pH 6,6 to bila slitina NiTi s premazom. Titanij je pokazao povecano otpusStanje
tijekom vremena u obje pH-vrijednosti. Analiza glavnih u¢inaka analizom varijanci za NiTi 1
slitine NiTi s premazom, u pogledu otpustanja titanija, pokazala je znacajne razlike u svim

vremenskim to¢kama i u oba pH (tablica 3. i sl. 10.).
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Slika 8. OtpuStanje titanija iz analiziranih uzoraka pri pH 5,5.
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Slika 9. Otpustanje titanija iz analiziranih uzoraka pri pH 6,6.
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Tablica 3. Analiza glavnih uinaka koriStenjem analize varijance za ponovljena mjerenja s
testiranjem ucinaka pH, vrste slitine i vremena (mjeSovita ANOVA), za titanij osloboden iz

NiTi i NiTi-p slitina

Efekt DFn' DFd? F3 p* ges’

Vrsta 1,0 16,00 703,27 0,000 0,967
pH 1,0 16,00 277,97 0,000 0,921
Vrijeme 1,5 23,93 1946,00 0,000 0,975
vrsta:pH 1,0 16,00 188,09 0,000 0,888
vrsta:vrijeme 1,5 23,93 79,59 0,000 0,619
pH:vrijeme 1,5 23,93 1,31 0,280 0,026

vrsta:pH:vrijeme 1,5 23,93 3,79 0,048 0,072

IStupnjevi slobode za broj razina; *Stupnjevi slobode za broj

mjerenja; °F omjer; *p-vrijednost; *Generalizirani eta kvadrat;
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Slika 10. Usporedba otpustanja titanija iz NiTi 1 NiTi-p pri pH 5,5 (lijevo) i pH 6,6 (desno)

pokazuje znacajne razlike za svaku vremensku to¢ku (*** p <0,001; ** p <0,01).
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Na sl. 11. 1 12. prikazano je otpustanje iona Zeljeza pri oba pH. Slitina SS je otpustila viSe
zeljeza u oba pH, usporedeno sa SS bez nikla slitinom, ali samo nakon prvih 7 dana eluiranja.
Koli¢ine otpustene pri viSem pH su tri puta vise nego pri nizem pH. Tablica 4. i sl. 13. pokazuju
da su svi glavni efekti interakcije za SS 1 SS bez nikla slitine statisticki znacajni (mjeSovita

ANOVA).
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Slika 11. Otpustanje zeljeza iz analiziranih uzoraka pri pH 5,5.
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Slika 12. Otpustanje Zeljeza iz analiziranih uzoraka pri pH 6,6.
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Tablica 4. Analiza glavnih efekata za SS 1 SS bez nikla slitine

DFd?

F3

4

5

Efekt DFn! p ges

Vrsta 1,00 16,00 116,44 0,000 0,852
pH 1,00 16,00 66,34 0,000 0,767
Vrijeme 1,04 16,72 198,19 0,000 0,720
vrsta:pH 1,00 16,00 26,27 0,000 0,566
vrsta:vrijeme 1,04 16,72 83,05 0,000 0,518
pH:vrijeme 1,04 16,72 111,83 0,000 0,592
vrsta:pH:vrijeme 1,04 16,72 66,41 0,000 0,462

IStupnjevi slobode za broj razina; “Stupnjevi slobode za broj

mjerenja; °F omjer; *p-vrijednost; *Generalizirani eta kvadrat;
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Slika 13. Usporedba Zeljeza oslobodenog iz SS 1 SS bez nikla slitina za svaku vremensku to¢ku

pri pH 5,5 (lijevo) i pH 6,6 (desno) pokazuje znacajne razlike (* p < 0,05;; ***p <0,001; ** p

<0,01).
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Sl. 14. 1 15. pokazuju otpuStanje kroma iz testiranih materijala pri pH umjetne sline 5,5 1 6,6.
Pri nizem pH, krom se otpusta u koli¢inama prema sljede¢em redoslijedu: CoCr <SS <SS bez
nikla slitine. Tablica 5. i sl. 16. pokazuju da su svi glavni efekti za SS i SS bez nikla slitine

znacajni, za vrstu slitine, pH umjetne sline 1 vrijeme uranjanja.
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Slika 14. Otpustanje kroma iz analiziranih uzoraka pri pH 5,5.
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Slika 15. Otpustanje kroma iz analiziranih uzoraka pri pH 6,6.

44



Tablica 5. Analiza glavnih efekata za SS 1 SS bez nikla slitine

DFd?

F3

4

5

Efeki DFn! p ges

Vrsta 1,00 16,00 105,94 0,000 0,864
pH 1,00 16,00 338,63 0,000 0,953
Vrijeme 1,78 28,46 10382,57 0,000 0,962
vrsta:pH 1,00 16,00 0,91 0,355 0,052
vrsta:vrijeme 1,78 28,46 783,81 0,000 0,657
pH:vrijeme 1,78 28,46 123,36 0,000 0,232
vrsta:pH:vrijeme 1,78 28,46 18,75 0,000 0,044

IStupnjevi slobode za broj razina; *Stupnjevi slobode za broj

mjerenja; °F omjer; *p-vrijednost; *Generalizirani eta kvadrat;
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Slika 16. Usporedba kroma oslobodenog iz SS 1 SS bez nikla slitina za svaku vremensku toc¢ku

pri pH 5,5 (lijevo) i pH 6,6 (desno) pokazuje znacajnu razliku (***p < 0,001).
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Sl. 17. 1 18. pokazuju otpustanje kobalta iz promatranih uzoraka pri pH 5,5 1 6,6. Kobalt se
otpusta jedino iz CoCr slitine i oko 4 puta viSe pri nizem pH umjetne sline, najvise nakon tri

dana. Daljnje statisticke usporedbe nisu moguce.
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Slika 17. Otpustanje kobalta iz analiziranih uzoraka pri pH 5,5.
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Slika 18. Otpustanje kobalta iz analiziranih uzoraka pri pH 6,6.
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S1. 19. 1 20. pokazuju otpustanje mangana iz promatranih uzoraka pri pH umjetne sline 5,5 i

6,6. Zabiljezene vrijednosti su opcenito niske, i kumulativni u€inak je slican pri oba pH, razlike

nisu statisticki znacajne.
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Slika 19. Otpustanje mangana iz analiziranih uzoraka pri pH 5,5.
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Slika 20. Otpustanje mangana iz analiziranih uzoraka pri pH 6,6.
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S1. 21.122. pokazuju otpustanje molibdena iz promatranih slitina pri pH umjetne sline 5,51 6,6.
Pri nizem pH, otpustanje je kako slijedi: TMA > CoCr > SS bez nikla slitine. Op¢enito, ukupno
otpustanje molibdena je bilo nisko. Tablica 6. i sl. 23. pokazuju da su svi glavni efekti bili

znacajni, ponajvise vrsta slitine, pH 1 vrijeme, analizom varijanci.
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Slika 21. Otpustanje molibdena iz analiziranih uzoraka pri pH 5,5.
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Slika 22. Otpustanje molibdena iz analiziranih uzoraka pri pH 6,6.
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Tablica 6. Analiza glavnih u¢inaka pomocu analize varijance za ponovljena mjerenja za
ispitivanje u¢inaka pH, vrste slitine i vriemena (mjeSovita ANOVA) za oslobodeni molibden iz

CoCr i1 TMA slitina

Efekt DFn'! DFd> F p ges’

Vrsta 1,00 16,0 448,72 0,000 0,963
pH 1,00 16,0 115,28 0,000 0,869
Vrijeme 1,07 17,2 656,49 0,000 0,760
vrsta:pH 1,00 16,0 2,30 0,149 0,117
vrsta:vrijeme 1,07 17,2 18,04 0,000 0,080
pH:vrijeme 1,07 17,2 58,63 0,000 0,221

vrsta:pH:vrijeme 1,07 17,2 2,11 0,164 0,010

IStupnjevi slobode za broj razina; “Stupnjevi slobode za broj

mjerenja; °F omjer; *p-vrijednost; *Generalizirani eta kvadrat;
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Slika 23. Usporedba molibdena oslobodenog iz CoCr 1 TMA slitina za svaku vremensku to¢ku
pri pH 5,5 (lijevo) i pH 6,6 (desno) uz pokazane razlike (n.s. (engl. not significant), nije

znacajno; ** p <0,01; *** p <0,001) u svakoj vremenskoj tocki.
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4.2.2. Mjerenja induktivno spregnutom plazmom (ICP) na kvascevoj
podlozi

Za potrebe ispitivanja bioloskog ucinka eluiranih metalnih iona 1 uzgoja kvasca, pripremani su

sli¢ni eluati na kvascevoj podlozi kao i na umjetnoj slini kao mediju. U pokusima su koriStene

iste vrste zica i koli¢ina medija te isti eksperimentalni uvjeti eluiranja. Jedino su u tim pokusima

koristeni samo eluati od 28 dana. Rezultati ICP-MS analiza na kvaS¢evoj podlozi prikazani su

na sl. 24 a) pri pH 5,5 1 b) pri pH 6,6. Koli¢ine eluiranih metalnih iona izraZene su masenom

koncentracijom (pg/l).
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Slika 24. Otpustanja najzastupljenijih iona metala nakon eluiranja od 28 dana u kvascevu

podlogu kao medij, odredeni ICP-MS metodom, a) pri pH 5,5 1 b) pri pH 6,6.
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Na kvascevoj podlozi, pri oba pH (5,5 1 6,6), oslobada se najviSe iona Zeljeza. Pri pH 5,5 uz
celicne 1 Celi¢ne zice bez nikla (Sto je ocekivano), znatne koli¢ine Fe izlucuju se iz CoCr slitine
(u kojoj nisu deklarirane i ne o¢ekuju se). Iz te se slitine otpustaju i najvece kolic¢ine Co i Cr. U
celi¢noj zici bez nikla zabiljezena je najvisa koli¢ina Al 1 Mn. TMA zica pri pH 6,6 otpusta
najvece koli¢ine iona Cr i Cu. Najvise se iona Ni 1 Ti otpusta iz NiTi zice, 1 to gotovo
peterostruko vise pri pH 6,6 nego pri pH 5,5. Sli¢no je zabiljezeno za umjetnu slinu kao medij,
ali su koli¢ine otpuStene u kvascevu podlogu znatno viSe nego u umjetnu slinu. Rodijem i
zlatom presvucene inacice NiTi ne otpustaju znatne koli€ine iona. Opcenito je profil otpusStanja
u podlogu kao medij drugaciji nego kod umjetne sline, ali su isto tako u pojedinim vrstama zica
detektirani metalni ioni koji nisu niti deklarirani, niti ocekivani (poput Al i Cu u gotovo svim

uzorcima te Fe u CoCr zici).
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4.3. Promjene mehanickih svojstava

Na sl. 25. 1 26. prikazani su rezultati ispitivanja mehanickih svojstava ispitivanih Zica nakon

uranjanja u umjetnu slinu pH 5,5 1 pH 6.,6.
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Slika 25. Graficki prikaz vrijednosti Youngovog modula elasticnosti (Eir) izmjerenih

nanoindentacijom (MPa — megapaskal; 1 — NiTi, 2 — NiTi-p, 3 — SS, 4 — SS bez nikla, 5 — CoCr,

6— TMA).
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Slika 26. Graficki prikaz vrijednosti tvrdoée (Hir) izmjerenih nanoindentacijom (MPa —

megapaskal; 1 — NiTi, 2 — NiTi-p, 3 — SS, 4 — SS bez nikla, 5 — CoCr, 6 — TMA).

Statisticka analiza ANOVA je pokazala znaCajnu promjenu u vrijednostima za tvrdocu i
Youngov modul elasti¢nosti samo za NiTi-p, dok za ostale zZice nakon uranjanja 28 dana u
umjetnu slinu s razli¢itim pH niej bilo statisti¢ki znacajen promjene, odnosno razli¢iti pH sline
nije utjecao na promjenu mehanickih svojstava. Rezultati za NiTi Zice: nema zna¢ajne promjene
tvrdo¢e (p = 0,976) i modula elasticnosti (p = 0,728). Rezultati za NiTi-p zice: znacajna
promjena tvrdo¢e (p = 0,023) i modula elasti¢nosti (p = 0,008). Rezultati za SS Zice: nema
znacajne promjene tvrdoce (p = 0,219) i modula elasti¢nosti (p = 0,167). Rezultati za SS bez
Ni zice: nema znacajne promjene tvrdoce (p = 0,768) 1 modula elasti¢nosti (p = 0,177). Rezultati
za CoCr Zice: nema znacajne promjene tvrdoce (p = 0,551) i modula elasti¢nosti (p = 0,872).
Rezultati za TMA Zice: nema znacajne promjene tvrdoce (p = 0,083) i modula elasti¢nosti (p =
0,107). Nije bilo moguce dokazati korelaciju izmedu otpustenih iona i promjene mehanickih

svojstava.
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4.4. Analiza povrSine mikroskopom atomskih sila (AFM)

Na sl. 27. — 32. i u tablici 7. prikazani su rezultati za sve promatrane zice u pocetnom stanju
(bez ikakve intervencije) te nakon izlaganja slini pH 5,5 1 6,6. Parametri koji nam najbolje
opisuju promjene su aritmeticka srednja hrapavost povrSine R,, korijen kvadrata hrapavosti Rq

i korijen kvadrata povrsine Sy, pa su njihove vrijednosti izdvojene u tablici.

NiTi otpusta vise iona nikla i titanija u odnosu na presvucenu NiTi, rezultati AFM-a ukazuju
na opcu koroziju i ravnomjerno troSenje povrsine, dok se kod Zice s prevlakom dogada

jamicasta korozija (sl. 27. 1 28., tablica 7.).

PovrSinska hrapavost SS bez nikla je puno vec¢a od standardne SS Zice vjerojatno zbog toga Sto
su, umjesto nikla, dodani u ve¢em broju drugi metali. Korozijom u slini, po¢etne se razlike u
promatranim parametrima hrapavosti povecavaju, vise pri nizem pH (tablica 7.). Slike ukazuju

na vjerojatnu jamicastu koroziju (sl. 29. 1 30.).

Rezultati za CoCr 1 TMA dobro ilustriraju promjene povrSinske hrapavosti uslijed otpustanja
iona, tj. pojave korozije (sl. 31. 1 32., tablica 7.). Usporedbom rezultata proizlazi zakljucak da
TMA slitina manje mijenja povrSinsku hrapavost u odnosu na kontrolu kad je uronjena u slinu
pH-vrijednosti 6,6, nesto viSe nakon pH 5,5, §to je podudarno s povecanim otpusStanjem iona

titanija pri pH 5,5 (vidljivo u prije opisanim rezultatima ICP u umjetnoj slini).

Kod Zice slitine CoCr dolazi do manjeg porasta hrapavosti povrSine u pH 5,5, a znatno vise u
pH 6,6 (sl. 31., tablica 7.). To se dogada zbog jace opce korozije pri pH 5,5 kod koje dolazi do
ravnomjernog troSenja materijala, Sto je poprac¢eno i pove¢anim otpuStanjem iona kobalta 1

nikla, Sto je vidljivo 1 na rezultatima za ICP u umjetnoj slini.
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Slika 27. Trodimenzionalni prikaz povrSine Zice NiTi bez uranjanja u slinu (kontrola), te nakon

28 dana uranjanja u umjetnu slinu pH 5,5 1 6,6.
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pH5.5
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Slika 28. Trodimenzionalni prikaz povrSine zice NiTi-p bez uranjanja u slinu (kontrola), te

nakon 28 dana uranjanja u umjetnu slinu pH 5,51 6,6.
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Slika 29. Trodimenzionalni prikaz povrsine zice SS bez uranjanja u slinu (kontrola), te nakon

28 dana uranjanja u umjetnu slinu pH 5,5 1 6,6.
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Slika 30. Trodimenzionalni prikaz povrSine zice SS bez nikla bez uranjanja u slinu (kontrola),

te nakon 28 dana uranjanja u umjetnu slinu pH 5,5 1 6,6.
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Slika 31. Trodimenzionalni prikaz povrsine zice CoCr bez uranjanja u slinu (kontrola), te nakon

28 dana uranjanja u umjetnu slinu pH 5,5 1 6,6.
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Slika 32. Trodimenzionalni prikaz povrSine Zice TMA bez uranjanja u slinu (kontrola), te nakon

28 dana uranjanja u umjetnu slinu pH 5,5 1 6,6.
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Tablica 7. Rezultati AFM analize (Sg, Ra 1 Rq) za NiTi, NiTi-p, €eli¢ne, ¢eli¢ne bez nikla, CoCr
1 TMA Zice pri pH 5,51 6,6

Slitina Sq(nm?) R, (nm) Ry (nm?)
NiTi kontrola 50,48 46,844 61,555
pH 5,5 30,198 25,769 36,93
pH 6,6 21,378 8,0866 9,8536
NiTi-p kontrola 24,955 18,564 22,038
pH 5,5 33,549 15,411 19,115
pH 6,6 60,713 41,65 47,876
Celik kontrola 19,607 13,329 22,031
pH 5.5 15,281 8,5717 12,792
pH 6,6 37,988 14,851 18,709
Celik bez | kontrola 65,757 50,506 61,744
nikla pH 5.5 166,78 102,8 131,86
pH 6,6 34,842 26,475 37,472
CoCr kontrola 14,131 8,2637 11,89
pH 5.5 32,615 10,865 13,919
pH 6,6 88,365 58,851 75,168
TMA kontrola 20,151 17,965 23,115
pH 5,5 64,537 29,031 37,803
pH 6,6 28,791 19,911 26,743

Sq — korijen kvadrata povrSine; R, — aritmeticka srednja hrapavost povrsine (linearna); Rq —

korijen kvadrata hrapavosti (linearno)
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4.5. Analiza povrSine skeniraju¢im elektronskim mikroskopom /

energijskom disperzivhom spektroskopijom (SEM/EDX)

Na sljede¢im slikama (33 — 53) prikazane su analize povrSine po jednog uzorka od svake
promatrane zice, prije (kontrolni uzorak) i nakon uranjanja 28 dana u umjetnu slinu pH 5,5 1
6,6. Kemijski sastav prisutnih elemenata je iskazan kao maseni udio (@ (%)) navedenih
elemenata na oznacenim dijelovima uzoraka u ukupnom udjelu (100 %). Osim elemenata koji
¢ine promatranu slitinu, zamjetna su povrSinska oneciS¢enja u vidu Cestica koje sadrze ugljik,
kisik, aluminij, silicij, kalcij, fosfor, kalij, natrij, sumpor i klor.

Rezultati prikazani na sl. 33. — 35. pokazuju da NiTi dentalna metalna slitina prolazi kroz
znacajnu koroziju kada je izloZena kiseloj sredini (umjetna slina) (pH 5,5) tijekom 28 dana, $to
je jasno prikazano povecanom hrapavos¢éu povrsine, udubljenjima i znacajnim porastom
sadrzaja kisika zbog procesa oksidacije. Razine nikla i titanija se smanjuju, Sto sugerira da
dolazi do ispiranja iona i time do degradacije materijala. Nasuprot tome, pri pH 6,6 materijali
ostaju stabilniji, s manjom korozijom i1 donekle umjerenim povecanjem sadrzaja kisika,
najvjerojatnije zbog stvaranja pasivnog oksidnog sloja. Lokalizirana podruc¢ja u uzorku s pH
6,6 pokazuju visok sadrzaj kisika, kao rezultat selektivne oksidacije. Opcenito, nizi pH sline
dovodi do veceg gubitka materijala, dok malo visi pH nudi odredenu zastitu razvojem oksidnog

sloja.

S et s 5% o (%)
Spectrum 20 Element | Spl0 [Spll [ Spl2

) . | .&
S i , | Ni 519 | 515 |389
Cu , | - | Ti 413 414 320

. . C 4,0 4,2 21,0
. | Al 4,8
y O 2,7 2,8 3,2
Spectrumdl Si 0,1 0,1 0,1

Total: 100 | 100 100

b)

Slika 33. SEM/EDX analiza NiTi zZice, kontrolni, netretirani uzorak; a) mikroskopska slika s
oznaenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izrazen

masenim udjelom pojedinog elementa na ozna¢enim mjestima analize.
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a)

Slika 34. SEM/EDX analiza NiTi zice nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska slika s
oznacenim mjestima EDX analize i1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izraZen

masenim udjelom pojedinog elementa na oznacenim mjestima analize.

@ (%)
Element | Sp8 | Sp9
Ni 50,5 | 41,0
Ti 40,1 | 30,5
C 5,9 24,6
0 34 3,9
Si 0,0 0,0
Total: 100 | 100

b)

Slika 35. SEM/EDX analiza NiTi Zice nakon eluiranja pri pH 6,6; a) mikroskopska slika s
oznacenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izraZzen

masenim udjelom pojedinog elementa na ozna¢enim mjestima analize.
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@ (%)

Element | Spl | Sp2 Sp3
Ni 50,3 | 26,6 49,3
Ti 40,5 | 23,2 40,1
Al 10,3

C 5,2 3,5 5,5
0 4,1 36,4 5,0
Si 0,0 0,0 0,1
Total: 100 | 100 100

b)




Rezultati prikazani na sl. 36. — 38. pokazuju da izloZzenost umjetnoj slini uvelike utjece na sastav
povrsine slitine NiTi s prevlakom Rh i Au. Kontrolni uzorak (sl. 36.) ima visoku razinu ugljika
i kisika, dok u pH 5,5 (sl. 37.) raste udio kisika, dok se sadrzaj titanija smanjuje, najvjerojatnije
zbog korozije 1 ispiranja materijala. Prisutnost sumpora ukazuje na modifikacije povrSine zbog
apsorpcije onecis¢enja. Pri pH 6,6 (sl. 38.), razine titanija relativno su vise nego pri pH 5,5, Sto
ukazuje na smanjeno ispiranje, dok kisik ostaje povisen, najvjerojatnije zbog stvaranja pasivnog
oksidnog sloja. Ocito je da kiselo okruzenje ubrzava degradaciju materijala, dok okruzenje

blisko neutralnom nudi bolju stabilnost materijala kroz stvaranje oksida.

o (%)
Element | Spl Sp2
C 47,74 | 43,36
O 37,71 | 33,59
S 1,11 1,94
Ti 21,11
Total: 100 100

b)

Slika 36. SEM/EDX analiza NiTi-p Zice, kontrolni, netretirani uzorak; a) mikroskopska slika s
oznaCenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izrazen

masenim udjelom pojedinog elementa na ozna¢enim mjestima analize.
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) @ (%)

Spectrum 54 Element | Sp54 | Sp55 | Sp56
C 31,8 31,25 | 39,87
0] 43,89 | 45,81 | 38,49

Al 0,34 1034 0,27

Si 0,53 0,36 | 0,46

Spectrum 56 S 2,04 2,31 2,01

K 0,07
D Ti 18,71 | 17,19 | 16,06

Au 2,68 273 234

Pb 0,43

Total: 100 100 100

b)

a)

Slika 37. SEM/EDX analiza NiTi-p zice nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska slika s

oznaCenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izrazen

masenim udjelom pojedinog elementa na ozna¢enim mjestima analize.

o (%)

Element | Sp57 | Sp58 | Sp59
C 40,9 | 44,18 | 37,27

"o O 44,6 | 39,34 | 45,01

Ifl . Na 0,19 10,3
Al 0,26 1026 | 0,45
Si 0,24 103 1,54
S 1,27 1,35
Cl 0,09 0,1
K 0,16 |0,21
Ca 0,09
Ti 10,51 | 11,69 | 13,65
Ni 0,51 0,52
2) Au 1,46 1,77 | 1,77
Total: 100 100 100
b)

Slika 38. SEM/EDX analiza NiTi-p Zice nakon eluiranja pri pH 6,6; a) mikroskopska slika s
oznaenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izrazen

masenim udjelom pojedinog elementa na ozna¢enim mjestima analize.
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Rezultati prikazani na sl. 39. — 41. pokazuju da kontrolni uzorak Celi¢ne Zice (sl. 39.) ima
stabilan sastav, slican nominalnom sastavu, sa sadrzajem Zeljeza (Fe), kroma (Cr) i nikla (Ni).
Uzorak pri pH 5,5 (sl. 40.) pokazuje malo povecane razine ugljika, dok se sadrzaj zeljeza
smanjuje, Sto ukazuje na pocetnu koroziju i gubitak materijala. Pri pH 6,6 (sl. 41.) sadrza;j kisika
znatno raste (do 11,1 %), Sto ukazuje na oksidaciju i stvaranje pasivnog sloja, dok se razine Fe
i Cr smanjuju, §to ukazuje na blagu koroziju. Sl. 41. (pH 6,6) pokazuje daljnju oksidaciju, s
visokim sadrzajem kisika (11,75 %) 1 natrija (2,44 — 2,53 %), najvjerojatnije kao rezultat
povrsinskih naslaga iz umjetne sline. Kiseli okoli§ ubrzava proces razgradnje metala, dok pH

6,6 potice stvaranje oksidnog sloja, pruzajuc¢i odredenu zastitu povrsine.

Spectrum 39 w (%)

Element | Sp39 Sp40 | Sp4l

D C 3,07 7,23 3,44

0) 1,34 2,53 1,66

Si 0,27 0,21 0,27

P 0,08

— L | = S 0,14
- Spectrum 41 Cr 18,18 17,39 | 18,23
I ' Fe 69,3 65,49 | 68,45

e B Ni 7,84 7,15 7,74

Total: 100 100 100,00

b)

a)

Slika 39. SEM/EDX analiza Celi¢ne zice, kontrolni, netretirani uzorak; a) mikroskopska slika s
oznaCenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izrazen

masenim udjelom pojedinog elementa na ozna¢enim mjestima analize.

69



Spectrum 30

==

Spectrumal

[

\
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a)

Slika 40. SEM/EDX analiza ¢eli¢ne zice nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska slika s

oznaCenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izrazen

@ (%)

Element | Sp30 | Sp31 | Sp32
C 4,8 7,73 | 5,03
O 1,5 2,64 | 1,56
Si 0,29 10,34 0,29
Cr 18,12 | 17,28 | 18,08
Fe 67,39 | 64,86 | 67,49
Ni 7,89 7,15 | 7,54
Total: 100 100 100
b)

masenim udjelom pojedinog elementa na oznacenim mjestima analize

. . g
< sl
S - .
o e
i e ARSI
Sum !

Slika 41. SEM/EDX analiza ¢eli¢ne zice nakon eluiranja pri pH 6,6; a) mikroskopska slika s

oznaenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izrazen

o (%)

Element | Sp21 | Sp22 | Sp23
C 9,78 13,64 | 11,33
O 11,5 11,75 | 10,56
Na 2,53 2,44 | 247
Si 0,32 1031 0,32
P 1,23 1,18 | 1,14
S 0,26

Ca 1,34 1,36 | 1,26
Cr 14,56 | 13,97 | 14,52
Fe 52,52 149,74 | 52,28
Ni 5,97 5,62 6,12
Total: 100 100 100

b)

masenim udjelom pojedinog elementa na ozna¢enim mjestima analize.
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Rezultati SEM/EDX analize ¢elicne Zice bez nikla (sl. 42. — 45.) ukazuju na znacajne promjene
u sastavu povrsine dentalne slitine nakon 28 dana u umjetnoj slini na razli¢itim pH razinama.
Kontrolni uzorak (sl. 42.) pokazuje elementarnu raspodjelu, u kojoj dominiraju Fe, Cr i Mn. Pri
pH 5,5 (sl. 43. 1 44.) dolazi do porasta udjela ugljika i kisika, uz istovremeno smanjenje Fe 1 Cr,
najvjerojatnije zbog povrSinske oksidacije 1 korozije. Prisutnost Ti, Si 1 Al u razli¢itim
koli¢inama ukazuje na moguée talozenje ili talozenje nusproizvoda korozije. Najozbiljnija
degradacija vidljiva je na sl. 45., s visokim razinama kisika, $to ukazuje na pojacanu oksidaciju.
Pri pH 6,6 (sl. 45.) sastav pokazuje nizi stupanj oksidacije u odnosu na pH 5,5, uz relativno
vece zadrZavanje Fe 1 Cr. Povecana prisutnost F, Na 1 K ukazuje na povrSinske interakcije s
komponentama umjetne sline, $to dovodi do djelomi¢nog talozenja minerala. Konacéno,
rezultati pokazuju da nizi pH ubrzava oksidaciju i koroziju, dok pH (6,6) blizu neutralnog nudi

relativno bolju stabilnost slitine.

Slika 42. SEM/EDX analiza celicne zice bez nikla, kontrolni, netretirani uzorak; a)

mikroskopska slika s oznacenim mjestima EDX analize 1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize

o (%)
Element | Sp68 | Sp69 | Sp70
C 7,21 24,41 | 25,27
O 2,29 14298 | 31,14
Al 0,94 0,88
Si 0,33 7,59 | 7,95
Ti 0,21 19,27 | 20,91
Cr 19,72 10,6 2,56
Mn 19,54 10,51 |2,14
Fe 47,5 1,06 |4,76
Au 3,2 2,63 |44
Total: 100 100 100
b)

povrsine izrazen masenim udjelom pojedinog elementa na oznaCenim mjestima analize.
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@ (%)

Element | Sp51 | Sp52 | Sp53
C 24,51 | 6,19 | 55,02
0 30,09 12,32 |10,39
Al 0,63
Si 2,78 0,32 0,3
Ti 11,52 10,19 |0,16
Cr 7,74 20,63 | 8,43
Mn 6,75 20,55 | 7,78
Fe 15,57 149,07 | 17,92
Mo 0,73
Sb 0,43
Total: 100 100 100

b)

Slika 43. SEM/EDX analiza ¢eli¢ne Zice bez nikla nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska
slika s oznafenim mjestima EDX analize i1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine

izrazen masenim udjelom pojedinog elementa na oznacenim mjestima analize.

o (%)
Element | Sp60 | Sp61 | Sp62
C 24,43 | 60,28 | 17,43
O 46,08 | 16,88 | 20,06
Al 1,12 0,35 0,67
Si 5,28 2,84
Ti 20,42 11,68
Cr 536 | 11,07
Mn 4,34 10,1
Fe 9,01 |23,38
Au 2,67 3,78 | 2,77
Total: 100 100 100
b)

Slika 44. SEM/EDX analiza ¢eli¢ne zice bez nikla nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska
slika s oznaCenim mjestima EDX analize i b) tablicni prikaz elementarne analize povrSine

izrazen masenim udjelom pojedinog elementa na oznacenim mjestima analize.
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o (%)

Element | Sp65 Sp66 Sp67
C 10,17 30,18 24,53
0 2,64 20,12 26,83
Na 0,37
F 10,64
Al 0,45 1,07
Si 0,54 2,33 12,14
K 0,46
Ti 7,31 24,29
Cr 18,82 6,94 0,97
Mn 19 5,99 0,95
Fe 44,64 13,47 2,23
Mo 0,67
Au 3,53 2,57 6,17
Total: 100 100 100

b)

Slika 45. SEM/EDX analiza ¢eline Zice bez nikla nakon eluiranja pri pH 6,6; a) mikroskopska
slika s oznacenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine

izrazen masenim udjelom pojedinog elementa na oznacenim mjestima analize.

Rezultati SEM/EDX (sl. 46. — 50.) za CoCr Zicu pokazuju da elementarnim sastavom kontrolnih
uzoraka dominira Co, Ni i Cr (sl. 46. 1 47.). Pri pH 5,5 (sl. 48. i 49.) dolazi do znacajnog
povecanja sadrZaja kisika i ugljika, uz smanjenje Cr i Co, najvjerojatnije kao rezultat povrSinske
oksidacije i degradacije materijala. Prisutnost Sr i Na u nekim regijama najvjerojatnije je
posljedica potencijalnih povrSinskih interakcija s komponentama u umjetnoj slini. Dodatno, na
sl. 49., uvoCeno je znacajno povecanje ugljika, Sto ukazuje na organsko taloZenje ili
kontaminaciju. Pri pH 6,6 (sl. 50.), elementarni sastav Cini se relativno stabilnim, sa sadrZzajem
Co, Ni i Cr blizim kontrolnom uzorku, iako se joS uvijek opaza manja oksidacija. Ovo sugerira
da nizi pH (5,5) ubrzava proces korozije, dok malo visi pH (6,6) pomaze u odrzavanju

stabilnosti materijala.
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@ (%)
Element | Sp19 Sp20
Co 44,3 45,5
Ni 21,2 21,4
Cr 17,5 17,8
Fe 5,2 5,1
C 3,4 4,1
Mo 3,2 2,2
W 3,1 2,1
Ti 1,1 1,0
O 0,9 0,7
Si 0,1 0,1
Total: 100,00 | 100,00

a)
b)

Slika 46. SEM/EDX analiza CoCr zice, kontrolni, netretirani uzorak; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izrazen

masenim udjelom pojedinog elementa na ozna¢enim mjestima analize.

(%)
Element | Sp36 | Sp37 Sp38
C 3,63 3,82 3,52
I —— 0) 0,74 | 2,31 0,81
Spectrum 57 ;
Si 0,13 0,18 0,16
Ti 0,73 1,65 1,27
Cr 17,35 116,89 17,51
Mn 0,59
Spectrum 38 Fe 5,26 14,92 5,27
Co 44,68 | 43,34 | 444
Ni 21,51 | 21,18 | 21,16
Mo 2,76 | 2,81 2,99
W 2,62 |29 2,9
a) Total: 100 | 100 100
b)

Slika 47. SEM/EDX analiza CoCr Zice, kontrolni, netretirani uzorak; a) mikroskopska slika s
oznaCenim mjestima EDX analize i1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izraZzen

masenim udjelom pojedinog elementa na ozna¢enim mjestima analize.
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- Spectrum 53 w (%)
x Element | Sp33 | Sp34 | Sp35
D C 9,62 38,62 | 6,98
e 0 1,78 7,6 1,95
Na 0,89
Si 0,41 0,14 10,17
- W opectrum 85 P 3,13
Spectrum 34 S 0,19
(_ ) E} Cl 0,31
K 0,25
Ca 0,1
Ti 1,28 0,92 1,82
Cr 16,54 |9,9 16,98
a) Fe 4,66 2,76 4,82
Co 39,33 | 23 40,33
Ni 18,96 | 10,85 | 19,26
Mo 3,34 2,46 | 3,81
A\ 3,06 2,19 3,89
Total: 100 100 100,00

b)
Slika 48. SEM/EDX analiza CoCr Zice nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize 1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izraZen

masenim udjelom pojedinog elementa na oznacenim mjestima analize.
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o (%)

Element | Spl7 Spl8
Co 42,2 40,5
Ni 20,0 19,2
Cr 17,2 16,2
C 5,6 9,0
Fe 4,9 4,8
Mo 3.8 3,6
Sr 2,8
W 3,7
O 1,4 1,4
Ti 1,0 1,4
Si 0,2 1,0
Total: 100 100

b)

Slika 49. SEM/EDX analiza CoCr Zice nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska slika s
oznaCenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izrazen

masenim udjelom pojedinog elementa na ozna¢enim mjestima analize.

o (%)
Susaliiy Element | Sp24 | Sp25 | Sp26
C 415 396 4,98
0] 1,28 10,93 | 1,21
Spectrum 25 Si 0,18 |02 0,4
L_J P 0,14
T S 0,85 |0,54
Spectrum 26 Ti 1,57 | 1,27 1091
Cr 17,69 | 18,54 | 17,27
Fe 5,08 [535 |5,19
Co 4456 | 47,13 | 43,58
Ni 21,32 | 22,08 | 20,68
Mo 3,12
W 3,17 2,92
a) Total: 100 100 100

b)

Slika 50. SEM/EDX analiza CoCr Zice nakon eluiranja pri pH 6,6; a) mikroskopska slika s
oznaenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izrazen

masenim udjelom pojedinog elementa na ozna¢enim mjestima analize.
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Rezultati analize TMA Zice prikazani su na sl. 51. — 53. Kontrolni uzorak (sl. 51.) pokazuje
visok sadrzaj Ti (~ 65 %) s Mo, Zr i Sn kao sekundarnim elementima prisutnim u materijalu.
Pri pH 5,5 (sl. 52.) dolazi do porasta razine kisika, Sto upucuje na proces oksidacije, ali sadrzaj
Ti ostaje nepromijenjen, Sto ukazuje na dobru otpornost na koroziju i stabilnost. Mala prisutnost
sumpora u jednom uzorku najvjerojatnije je kontaminacija. Pri pH 6,6 (sl. 53.), razine kisika
dodatno rastu, Sto ukazuje na kontinuirani proces oksidacije, medutim sadrzaj Ti ostaje
konzistentan, potvrdujuéi njegovu stabilnost u blago kiselom okruzenju. Medutim, prisutnost
Na i male redukcije Mo 1 Sn ukazuju na neke reakcije ispiranja ili ionske izmjene. Rezultati
pokazuju da je slitina na bazi Ti (TMA zica) otpornija na koroziju u usporedbi sa slitinom CoCr

zice, posebno u kiselim uvjetima.

SPECUTUT S e W @ (%)
Element | Sp48 | Sp49 | Sp50
I I C 4,42 5,03 14,69
—— O 11,97 8,57 19,94
- “ F 1,13
.. Ty Si 0,03 0,05 0,05
e Ti 64,19 | 655 | 65,72
SSSSSpectunTag! ! ' Zr 5,34 534 1549
' Eyr—— Mo 10,09 | 10,4 19,93
1 Sn 3,95 3,99 4,18
Total: 100 100 100
T Sum !

a) b)
Slika 51. SEM/EDX analiza TMA Zice, kontrolni, netretirani uzorak; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize 1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izraZen

masenim udjelom pojedinog elementa na ozna¢enim mjestima analize.
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.*' “'7-'“-'&‘—‘- < - — ~ w(%)

Do) ' Element | Sp42 | Sp43 | Sp44
= C 3,5 3,51 | 4,71
0 9,5 10,14 | 10,94

Si 0,04 0,06 |0,01

e T S 0,32

. e T AV 66,99 | 67,34 | 66,01
——_Spectrum.as - ‘ ', 7r 5,51 5,27 5,03
— Mo 10,37 19,33 19,29

Sn 4,1 4,03 | 4,02

Total: 100 100 | 100

a) b)

Slika 52. SEM/EDX analiza TMA zice nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska slika s
oznaCenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izrazen

masenim udjelom pojedinog elementa na oznacenim mjestima analize.

= : . o (%)
. ool = © ; Element | Sp45 | Sp46 | Sp47
- \,_,. - e Saew | C 434 436 | 423
6] 14,62 | 15,81 | 13,78
Na 0,43
Si 0,07 0,12 0,04
Ti 61,99 | 63,27 | 63,16
Zr 536 434 |5,54
Mo 9,8 8,18 19,17
Sn 3,82 3,49 | 4,07
Total: 100 100 | 100

b)
Slika 53. SEM/EDX analiza TMA zice nakon eluiranja pri pH 6,6; a) mikroskopska slika s

oznaenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine izrazen

masenim udjelom pojedinog elementa na oznacenim mjestima analize.
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5. RASPRAVA

5.1. Bioloski uc¢inak

5.1.1. Vijabilnost kvasca

Rezultati odredivanja vitalnosti kvasca su prikazani na sl. 1. Mogude je primijetiti da nema
statisticki znaCajnih promjena u porastu broja stanica medu uzorcima, a nije zamjetna niti
znacCajna razlika kod promjene pH. Koli¢ine otpusStenih metalnih iona u podlogu kao medij (iako
se radi 1 o ukupnoj koli¢ini od 1,5 mg/l) nisu izazvale vidljive Stetne ucinke na stanicama
kvasaca. Nesto vece smanjenje porasta stanica zamjetno je kod pH 6,6 kod CoCr zice, §to se
moze vezati uz koli¢inu otpustenog iona kroma (i moguce interferencije s proteinima ili DNA).
Aktivirani endogeni enzimatski 1 neenzimatski mehanizmi obrane pridonose odrzavanju

vitalnosti testiranog kvasca [131].

5.1.2. Analiza ekspresije gena stresnog odgovora kvasca

Kvasci su razvili sofisticirane enzimske i neenzimske antioksidativnhe mehanizme za
odgovor na oksidativni stres. Dio enzimskog antioksidativnog obrambenog sustava ¢ine CTT,
SOD1 1 2 1 GSH 1 oni moraju biti uskladeni u svom djelovanju kako bi ucinkovito zaStitili
stanice od razli€itih oblika oksidativnog stresa. SOD1 1 SOD2 pretvaraju superoksidne radikale
u H>0», katalaza pretvara H,O> u vodu 1 kisik, a glutation, kojeg proizvodi glutation sintetaza,
djeluje kao op¢i antioksidans i podrzava druge antioksidativne enzime. [106, 107].

Obje testirane superoksidne dismutaze (sl. 3. 1 4.) znacajno su viSe eksprimirane pri pH
5,5 nego kod pH 6,6, s time da je mitohondrijski SOD enzim viSe eksprimiran od citosolnog.
Pri pH 5,5 povecanu ekspresiju SOD1 izaziva najvise Celik bez nikla te CoCr Zica, dok je SOD2
poviSen, uz ista ta dva tretmana i pod tretmanom eluata NiTi zice. CoCr Zica izaziva i vecu
ekspresiju katalaze, kod oba pH, s tim da je NiTi zica pri pH 5,5 najviSe pojacala ekspresiju
katalaze. Razlog povecanja ekspresije spomenutih enzima mogao bi biti u vecoj koli¢ini iona
Fe u tim eluatima, odnosno sinergijskom ucinku Fe, Al i Mn (Celik bez nikla), Fe, Co, Cr i Ni
(CoCr), odnosno Fe, Ni i Ti (NiTi). Sinergijski u¢inak smjese metalnih iona koji se nalaze u
eluatima ortodontskih materijala i posljedi¢no izazivanje oksidativnog stresa kad su bili prisutni
u koli¢ini 1000 uM potvrdeno je na kvascu S. cerevisiae [92]. Vecina spomenutih eluiranih
metalnih iona su prijelazni metali, koji mogu bilo Fentonovim ili Haber-Weiss mehanizmom
stvoriti znacajne koli¢ine ROS-a (i superoksidnog aniona, vodikovog peroksida ili radikala

hidroksida) te posljedi¢no aktivirati enzime potrebne za njihovu pregradnju. Za pregradnju
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superoksidnog radikala u stanici postoji samo superoksid dismutaza (i citosolna i
mitohondrijska) i poznato je da postoje izoenzimi tog enzima, ¢ime je osigurano efikasno
uklanjanje superoksidnog radikala i prezivljavanje stanica u stresnim uvjetima [105, 106].
Aktivacija barem jednog od SOD enzima u ovom radu je i oCekivana i potvrdena. Kako za
uklanjanje nastalog H»>O» u stanici osim katalaze postoje joS i drugi enzimi (primjerice
glutation-peroksidaza), neSto manja aktivacija katalaze u ovom radu moze se dijelom objasniti

uklju¢ivanjem ili drugog izoenzima katalaze ili glutation-peroksidaze [105, 106].

Zanimljivo je sagledati ucinak metalnih iona i s ,,druge strane®. Vidljivo je da TMA utiSava
obje superoksid-dismutaze, §to je jos i izrazenije pri pH 6,6. To je moguce pripisati ili najvisoj
koli¢ini otpustenog iona Cr (196 pg/l), ili sinergijskom ucinku iona Cr, Cu, Mn i Al. U¢inak
kroma na stanice kvasca detaljno je elaboriran u radu Kaszycki i sur. [131] u kojem je navedeno
mnogo mogucih stani¢nih procesa u koje bi se krom mogao (Stetno) ukljuciti, dok Sumner i sur.
zakljucuju da su glavna meta kroma stani¢ni proteini na kojima uocavaju oksidativna oste¢enja

[108].

Glutation sintetaza katalizira posljednji korak u biosintezi glutationa, kljucnog
antioksidansa i stani¢nog reducensa. Glutation (GSH) je najzastupljeniji intracelularni tiol niske
molekularne tezine u stanicama i tkivima, koji igra klju¢nu ulogu u brojnim stani¢nim
procesima. Djeluje kao glavni antioksidans, reguliraju¢i funkciju proteina, sintezu DNK,
ekspresiju gena, stani¢nu proliferaciju 1 stani¢nu signalizaciju [110]. Kao §to je prikazano na sl
2. ekspresija tog enzima pod velikim je utjecajem eluiranih metalnih iona iz testiranih Zica,
znaci ovisi 1 o vrsti Zice 1 o pH-vrijednosti. Najveci nivo ekspresije (usporedujuci sve testirane
enzime oksidativnog stresa u ovom radu, kod oba pH) zabiljeZen je za ¢eli¢nu zZicu kod pH 6,6.
Elaboriraju¢i trenutnu literaturu [110-113] moguce je zakljuditi da je homeostaza glutationa
kljuéna za zdravlje i funkciju stanica te da nedostatak GSH doprinosi oksidativnom stresu.
Prilagodba na oksidativni stres usko je povezana s redoks promjenama komponenti

antioksidativne obrane [109].

Dobiveni rezultati jasno pokazuju da razliCite ortodontske legure 1 povrSinske prevlake
izazivaju specificne obrasce ekspresije antioksidativnih enzima, pri ¢emu pH mikrookoliSa ima
klju¢nu ulogu u modulaciji odgovora. Glutation-sintetaza (GSH) pokazala je izrazenu indukciju
kod NiTi zica pri pH 5,5, dok je rodijeva prevlaka dovela do gotovo potpune supresije. Ovi
nalazi potvrduju ranija istraZivanja prema kojima prevlake mogu promijeniti ali ne nuzno i

smanjiti bioloSki odgovor [132, 133]. Kod celi¢nih zica bez nikla poviSena ekspresija GSH
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ukazala je da upravo ioni zeljeza 1 kroma, a ne nikal, dominiraju u induciranju oksidativnog
odgovora [134]. Superoksid dismutaza 1 (SOD1) pokazala je najvecu ekspresiju kod celi¢nih
zica bez nikla pri pH 5,5, uz viSestruko smanjene vrijednosti pri neutralnom pH. Slican obrazac
zabiljezen je kod CoCr Zica. Ovi nalazi potvrduju da kisele sredine pospjesuju otpustanje iona
te snaznije induciraju oksidativni stres, Sto je u skladu s ranijim opazanjima 134, 135].
Superoksid dismutaza 2 (SOD2) pokazala je osobito visoku ekspresiju kod NiTi i CoCr Zica pri
pH 5,5 (do 27 puta u odnosu na kontrolu), Sto ukazuje na snaznu aktivaciju mitohondrijskog
antioksidativnog mehanizma. Rodijeva prevlaka znac¢ajno je reducirala ekspresiju SOD2, §to je
u skladu s nalazima da povrSinske obloge mogu smanjiti oslobadanje iona, ali ne u potpunosti
[132]. Pri pH 6,6 ekspresija je bila gotovo potpuno supresirana, osim kod CoCr Zice, $to
potvrduje ulogu iona kobalta i kroma u odrzavanju oksidativnog stresa i u neutralnijim uvjetima
[135, 136]. Katalaza (CAT) se razlikuje od prethodnih enzima jer je znacajna indukcija uocena
i pri pH 6,6. Najveca ekspresija zabiljezena je kod NiTi zice pri pH 5,5 (26 puta u odnosu na
kontrolu), dok je CoCr inducirao snazan odgovor u oba pH uvjeta. Za razliku od SOD2, rodijeva
prevlaka na NiTi zici povecala je ekspresiju katalaze, Sto ukazuje na kompleksnu interakciju
iona i signalnih putova [132, 133]. Ovi nalazi potvrduju da katalaza reagira na sekundarne
produkte oksidativnog stresa (H20z) i pokazuje Siri raspon aktivacije, ¢ak 1 u blazim okoliSnim

uvjetima [135, 137].
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5.2. Analiza rezultata mjerenja induktivno spregnutom plazmom (ICP)

5.2.1. Analiza rezultata mjerenja induktivno spregnutom plazmom
(ICP) u umjetnoj slini

Otpustanje iona iz testiranih dentalnih slitina pokazalo se manjim iz predlozenih hipoalergenih
varijanti u usporedbi sa standardnim materijalima. NajviSe nikla otpusteno je iz nepresvucenih
NiTi Zica 1 zica od nehrdajuceg celika, dok je kod njihovih analoga otpustanje bilo minimalno
ili nikakvo. Takoder, nakon pocetnog slabog otpustanja pri pH 6,6, oslobadanje Ni iz
nepresvucenog NiTi znacajno se povecalo, vjerojatno zbog manipulacije metalnom pincetom
izmedu dvije vremenske tocke [ 158, 159] i izlaganja podpovrsinskog materijala nakon otapanja
povrsinskog zastitnog sloja. Sli¢an je rezultat zapazen za zeljezo oslobodeno iz SS-a, takoder
vjerojatno potaknut manipulacijom i stvaranjem nestabilnog spoja zeljeza koji se brzo otapa u
gotovo neutralnim uvjetima [159, 160]. U prethodnom istrazivanju Lairda i sur. takoder je
otkriveno da hipoalergene slitine oslobadaju manje metalnih iona u usporedbi sa standardnim
slitinama [160], te da vrsta i uniformnost premaza utjeu na otpustanje iona [56, 162].
Istrazivanje Edwarda Cho i sur. pokazalo je da se ¢ak i usprkos zadebljanoj rodijevoj prevlaci
na NiTi Zicama nikal ispire, ali je ukupna koli¢ina niska i gotovo se ne moze detektirati u
potkoznom tkivu [163]. Razine oslobodenog nikla i titanija u nasoj su studiji usporedive s
onima Chikhalea 1 sur. [164], koji su proucavali NiTi i TMA Zice. Prethodna su istraZivanja
pokazala da je Ni najc¢es¢i uzrok alergije, a takoder djeluje i1 kao katalizator povecavajuéi rizik
od senzibilizacije i alergije na kobalt [165]. Kao §to su nasi rezultati pokazali, slitina CoCr je
otpustila veliku koli¢inu kobalta (medu najvisim vrijednostima od svih testiranih metala)
zajedno s velikom koli¢inom nikla, a kao $to je ve¢ spomenuto, kombinirani uc¢inak oba iona
predstavlja rizik za ljudsko zdravlje [166]. Interakcije, pa Cak 1 kataliticki ucinci razlog su vise

da sveukupno ispiranje iz dentalnih slitina bude Sto nize.

Gornja podnosljiva razina unosa (UL) za Ni, $to predstavlja najve¢i dnevni unos hranjivih tvari
za koji nije vjerojatno da ¢e predstavljati rizik od Stetnih zdravstvenih u¢inaka za gotovo sve
pojedince u op¢oj populaciji, postavljena je na 1,0 mg/dan [138]. Izvedena razina bez prigovora
(DNEL) je razina izlozenosti tvari kojoj ljudi ne bi trebali biti izlozeni [139], a postavljena je
na 11 ng/kg tm/dan za Ni [140] 1 350 mg/kg tm/dan za Ti [141]. Budu¢i da postoje mnogi izvori
nikla u dnevnoj konzumaciji vode, oraSastih plodova i Zitarica, kao 1 iz losiona za kozu,

deterdZenata, tetovaza, piercinga, nakita itd., preporucljivo je zadrZati unos iz dodatnih poznatih
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izvora (kao Sto su ortodontski aparati ili stomatoloski protetski materijali) Sto je moguce nizim

[142].

Akumulirana doza nikla u kozi (pg/cm?) je najvazniji ¢imbenik koji odreduje rizik od alergije
i alergijskog dermatitisa na nikal [143, 144]. Fischer i sur. (2005) su pokazali da 5 % osjetljive
populacije reagira na 0,44 pg Ni/cm? i 10 % na 1,04 pg Ni/cm? [144]. Jensen i sur. (2006) su
proveli meta-analizu kako bi pronasli procijenjene pragove doza nikla koje mogu izazvati
sistemski kontaktni dermatitis kod pacijenata osjetljivih na nikal [145, 146]. Rezultati su
pokazali da najosjetljivije skupine mogu reagirati sistemskim kontaktnim dermatitisom pri
normalnoj dnevnoj izloZenosti niklu iz vode za pice ili hrane s 0,22 — 0,35 mg nikla kod 1 %
tih pojedinaca. Najosjetljivije osobe alergicne na nikal reagirale su na nehrdajuéi celik s
procijenjenim otpustanjem nikla ekvivalentnim 0,22 — 0,35 mg nikla kod 1 % tih pojedinaca.
Najosjetljivije osobe alergi¢ne na nikal reagirale su na nehrdaju¢i celik s procijenjenim
otpuStanjem nikla ekvivalentnim 0,01 pg/cm?® na tjedan [147]. Prema Direktivi EU o niklu,
proizvodi sa sadrzajem nikla namijenjeni izravnom i dugotrajnom kontaktu s koZzom ne smiju
ispustati vise od 0,5 pg Ni/cm%tjedan [139]. Daljnje implikacije za ljudsko zdravlje
predstavljaju glavne infekcije, buduc¢i da oslobodeni Ni mijenja bakterijski metabolizam i
predstavlja slozenija klinicka stanja. Osim toga, pacijenti s osjetljivom kozom, zbog neispravne
kozne barijere, imaju povecanu apsorpciju nikla [148]. Apsorpciju titanija kod pacijenata s

razli¢itim koZnim stanjima ili infekcijama potrebno je ispitati u buducim istraZivanjima.

Oslobadanje titanija takoder je bilo znatno veée u klasicnim NiTi, u usporedbi s NiTi-p,
suprotno prethodnim istraZivanjima NiTi-p Zica [163], Sto sugerira poboljSanje kvalitete
premaza. Novija istrazivanja pokazuju sve viSe slucajeva nuspojava kod stomatoloSkih
pacijenata, uzrokovanih razli¢itim kombinacijama galvanskog spoja i utjecajem niza vanjskih
(razni izvori zraCenja) 1 unutarnjih nasljednih ¢imbenika [166]. IstraZivanje je pokazalo da
nakupljanje titanija (1 Zeljeza) povecCava osjetljivost epitelnih stanica gingive na
mikroorganizme u usnoj Supljini, zahvacajuci i limfocite, makrofage, monocite 1 osteoklaste, te
urusava 1 meko 1 tvrdo tkivo u sluCajevima periimplantitisa [167, 168]. Stoga oslobadanje
zeljeza takoder treba svesti na minimum, kako bi se smanjila upala 1 osjetljivost na infekcije
oralne sluznice i alveolarne kosti. U nasem istrazivanju otpustanje Zeljeza bilo je znacajno nize
u SS-u bez nikla u usporedbi s klasicnom SS-slitinom. Zanimljivo je da je veée otpustanje
zeljeza zabiljeZeno nakon produzenog vremena potapanja u viSem pH, vjerojatno zbog

ogrebotina nastalih manipulacijom i stvaranja nestabilnih spojeva Zeljeza [159, 160].
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Iako se titanij op¢enito smatra nealergenim materijalom, neka su istrazivanja otkrila izolirane
slucajeve alergija u blizini materijala koji sadrze titanij, npr. zubnih implantata, Sto moze
uzrokovati reakcije tipa IV (odgodene) ili I (neposredne) kod alergi¢nih pacijenata [149, 150,
151, 152, 1]. Alergije na titanij su rijetke; kod pacijenata sa zubnim implantatima otkrivena je
prevalencija od 0,6 % [1]. Grani¢na vrijednost praga za preosjetljivost na Ti pri oralnoj ili
koznoj apsorpciji nije se mogla pronaci. Alergija na titanij takoder moze biti posljedica
necistoca u titaniju, kao Sto su nikal, krom i1 kadmij. Zbog oskudnih podataka o alergijama

izazvanim titanijem, indicirana su daljnja istrazivanja i promatranje klinickih manifestacija.

Postoji stalni trend koji nastoji zadrzati unos metala, metalnih iona i nanocestica §to je moguce
nizim, na temelju preporuka i zakonodavstva EU, Medunarodne agencije za istraZivanje raka
(engl. International Agency for Research on Cancer, IARC), Svjetske zdravstvene organizacije
(engl. World Health Organization, WHO), te ameri¢kog Nacionalnog toksikoloskog programa
(engl. National Toxicology Program, NTP) 1 Uprave za hranu i lijekove (engl. Food and Drug
Administration, FDA) [169, 170-172]. Uz novo oznacavanje i upozoravanje potrosaca koje
postaje obvezno, za slitine koje sadrze CMR tvar, poput nikla, kobalta i kroma, ¢ini se uputnim
koristiti one s nizim koli¢inama impliciranih materijala ili bez njih. Nase je istraZivanje
pokazalo da se Cetiri puta veée koncentracije kobalta oslobadaju iz CoCer slitine, u usporedbi s
odgovaraju¢om zicom izradenom uglavnom od titanija 1 molibdena, §to je ¢ini manje

preporucljivom za upotrebu.

Takoder, CoCr otpusta sve gorespomenute Ni, Co, Cr i dodatno Mo ione, §to je ¢ini najmanje
pozeljnom opcijom medu dostupnim slitinama. Oslobadanje titanija iz TMA Zice bilo je

usporedivo s rezultatima iz prethodnih istraZivanja [164].

Mangan je bitan element uklju¢en u nekoliko fizioloskih funkcija ljudskog tijela, ali stalna
akumulacija Mn dovodi do povecanog stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS), §to pridonosi
disfunkciji mitohondrija, fragmentaciji DNA 1 apoptozi [173]. lako su razine oslobodenog
mangana niske, jo§ uvijek su viSe za standardnu SS slitinu u usporedbi s hipoalergenom

slitinom, s vremenom uranjanja kao najvaznijim faktorom.

Preporuceni prehrambeni dodaci (engl. Recommended Dietary Allowances, RDA) opisuju
dnevne prehrambene razine unosa molibdena za razli¢ite dobne skupine, sugeriraju¢i da su
djeca razlicitih dobnih skupina prili¢no osjetljiva na razine unosa, iako su dokazi o utjecaju na

ljudsko zdravlje ograniceni [174]. Podaci o imunotoksi¢nosti molibdena takoder su ogranicent,
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s prijavljenih priblizno 3 % pacijenata sa stentovima od nehrdajuceg celika, koji su takoder
imali odgodenu kontaktnu preosjetljivost na molibden. Potrebna su daljnja istrazivanja utjecaja
molibdena na ljudsko zdravlje [175]. Molibden se dodaje hipoalergenom SS-u bez nikla u cilju
poboljsanja njegove otpornosti na koroziju [176], a oslobadanje Mo iz ove slitine bilo je
najmanje medu svima promatranima. Takoder, oslobadanje Zeljeza iz SS-a bez nikla mnogo je
nize od standardne SS slitine; prema tome, potencijalni Stetni u¢inak njihove kombinacije je

nizak.

Izvori minerala i elementi kao Sto su krom, zeljezo i mangan, izmedu ostalog, neophodni su za
ljude jer su ukljuceni u razne metabolicke funkcije, aktivnosti enzima, receptorska mjesta,
hormonsku funkeciju i transport proteina u odredenim koncentracijama, koje se mogu regulirati
do neke mjere, ali prekomjerno opterecenje moze rezultirati nizom nepovoljnih stani¢nih
odgovora, od proizvodnje ROS do oSte¢enja DNA i proteina, stani¢ne apoptoze i karcinogeneze

[177-180].

Ukupan unos razli¢itih elemenata trebao bi biti §to je moguée nizi, jer raznovrsne interakcije
izmedu metala u ljudskom tijelu tek treba detaljno istraziti. NaSe je istrazivanje pokazalo da bi
bilo potrebno preporucivati NiTi-p Zice umjesto standardnih NiTi, nehrdajuéi Celik bez nikla
umjesto standardnog nehrdajuceg Celika, a TiMb slitina trebala bi biti preferirani izbor u odnosu
na one kobalta i kroma. Na taj bi se na¢in ukupan unos raznih metala sveo na minimum. Osim
toga, kako zakonodavna tijela razlikuju preporucene dnevne unose za djecu i odrasle, jo§ je

vaznije da ukupni dnevni unos kod djece bude §to nizi.

Izmjerene koncentracije specificnih metalnih iona otpusStenih iz ortodontskih Zica nisu bile
iznad preporuCenih razina za dnevni unos. Unato¢ tome, treba uzeti u obzir reakcije
preosjetljivosti 1 moguce sinergisti¢ke ucinke mjeSavina metala. Osim toga, veca dnevna doza
metalnih iona mogla bi se dobiti ako se u obzir uzme izlozenost drugim izvorima (npr. unos

putem hrane, kozmetike, itd.).

Ogranicenje je naseg istrazivanja §to je istrazivano otpustanje iona iskljucivo in vitro uvjetima,
a istrazivanje pokazuje da bi stvarno otpustanje iona moglo biti i vece in vivo [158, 159, 181],
Sto predstavlja vecu prijetnju ljudskom zdravlju, osobito pri smanjenim koli¢inama
antioksidansa kod imunokompromitiranih osoba ili uz dodatne rizike za otpustanje metalnih

iona iz drugih izvora (dentalna rehabilitacija, umjetni kukovi, stentovi itd.) [160, 176, 180].
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5.2.2. Analiza rezultata mjerenja induktivno spregnutom plazmom

(ICP) na kvascevoj podlozi
Tijekom izrade doktorata naisli smo na niz problema s postavljanjem i provodenjem zamisljenih
pokusa. Tako se iscrpine u umjetnu slinu nisu mogle adekvatno koristiti za pokuse s kvascima
1 nametnula se potreba za provodenjem pokusa s kvasc¢evom podlogom kao medijem i
testiranjem koli¢ine 1 vrste otpuStenih iona i u taj medij. Dokazano je da takav proteinima i
SeCerima bogat medij potice drugacije otpusStanje metalnih iona, te da su te koli¢ine vece u
odnosu na umjetnu slinu [182]. T u ovom istrazivanju smo dobili sliéno — ukupno vece
otpustanje metalnih iona, 1 pojedini metalni ioni su otpusteni u razli¢itim koli¢inama u oba
testirana medija. Razli¢ita koli¢ina 1 vrsta otpuStenih metalnih iona moze se pripisati lakSem
stvaranju protektivnog sloja u umjetnoj slini kao mediju, u odnosu na podlogu bogatu
proteinima koji kompleksiraju metalne ione i onemogucuju stvaranje protektivnog oksidnog

sloja [182].

Rezultati ICP-MS analiza na kvas¢evoj podlozi pokazali su znatno viSe razine otpusStanja
metalnih iona nego $to je to bilo zabiljezeno u umjetnoj slini. Ova razlika moze se pripisati
razlic¢itim kemijskim svojstvima podloge, jer kvas€eva podloga sadrzi komponente koje mogu
djelovati kelirajuce ili olakSati otapanje metala, dok umjetna slina ima stabilizirajué¢i u¢inak i
blize oponasa oralni okoli§. Ovakva metodoloSka usporedba ukazuje na vaznost odabira medija
prilikom procjene biokompatibilnosti materijala. NajizraZenije otpusStanje Zeljeza pri obje pH-
vrijednosti potvrduje nalaze da celi¢ne Zice, a djelomi¢no i CoCr legure, predstavljaju znacajan
izvor iona Fe, §to je u skladu s prethodnim zapaZanjima o snaznoj indukeiji SOD1 1 SOD2 kod
tih materijala. Neoc¢ekivano otpustanje Fe iz CoCr legure posebno je vazno jer moze doprinijeti
oksidativnom stresu, iako taj element nije deklariran u sastavu. Ovaj nalaz podrzava ranija
opaZanja da se u uvjetima korozije iz dentalnih slitina mogu oslobadati i elementi koji nisu
nominalno navedeni [132, 133]. Otpustanje Co i Cr bilo je najizraZenije iz CoCr legure, $to se
poklapa s visokim ekspresijskim odgovorom SOD2 i katalaze zabiljeZzenim u stani¢nim
testovima. S obzirom na poznatu sposobnost Co i1 Cr iona da induciraju stvaranje reaktivnih
kisikovih vrsta [134], ovakav nalaz dodatno povezuje kemijski profil otpuStanja s bioloskim
odgovorom. U celi€noj Zici bez nikla zabiljezene su poviSene koncentracije Al i Mn, §to
potvrduje sloZenost slitinskog sastava i mogucénost otpustanja neo¢ekivanih elemenata. Slicno,
TMA Zica pri pH 6,6 otpustala je najvece kolicine Cr 1 Cu, iako Cu nije deklariran, §to moze
objasniti djelomi¢no specifican obrazac ekspresije enzima kod TMA legura. NiTi Zice su,
ocekivano, otpustale najvise iona Ni i Ti, s izrazenim povecanjem pri pH 6,6 (do pet puta vise
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nego pri pH 5,5). To se dobro uklapa s nalazima snazne indukcije GSH 1 katalaze pri kiselijim
uvjetima, a smanjenog odgovora pri neutralnijem pH. Ovi rezultati potvrduju da se eluirani
nikal i titanij snazno odrazavaju na oksidativne signalne putove [135, 136]. Posebno je
zanimljivo da rodijem i zlatom presvucene inacice NiTi Zica nisu otpustale znacajne koliCine
iona, Sto potvrduje ranije izvjestaje da plemenite obloge mogu djelovati zastitno [137], premda
su nasi rezultati na razini ekspresije enzima pokazali da takve prevlake ponekad induciraju i
nepredvidive promjene (npr. RhNiTi kod katalaze). Opcenito, profil otpustanja metala u
kvascevoj podlozi pokazuje 1 elemente koji nisu deklarirani (Al, Cu, Fe u CoCr), §to otvara
vazna pitanja o skrivenim izvorima bioloskih ucinaka i potvrduje da sloZeni sustavi korozije u

stvarnim uvjetima ne moraju odgovarati tehnickim deklaracijama proizvodaca.
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5.3. Promjene mehanickih svojstava

Promjena pH sline ne izaziva znacajnu promjenu u mehanickim svojstvima standardnih Zica,
kao ni kod njihovih hipoalergijskih inacica, osim kod NiTi s prevlakom. Prethodno je uoceno
se zabiljezene vrijednosti mogu pripisati premazu, a ne osnovnom materijalu [157]. lako su
rezultati, u Sirem smislu, sli¢ni dobivenima u prijasnjim istrazivanjima [35, 55, 62, 65, 156,
157], za svaku vrstu slitine, nije utvrden utjecaj promjene pH sline na promjenu mehanickih
svojstava. Uoceno je da ,,standarde* slitine imaju vece vrijednosti tvrdoce i modula elasti¢nosti
od svojih hipoalergenih inacica, $to bi se moglo uzeti u obzir pri izboru materijala za klinicki

.....

potrebne za pomak zuba na atraumatski nacin.

5.4. Analiza povrSine mikroskopom atomskih sila (AFM)

Vazno je primijetiti da je hrapavost povrSine povezana s pove¢anom osjetljivos¢éu na koroziju,
Sto rezultira povecanim otpuStanjem metala. Kao S$to je gore navedeno, povecane koli¢ine nikla
1 titanija u usnoj Supljini i susjednim mekim tkivima [154, 155] mogu predstavljati opasnost u
izravnom kontaktu sa stanicama, bilo u razvoju kontaktnih alergija, bilo modificiranjem
imunoloskog odgovora povezanog s atopijskom alergijom putem stafilokoknih infekcija [151,

156].

NiTi otpusta viSe iona nikla i titanija u odnosu na NiTi-p, rezultati AFM-a ukazuju na opcu
koroziju 1 ravnomjerno troSenje povrSine, dok se kod Zice s prevlakom dogada jamicasta

korozija [34, 35, 36, 153].

Povrsinska hrapavost SS bez nikla je puno veca od standardne SS Zice vjerojatno zbog toga §to
su, umjesto nikla, dodani u ve¢em broju drugi metali. Korozijom u slini, pocetne se razlike u
promatranim parametrima hrapavosti povecavaju, vise pri nizem pH, na §to ukazuju i slike, a

sukladno je i nalazima Alsabti i sur. [63].

Rezultati za CoCr 1 TMA dobro ilustriraju promjene povrSinske hrapavosti uslijed otpuStanja
iona, tj. pojave korozije. Usporedbom rezultata proizlazi zaklju¢ak da TMA slitina manje

mijenja povrSinsku hrapavost u odnosu na kontrolu kad je uronjena u slinu pH-vrijednosti 6,6,
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nesto vise nakon pH 5,5, §to je podudarno s povecanim otpuStanjem iona titanija pri pH 5,5.
Dobiveni rezultati su sli¢ni prethodno objavljenima, i potvrduju vise vrijednosti povrSinske

hrapavosti u odnosu na CoCr i SS Zice [63].

Kod CoCer slitine dolazi do manjeg porasta hrapavosti povrsine u pH 5,5, a znatno vise u pH
6,6. To se dogada zbog jace opce korozije pri pH 5,5 kod koje dolazi do ravnomjernog troSenja
materijala, Sto je poprac¢eno i povecanim otpustanjem iona kobalta i nikla, Sto je vidljivo i na

rezultatima za ICP u umjetnoj slini. PovrSinska hrapavost im je slicna SS Zicama [63].

Na provedenim analizama nije bilo moguce provesti statisticke analize pa nije moguce donijeti

generalizirane zakljucke o korelaciji uocenih promjena na povrsini i otpuStenih metalnih iona.

5.5. Analiza povrSine skeniraju¢im elektronskim mikroskopom /

energijskom disperzivhom spektroskopijom (SEM/EDX)

Rezultati SEM/EDX analiza pruzaju detaljan uvid u korozivno ponaSanje dentalnih slitina u
uvjetima umjetne sline razli¢itog pH tijekom 28 dana. Generalno, potvrduje se obrazac ve¢
opaZzen u bioloskim testovima: nizi pH (5,5) zna€ajno ubrzava koroziju i degradaciju materijala,
dok je pri pH 6,6 oCuvana bolja stabilnost zbog stvaranja pasivnih oksidnih slojeva. NiTi slitina
pokazala je izrazenu povrSinsku degradaciju pri pH 5,5, s pove¢anom hrapavoscu, udubljenjima
1 smanjenjem sadrZaja Ni i Ti. Ovo je u skladu s ICP-MS nalazima o zna¢ajnom otpustanju Ni
1 Ti iona te s visokom indukcijom GSH i katalaze u stani¢nim modelima. Pri pH 6,6 materijal
je pokazivao bolju otpornost, a lokalna podrucja oksidacije upucuju na stvaranje zastitnog TiO»
sloja, $to je potvrdeno i u literaturi [ 132, 133]. NiTi s prevlakom Rh pokazao je takoder povisene
razine oksidacije pri pH 5,5, ali s manjim gubitkom titanija u odnosu na nepresvuceni NiTi. Ovi
nalazi potvrduju ranije opazanje da plemenite prevlake modificiraju korozivne procese [134],
iako ne sprjecavaju u potpunosti otpustanje iona, $to se ocitovalo u ekspresijskim analizama
enzima (npr. smanjena ekspresija SOD2, ali povisena katalaze kod RhNiTi). Celi¢na Zica pri
pH 5,5 pokazala je znakove inicijalne korozije, dok se pri pH 6,6 uoc¢ava znac¢ajan porast udjela
kisika 1 stvaranje pasivnog sloja. Povecana prisutnost natrija ukazuje na povrSinsko taloZenje
minerala iz sline. Ovi nalazi odgovaraju visokoj indukciji SOD1 1 SOD2 u bioloskim pokusima,
$to se moze pripisati otpustanju Fe i Cr iona potvrdenom ICP analizom [136]. Celi¢na Zica bez
nikla pokazala je jo$ izraZeniju oksidaciju pri pH 5,5, uz znacajan gubitak Fe i Cr te talozenje
Ti, Si i Al. Ova neocekivana prisutnost elemenata vjerojatno je posljedica kompleksnih
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korozivnih reakcija i potvrduje nalaze ICP analize o otpustanju nedeklariranih iona. Pri pH 6,6
zica je zadrzala veci udio osnovnih elemenata, a prisutnost Na, F i K ukazuje na povrsinsku
interakciju s komponentama umjetne sline. Bioloski, ovakvi nalazi dobro se podudaraju s
visokom indukcijom SODI1 i stabilnijim profilom GSH. CoCr slitina bila je posebno osjetljiva
pri pH 5.5, gdje je zabiljezeno smanjenje udjela Co i Cr uz izrazen porast oksidacije. Ova
promjena odgovara nalazima ICP-MS (visoko otpustanje Co i Cr) i pojacanoj ekspresiji SOD2
i katalaze. Pri pH 6,6, sastav je bio stabilniji, s vrijednostima blizima kontrolnom uzorku,
potvrduju¢i da blago neutralan okoli§ Stiti leguru pasivnim slojem, §to je u skladu s ranijim
opazanjima [137]. TMA Zica pokazala je najvecu otpornost na koroziju. Pri oba pH sadrzaj Ti
ostaje stabilan, a povecanje kisika ukazuje na formiranje zastitnog sloja oksida. Gubitak Mo i
Sn pri pH 6,6 bio je umjeren, §to potvrduje dobru biokompatibilnost i otpornost legura na bazi
titanija. Bioloski, ovaj profil objaSnjava zaSto TMA zica pokazuje manje konzistentne obrasce
ekspresije antioksidativnih enzima u usporedbi s CoCr ili NiTi. Op¢enito, rezultati SEM/EDX
analiza u potpunosti potvrduju nalaze razine korozije, otpustanja iona i bioloskog odgovora
(povisena ekspresija GSH, SOD i katalaze). Legure koje otpustaju najvise iona (NiTi, CoCer,
SS) pokazuju 1 najvecu aktivaciju oksidativnih enzima, dok otpornije legure poput TMA
pokazuju blaZe odgovore. Ovi nalazi dodatno potvrduju vaznost pH kao presudnog ¢imbenika

u modulaciji biokompatibilnosti ortodontskih zica.

Rezultati ovog istraZivanja jasno pokazuju da su sastav slitine, povrSinska obrada i okolisni
uvjeti (pH) presudni ¢imbenici koji odreduju korozivno ponasanje dentalnih slitina i posljedicne
bioloSke ucinke. Integracijom podataka dobivenih molekularno-bioloskim metodama
(ekspresija antioksidativnih enzima), kemijskim analizama (ICP-MS) 1 povrSinskim analizama
(SEM/EDX) uocava se konzistentan obrazac: nizi pH (5,5) potice intenzivnu koroziju, vece
otpustanje iona i jacu aktivaciju oksidativnih mehanizama u stanicama, dok blago neutralan pH

(6,6) ublazava degradaciju zahvaljujuc¢i stvaranju pasivnih oksidnih slojeva.

Glutation-sintetaza (GSH) izrazeno se inducirala kod NiTi Zica pri pH 5,5, dok je rodijeva
prevlaka (RhNiTi) izazvala njenu supresiju, potvrdujuci da povrSinske obloge mogu znac¢ajno
izmijeniti ali ne i u potpunosti sprije¢iti stani¢ni odgovor [132, 133]. Celi¢ne Zice bez nikla
pokazale su povisenu ekspresiju, Sto sugerira da Fe 1 Cr imaju vecu ulogu u oksidativnom stresu
od samog nikla [1134]. Superoksid dismutaza 1 (SOD1) bila je najvise inducirana pri pH 5,5
kod celi¢nih Zica bez nikla i CoCr slitina. Kod pH 6,6 ekspresija je uglavnom bila utiSana, $to

ukazuje na jasnu povezanost izmedu kiselog okoliSa, poveCanog otpuStanja iona i jace
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aktivacije oksidativnih putova [134, 135]. Superoksid dismutaza 2 (SOD2) posebno je bila
inducirana kod NiTi i CoCr Zzica pri pH 5,5 (do 27 puta u odnosu na kontrolu). Prevlaka rodija
znacajno je smanjila ovaj odgovor, dok je pri pH 6,6 gotovo sva ekspresija bila supresirana
osim kod CoCr zice. Ovaj obrazac potvrduje ulogu iona Co i Cr u odrzavanju oksidativnog
potencijala i u neutralnijim uvjetima [135, 136]. Katalaza (CAT) pokazala je drugaciji obrazac
— inducirana je i pri pH 6,6. Najveca ekspresija zabiljezena je kod NiTi pri pH 5,5 (26 puta vise
od kontrole) te kod CoCr, dok je RhNiTi u ovom sluc¢aju djelovao stimulativno. To potvrduje
da katalaza, kao enzim ukljuen u razgradnju H»O»,, reagira na sekundarne produkte

oksidativnog stresa i pokazuje Siri raspon fizioloske reaktivnosti [134, 137].

ICP-MS rezultati na kvascevoj podlozi pokazali su znatno vece koncentracije otpusStenih iona
nego u umjetnoj slini. Najvise se otpustao Fe (Celicne 1 CoCr Zice), zatim Co 1 Cr iz CoCr, Ni 1
Ti iz NiT1, dok su Al, Mn i Cu neocekivano detektirani i u slitinama u kojima nisu deklarirani.
Rodijem i zlatom presvucene NiTi Zice otpusStale su minimalne koli¢ine iona. Ovi rezultati
objasnjavaju zasto su u bioloskim testovima najizrazeniji odgovori zabiljezeni kod NiTi, CoCr

1 Celicnih Zica, dok su TMA Zice pokazale stabilniji profil [132, 136, 137].

Povrsinske analize potvrdile su nalaze ICP 1 ekspresijskih testova. NiTi Zice pokazale su
izrazenu koroziju pri pH 5,5, s gubitkom Ni 1 Ti i pove¢anim sadrZajem kisika, dok je pri pH
6,6 doslo do stvaranja pasivnog oksidnog sloja. Rh i Au prevlake smanjile su degradaciju, ali
nisu sprijedile oksidaciju i gubitak titanija [134]. Celi¢ne i CoCr Zice pokazale su znagajnu
oksidaciju pri pH 5,5, uz gubitak osnovnih elemenata i pojavu kontaminanata (Sr, Na, C), dok
je pri pH 6,6 doslo do stabilizacije zahvaljujuéi pasivnim slojevima. Celi¢na Zica bez nikla
pokazala je znacajnu oksidaciju uz gubitak Fe 1 Cr i taloZenje neoc¢ekivanih elemenata (Ti, Al,
Si), potvrduju¢i kompleksne procese korozije. TMA Zica bila je najotpornija, s minimalnim
promjenama u sastavu i stabilnim udjelom Ti, §to potvrduje njezinu dobru otpornost na koroziju

1 kompatibilnost.

Integracijom svih analiza jasno se potvrduje povezanost izmedu otpuStanja iona, korozije
povrsine 1 bioloSkog oksidativnog odgovora. NajizraZeniji odgovori zabiljezeni su kod
materijala koji otpuStaju najvise iona (NiTi, CoCr, ¢eli¢ne Zice), dok su materijali poput TMA

pokazali stabilniji kemijski 1 bioloski profil.
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6. ZAKLJUCAK

Oslobadanje metala iz dentalnih ortodontskih slitina in vitro ukupno je nize za hipoalergene
ekvivalente u usporedbi sa standardnim dentalnim slitinama. Nizi pH umjetne sline uglavnom
je uzrokovao vecée pocetno i ukupno oslobadanje metalnih iona. NiTi je otpustio vise metalnih
iona titanija i nikla u usporedbi s NiTi-p. Nehrdaju¢i Celik oslobada vise zeljeza, kroma i nikla
u usporedbi s ¢elikom bez nikla. CoCr oslobada kobalt u visokoj koncentraciji a niske koli¢ine
kroma, nikla, i molibdena u usporedbi s molibdenom i titanijem koje oslobada TMA. Nije
uocena statisticki znacajna promjena parametara povrSinske hrapavosti promatranih zica
promjenom pH umjetne sline. Promjena pH sline nema statisti¢ki znacajan utjecaj na tvrdocu i
Y oungov modul elasti¢nosti promatranih Zica u razli¢itom pH sline, osim za NiTi-p. Ne ocekuje
se znatan utjecaj na klinicki rad, jer su zabiljeZzene promjene povezane za promjene povrsine, a
ne osnovnog materijala. Preporuke za klinicki rad su vodene manjim otpustanjem metalnih iona

iz promatranih slitina, pa se daje prednost koriStenju hipoalergenih inacica.

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da eluirani metalni ioni iz ortodontskih zica induciraju
razliCite obrasce ekspresije antioksidativnih enzima ovisno o vrsti legure i pH okolisa. NiTi i
CoCr zice pokazale su najsnazniji potencijal za indukciju GSH, SOD 1 katalaze, dok su Celi¢ne
zice bez nikla ukazale na klju¢nu ulogu Zeljeza i kroma u poticanju oksidativhog odgovora.
PovrSinska prevlaka rodija pokazala je dvosmjerne ucinke — supresiju SOD2, ali indukciju
katalaze — Sto potvrduje sloZenost interakcije izmedu zaStitnih slojeva i otpusStanja iona. Ovi
nalazi ukazuju da biokompatibilnost ortodontskih materijala nije staticna, ve¢ dinami¢no ovisi
o mikrookoli$nim uvjetima, posebice o pH. Stoga se pri odabiru materijala u klini¢koj praksi
mora uzeti u obzir da promjene u oralnom okoliSu mogu znacajno modificirati stani¢ni odgovor,

Sto ima vaznost za sigurnost 1 dugoro¢nu stabilnost terapije.

Mjerenja ICP-MS na kvas€evoj podlozi potvrdila su da se oslobadaju znatno vece koli¢ine iona
nego u umjetnoj slini, §to ukazuje na vaznost medija u procjeni korozivnog potencijala. Najvise
su se otpustali Fe, Co, Cr, Ni 1 Ti, pri ¢emu su celi¢ne 1 CoCr zZice te NiTi bile dominantni
izvori. Kombinacijom ovih kemijskih nalaza i1 prethodnih podataka o ekspresiji antioksidativnih
enzima moze se zakljuciti da postoji jasna povezanost izmedu otpuStanja iona i aktivacije

oksidativnog odgovora stanica. NajizraZeniji odgovori zabiljeZeni su kod legura koje otpustaju
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visoke razine Fe, Co, Cr i Ni, Sto potvrduje da upravo ti elementi imaju najveci potencijal za

induciranje oksidativnog stresa i bioloskih posljedica.

SEM/EDX analiza pokazala je da NiTi, CoCr i SS prolaze kroz znacajnu koroziju pri kiselom
pH (5,5), sto dovodi do gubitka osnovnih elemenata, povecane oksidacije i pojave
nedeklariranih elemenata na povrsSini. Pri pH 6,6 sve su legure pokazale vecu stabilnost,
najces¢e zbog formiranja zastitnih oksidnih slojeva. Plemenite prevlake (Rh, Au) usporile su,
ali nisu sprijecile degradaciju, dok je TMA slitina pokazala najvecu otpornost. Kombinacija
morfoloskih 1 kemijskih analiza (SEM/EDX, ICP) s bioloSkim testovima (ekspresija
antioksidativnih enzima) jasno potvrduje da oslobadanje iona i korozija imaju izravnu vezu s
oksidativnim odgovorom stanica. Ovi nalazi naglasavaju da se pri odabiru ortodontskog
materijala moraju uzeti u obzir ne samo nominalni sastav legure nego i potencijalna korozivna

ponaSanja u realnim oralnim uvjetima, gdje pH moZe znacajno varirati.

Ovo istrazivanje pokazalo je da dentalne ortodontske Zice razli¢itog sastava izazivaju razlicite
razine korozije i otpustanja iona, Sto izravno utjece na stani¢ni oksidativni odgovor. NiTi i CoCr
zice uzrokuju najsnaznije promjene, s izrazenim otpustanjem Ni, Ti, Co i Cr iona, $to dovodi
do snazne indukcije antioksidativnih enzima (GSH, SOD, katalaza). Celi¢ne Zice (s ili bez
nikla) pokazuju znacajnu oksidaciju, pri ¢emu Fe i Cr imaju dominantnu ulogu u oksidativhom
stresu. TMA Zica pokazala se najstabilnijom, s minimalnim otpustanjem iona i konzistentnim
povrsinskim sastavom. Rodijeve i zlatne prevlake smanjile su otpuStanje iona, ali nisu potpuno
eliminirale korozivne 1 bioloSke uc¢inke. pH se pokazao kljuénim ¢imbenikom: kiselo okruZenje
(5,5) znacajno pojacava koroziju, otpustanje iona i stani¢ni stres, dok neutralniji pH (6,6) potice

stvaranje pasivnih oksidnih slojeva i djelomi¢nu zastitu.

Svi ovi nalazi imaju jasne klini¢ke implikacije jer uvjeti u usnoj Supljini nisu konstantni — pH
varira ovisno o prehrani, higijeni i upalnim procesima. Stoga odabir ortodontskog materijala
mora ukljucivati procjenu njegove otpornosti na koroziju u realnim oralnim uvjetima, a ne samo

deklarirani kemijski sastav.
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Popis slika

Slika 1. Povecanje broja stanica pri a) pH 5,5 i b) pH 6,6. Rezultati su prikazani kao
aritmeticka sredina (AS), aritmeticka sredina + standardna pogreska (AS + SP) te aritmeticka

sredina i standarno odstupanje (AS £ SO).

Slika 2. Relativna promjena izri¢aja glutation sintetaze (GSH) pri a) pH 5,5 1 b) pH 6,6.
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (AS), aritmeticka sredina + standardna
pogreska (AS = SP) te aritmeticka sredina i standardno odstupanje (AS £ SO). * Statisticki
znacCajna razlika medu naznac¢enim uzorcima (Kruskal-Wallis test viSestruke usporedbe (p <

0,05)).

Slika 3. Relativna promjena izricaja superoksid dismutaze 1 pri a) pH 5,5 i b) pH 6,6.
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (AS), aritmeticka sredina + standardna
pogreska (AS £ SP) te aritmeticka sredina i standarno odstupanje (AS + SO). * Statisticki
znacajna razlika medu naznacenim uzorcima (Kruskal-Wallis test viSestruke usporedbe (p <

0,05)).

Slika 4. Relativna promjena izri¢aja superoksid dismutaze 2 pri a) pH 5,5 1 b) pH 6,6.
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina (AS), aritmeticka sredina + standardna
pogreska (AS = SP) te aritmeticka sredina 1 standardno odstupanje (AS £ SO). * Statisticki
znacajna razlika medu naznac¢enim uzorcima (Kruskal-Wallis test viSestruke usporedbe (p <

0,05)).

Slika 5. Relativna promjena izri¢aja katalaze pri a) pH 5,5 1 b) pH 6,6. Rezultati su prikazani
kao aritmeticka sredina (AS), aritmeticka sredina + standardna pogreska (AS + SP) te
aritmeticka sredina 1 standarno odstupanje (AS £ SO). * Statisticki zna¢ajna razlika medu

naznacenim uzorcima (Kruskal-Wallis test viSestruke usporedbe (p < 0,05)).

Slika 6. Otpustanje nikla iz analiziranih uzoraka pri pH 5,5.
Slika 7. Otpustanje nikla iz analiziranih uzoraka pri pH 6,6.

Slika 8. Otpustanje titanija iz analiziranih uzoraka pri pH 5,5.

Slika 9. Otpustanje titanija iz analiziranih uzoraka pri pH 6,6.

Slika 10. Usporedba otpustanja titanija iz NiTi i NiTi-p pri pH 5,5 (lijevo) 1 pH 6,6 (desno)

pokazuje znacajne razlike za svaku vremensku toc¢ku (*** p <0,001; ** p <0,01).
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Slika 11. Otpustanje Zeljeza iz analiziranih uzoraka pri pH 5,5.
Slika 12. Otpustanje Zeljeza iz analiziranih uzoraka pri pH 6,6.

Slika 13. Usporedba zeljeza oslobodenog iz SS i1 SS bez nikla slitina za svaku vremensku
tocku pri pH 5,5 (lijevo) i pH 6,6 (desno) pokazuje znacajne razlike (* p < 0,05;; ***p <
0,001; ** p <0,01).

Slika 14. Otpustanje kroma iz analiziranih uzoraka pri pH 5,5.
Slika 15. Otpustanje kroma iz analiziranih uzoraka pri pH 6,6.

Slika 16. Usporedba kroma oslobodenog iz SS 1 SS bez nikla slitina za svaku vremensku

tocku pri pH 5,5 (lijevo) i pH 6,6 (desno) pokazuje znacajnu razliku (***p < 0,001).
Slika 17. Otpustanje kobalta iz analiziranih uzoraka pri pH 5,5.

Slika 18. Otpustanje kobalta iz analiziranih uzoraka pri pH 6,6.

Slika 19. Otpustanje mangana iz analiziranih uzoraka pri pH 5,5.

Slika 20. Otpustanje mangana iz analiziranih uzoraka pri pH 6,6.

Slika 21. Otpustanje molibdena iz analiziranih uzoraka pri pH 5,5.

Slika 22. Otpustanje molibdena iz analiziranih uzoraka pri pH 6,6.

Slika 23. Usporedba molibdena oslobodenog iz CoCr 1 TMA slitina za svaku vremensku
tocku pri pH 5,5 (lijevo) i pH 6,6 (desno) uz pokazane razlike (n.s., nije znacajno; ** p <0,01;

*#% p <0,001) u svakoj vremenskoj tocki.

Slika 24. Profili otpusStanja najzastupljenijih iona metala nakon eluiranja od 28 dana u kvas¢evu

podlogu kao medij, odredeni ICP-MS metodom, a) pri pH 5,5 1 b) pri pH 6,6.

Slika 25. Graficki prikaz vrijednosti Youngovog modula elastiCnosti (E£ir) izmjerenith
nanoindentacijom (MPa — megapaskal; 1 — NiTi, 2 — NiTi-p, 3 — SS, 4 — SS bez nikla, 5 — CoCr,
6 — TMA).

Slika 26. Graficki prikaz vrijednosti Tvrdo¢e (Hir) izmjerenih nanoindentacijom (MPa —

megapaskal; 1 — NiTi, 2 — NiTi-p, 3 — SS, 4 — SS bez nikla, 5 — CoCr, 6 — TMA).
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Slika 27. Trodimenzionalni prikaz povrSine zice NiTi bez uranjanja u slinu (kontrola), te nakon

28 dana uranjanja u umjetnu slinu pH 5,5 1 6,6.

Slika 28. Trodimenzionalni prikaz povrSine zice NiTi-p bez uranjanja u slinu (kontrola), te

nakon 28 dana uranjanja u umjetnu slinu pH 5,5 1 6,6.

Slika 29. Trodimenzionalni prikaz povrsine zice SS bez uranjanja u slinu (kontrola), te nakon

28 dana uranjanja u umjetnu slinu pH 5,5 1 6,6.

Slika 30. Trodimenzionalni prikaz povrsSine Zice SS bez nikla bez uranjanja u slinu (kontrola),

te nakon 28 dana uranjanja u umjetnu slinu pH 5,5 1 6,6.

Slika 31. Trodimenzionalni prikaz povrsine zice CoCr bez uranjanja u slinu (kontrola), te nakon

28 dana uranjanja u umjetnu slinu pH 5,5 1 6,6.

Slika 32. Trodimenzionalni prikaz povrSine zice TMA bez uranjanja u slinu (kontrola), te nakon

28 dana uranjanja u umjetnu slinu pH 5,5 1 6,6.

Slika 33. SEM/EDX analiza NiTi zice, kontrolni, netretirani uzorak; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 34. SEM/EDX analiza NiTi Zice nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize 1 b) tablicni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 35. SEM/EDX analiza NiTi Zice nakon eluiranja pri pH 6,6; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize 1 b) tablicni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 36. SEM/EDX analiza NiTi-p Zice, kontrolni, netretirani uzorak; a) mikroskopska slika s

oznaCenim mjestima EDX analize 1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 37. SEM/EDX analiza NiTi-p Zice nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize 1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 38. SEM/EDX analiza NiTi-p Zice nakon eluiranja pri pH 6,6; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize i1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 39. SEM/EDX analiza Celi¢ne zZice, kontrolni, netretirani uzorak; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize i1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.
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Slika 40. SEM/EDX analiza celi¢ne zice nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 41. SEM/EDX analiza Celi¢ne zice nakon eluiranja pri pH 6,6; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 42. SEM/EDX analiza celiéne zice bez nikla, kontrolni, netretirani uzorak; a)
mikroskopska slika s ozna¢enim mjestima EDX analize i1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize

povrsine.

Slika 43. SEM/EDX analiza Celi¢ne zZice bez nikla nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska

slika s ozna¢enim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 44. SEM/EDX analiza Celi¢ne Zice bez nikla nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska

slika s ozna¢enim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 45. SEM/EDX analiza Celi¢ne Zice bez nikla nakon eluiranja pri pH 6,6; a) mikroskopska

slika s ozna¢enim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrsine.

Slika 46. SEM/EDX analiza CoCr zice, kontrolni, netretirani uzorak; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 47. SEM/EDX analiza CoCr zice, kontrolni, netretirani uzorak; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize 1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 48. SEM/EDX analiza CoCr Zice nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize 1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 49. SEM/EDX analiza CoCr Zice nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize 1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 50. SEM/EDX analiza CoCr Zice nakon eluiranja pri pH 6,6; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize i1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 51. SEM/EDX analiza TMA Zzice, kontrolni, netretirani uzorak; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize 1 b) tablicni prikaz elementarne analize povrSine.

Slika 52. SEM/EDX analiza TMA zice nakon eluiranja pri pH 5,5; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize 1 b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.

112



Slika 53. SEM/EDX analiza TMA zice nakon eluiranja pri pH 6,6; a) mikroskopska slika s

oznacenim mjestima EDX analize i b) tabli¢ni prikaz elementarne analize povrSine.
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Popis tablica

Tablica 1. Primijenjeni qPCR protokol

Tablica 2. Karakteristike koriStenih pocetnica gena oksidativnog stresa (sekvenca, taliste,

veli¢ina te udjel GC baza)

Tablica 3. Analiza glavnih uc¢inaka koristenjem analize varijance za ponovljena mjerenja s
testiranjem ucinaka pH, vrste slitine 1 viemena (mjeSovita ANOVA), za titanij osloboden iz

NiTi i NiTi-p slitina
Tablica 4. Analiza glavnih efekata za SS 1 SS bez nikla slitine
Tablica 5. Analiza glavnih efekata za SS 1 SS bez nikla slitine

Tablica 6. Analiza glavnih u¢inaka pomocu analize varijance za ponovljena mjerenja za
ispitivanje u¢inaka pH, vrste slitine i vremena (mjeSovita ANOVA) za oslobodeni molibden iz

CoCr 1 TMA slitina

Tablica 7. Rezultati AFM analize (Sg, Ra 1 Rq) za NiTi, NiTi-p, ¢eli¢ne, ¢eli¢ne bez nikla, CoCr
1 TMA zice pri pH 5,51 6,6
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Popis pokrata

Ni — nikal
Ti — titanij
Co — kobalt
Cr — krom

Mo — molibden

Fe — zeljezo

NiTi — slitina nikal-titanij

SS — plemeniti celik (engl. stainles steel)

TMA — slitina titanij-molibden (engl. titanium-molybdenum alloy)
CoCr - slitina kobalt-krom

pH — potentia Hydrogenii

p — razina statisticke znacajnosti

ICP — induktivno spregnuta plazma (engl. inductively coupled plasma)
AFM — mikroskop atomskih sila (engl. atomic force microscopy)

SEM/EDX — skenirajuci elektronski mikroskop / energijska disperzivna rendgenska
spektroskopija (engl. scanning electron microscopy with energy dispersive spectroscopy)

sur. — suradnici

S. mutans — Streptococcus mutans

TiO> — titanij dioksid

TiN — titanijev nitrid

RhNiTi — slitina nikal-titanij presvucena rodijem
TiMo — slitina titanij-molibden

EU — Europska unija

IARC — Medunarodna agencija za istrazivanje raka (engl. International Agency for Research
on Cancer)

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)
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NTP — Nacionalni toksikoloski program (engl. National Toxicology Program)
FDA — Uprava za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)
CMR - kancerogeni mutageni reprotoksicni (engl. cancerogenic, mutagenic, reprotoxic)
um — mikrometar

Ra. — prosjecna visina amplitude

Ry — maksimalna hrapavost od vrha do udoline

P — maksimalna visina profila

Rgi — zakrivljenost

Ry — kurtosis

Wa — prosjek valovitosti

2D — dvodimenzionalna

3D — trodimenzionalna

RMS - korijen srednje vrijednosti kvadrata

Sq — hrapavost

Ssk — zakrivljenost

Sku — kurtosis

Sdq — nagib povrsine

Sir — omjer teksture

Oe — singlentni kisik

Oz — superoksidni anion

H>0; — vodikov peroksid

OHe — hidroksilni radikal

ROS — reaktivni kisikovi spojevi, vrste (engl. Reactive Oxygen Species)
DNK - deoksiribonukleinska kiselina

Nrf2 — nuklearni eritroidni faktor 2

UM — mikromol

Zr — cirkonij
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Hf — hafnij

Nb — niobij

Ta — tantal

Ru — rutenij

Si — silicij

V — vanadij

Mn — mangan

Cu — bakar

Zn — cink

Co*" — ioni kobalta

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
S. cerevisiae — Saccharomyces cerevisiae

ASod1 — vrsta mutanta Saccharomyces cerevisiae

ACttl — vrsta mutanta Saccharomyces cerevisiae
GSH - glutation (sintetaza)

SOD - superoksid dismutaza

CAT — katalaza

GPx — glutation peroksidaza

SOD1 — superoksid dismutaza 1
SOD2 — superoksid dismutaza 2
Yapl — vrsta transkripcijskog faktora
Skn7 — vrsta transkripcijskog faktora
HOG — glicerol visoke osmolarnosti
g/l — grama po litri

KCI — kalijev klorid

NaHCO03 — natrij hidrogen karbonat
KSCN — kalijev tiocijanat

NaOH — natrij hidroksid

°C — celzijev stupanj

mL — mililitar
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SAD - Sjedinjene Americke Drzave

XTT-test — test s tetrazolium bojom

GSH + GSSG/GSH 4ssay Kit — glutation + glutation disulfid kit za analizu
konc. — koncentracija

st/mL — stanica po mililitru

okr/min — okretaja u minuti

GSHI1 — glutation sintetaza 1

CTTI1 —katalaza 1

SGA1 — glikoamilaza specifi¢na za sporulaciju

RNA - ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)
nm — nanometar

cDNA — engl. complementary deoxyribonucleic acid
pL — mikrolitar

pg — mikrogram

no RT —engl. no reverse transcriptase

NTC — engl. no template control

PCR — engl. Polymerase Chain Reaction

ng/uL — nanograma po mikrolitri

ddH>O — dvostruko destilirana voda (engl. double distilled H>O)
qPCR — engl. quantitative Polymerase Chain Reaction
dsDNA — engl. double stranded deoxyribonucleic acid
Tt — temperatura taljenja

n — broj ciklusa

Ct — ciklusni prag

2-AACT _ relativna kvantifikacijska metoda prema Livaku

AACT — referentni (kontrolni) uzorak

cm — centimetar

o/min — okretaja u minuti

ICP-MS — induktivno spregnuta plazma-masena spektrometrija (engl. Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry)

HNO3; — nitratna kiselina

pg/cm? — mikrogram po centimetru kvadratnom

mm — milimetar

Hir — tvrdo¢a nanoindentiranja
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Eir — Youngov modul elasti¢nosti

nN — nanonjutn

ISO — engl. International Organization for Standardization
mN — milinjutn

s — sekunda

nm/s — nanometar u sekundi

R, — aritmeticka srednja hrapavost povrsine

Rq — srednja kvadratna hrapavost

R, — maksimalna visina neravnina

©Q — maseni udjel

Si3Ny — silicijev nitrid

N/m — njutn po metru

SEM - skeniraju¢i elektronski mikroskop (engl. scanning electron microscopy)
kV —kilovolt

EDX — energijska disperzivna rendgenska spektroskopija (engl. energy dispersive
spectroscopy)

UK — Ujedinjeno Kraljevstvo

Al>O3 — aluminijev oksid

Ar(V) — argon (plinovit)

NaCl — natrij klorid

MgO — magnezijev oksid

GaP — galijev fosfid

Si0, — silicijev dioksid

KBr — kalijev bromid

Rh —rodij

ANOVA - analiza varijance

NiTi-p — nikal-titanij s prevlakom

sl. — slika/e, slikama, slici

BROJA ST. — broja stanica

DFn — Stupnjevi slobode za broj razina

DFd — Stupnjevi slobode za broj mjerenja

ges — generalizirani eta kvadrat

n.s. — nije znacajno (engl. not significant)
pg/cm? — mikrogram po kvadratnom centimetru
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Ti/cm? — titanij po kvadratnom centimetru
Fe/cm? — Zeljezo po kvadratnom centimetru
Cr/cm? — krom po kvadratnom centimetru
Mo/cm? — molibden po kvadratnom centimetru
MPa — megapaskal

AS — aritmeticka sredina

SO — standardno odstupanje

C —ugljik

Al — aluminij
O — kisik

Sp — Spectrum
S — sumpor
K — kalij

Au — zlato
Pb — olovo
Na — natrjj
Cl —klor

Ca — kalcij

P — fosfor

Sb — antimon

F — fluor

W — volfram

Sr — stroncij

Sn — kositar

UL — gornja podnosljiva razina unosa

mg/dan — miligram po danu

DNEL - izvedena razina bez prigovora

pg/kg — mikrograma po kilogramu

tm/dan — tjelesne mase po danu

mg/kg — miligrama po kilogramu

RDA — Preporuceni prehrambeni dodaci (engl. Recommended Dietary Allowances)
TiMb — titanij-molibden

XRD — rendgenska difrakcija (engl. X-ray diffraction)
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