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Nikal - titanske ortodontske Zice u interakciji s oralnim antisepticima: kemijski,

mehanicki i bioloSki u¢inak

SAZETAK

Cilj istrazivanja bio je ispitati utjecaj oralnih antiseptika na koroziju ortodontskih slitina nikal-
titana (NiTi) razli¢ih prevlaka te bioloske ucinke korozije. Neoblozene NiTi zice (0,020 x
0,020™) i NiTi zice prevucéene titanijevim nitridom i rodijem testirane Su U interakciji s
umjetnom slinom vrijednosti pH 4,8 na temperaturi od 37°C 1 s oralnim antisepticima
baziranima na hijaluronskoj kiselini (Gengigel), klorheksidinu (Curasept) i etericnim uljima
alkoholne baze (Listerine). Dinamika oslobadanja iona nikla i titana zabiljezena su trecega,
sedmoga, Cetrnaestoga, dvadeset i prvoga i dvadeset i omoga dana optickom emisijskom
spektroskopijom i masenom spektrometrijom induktivno spregnutom plazmom. Fleksibilnost i
rezilijencija procjenjivani su testom savijanja u tri tocke. Za analizu vrste korozije koristene su
elektrokemijska impedancijska spektroskopija i cikli¢ka polarizacija. Biolosko djelovanje iona
Ni i Ti istraZzeno je na humanim stani¢nim linijama jezika CAL 27, jetre HEP G2 i debelog
crijeva Caco-2. Rezultati su pokazali da je korozija NiTi u vezi s vrstom oralnih antiseptika i
prevlake. Brzina i stupanj korozije uglavnom se poveéavaju uz dodatak antiseptika. Zbog
izloZenosti umjetnoj slini i antisepticima smanjuje se fleksibilnost i rezilijencija NiTi Zica.
Utjecaj medija znacajniji je od utjecaja vrste prevlake slitine. Najvece oslobadanje iona Ni
dogada se unutar prva tri dana. Oslobadanje iona Ti uglavnom potvrduje nalaze stope
generalizirane korozije. Bioloski efekt iona Ni i Ti nije velik. loni nikla i titana ne izazivaju
samostalno znacajni citotoksic¢ni efekt, ve¢ njihova kombinacija. Povecanjem koncentracije
nikla i titana poveéava se citotoksi¢nost i to vise S titanom nego niklom. Moze se zakljuciti da
promjene ortodontske naprave inducirane antisepticima ne bi imale veliki klini¢ki znacaj.

Citotoksi¢nost znacajno jako linearno korelira s indukcijom slobodnih radikala

Kljucne rijeci: korozija; nikal-titanska slitina; ortodontske zice; povrsinska svojstva



Nickel — titanium orthodontic archwires in interaction with oral antiseptics: chemical,

mechanical and biological effect

SUMMARY

AIM: The aim was to explore the influence of the oral antiseptics on the corrosion of nickel-
titanium (NiTi) orthodontic alloys with various coatings and subsequent biological effects.
MATERIALS AND METHODS: Uncoated, titanium nitride coated and rhodium coated NiTi
archwires (0.020x0.020") were tested in interaction with artificial saliva pH 4.8 at the
temperature of 37°C and oral antiseptics based on and hyaluronic acid (Gengigel),
chlorhexidine (Curasept) and essential oils in alcohol base (Listerine). The dynamics of nickel
and titanium ions release were recorded 3th, 7th, 14th, 21th and 28th day by inductively coupled
plasma-optical emission spectroscopy and mass spectrometry. Flexibility and resilience of
archwires were assessed by three-point bending test. Electrochemical impendance spectroscopy
and cyclic polarization were used to analyse corrosion type. Biological effect of Ni and Ti ions
was explored on cell lines of human tongue CAL 27, liver HEP G2 and colon Caco-2.
RESULTS: Corrosion of NiTi is related to type of antiseptic mouth rinse and coating
formulations. The rate and degree of corrosion mainly increase with the addition of antiseptics.
Exposure to an artificial saliva and antiseptics tend to reduce flexibility and resilience of NiTi
archwires, but not to a great extent. The influence of the media is more significant than the
influence of the type of the alloys coating. The largest release of Ni ions is in the first three
days. The release of Ti ions mainly supports findings of general corrosion rate. Biological effect
of released Ni and Ti ions is not high. Ni and Ti ions alone do not induce a major cytotoxic
effect, but their combination does. Increase in concentration of Ni and Ti tend to increase
cytotoxicity, titanium more than nickel. Correlation between cytotoxicity and induction of free
radicals is significant, linear and strong.

CONCLUSION: Changes of orthodontic appliance induced by antiseptics would not have a

clinically important impact.

Key words: corrosion; nickel-titanium alloy; orthodontic wires; surface properties; cytotoxicity
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Popis skracenica

PDL — parodontni ligament

NiTi — nikal titanska legura

TiOx - titanov oksid

E — modul elasti¢nosti

YS — tocka popustanja

RhNITi — rodirana nitinolska zica

NNiTi — nitrirana nitinolska Zica



1. UvOD
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1.1. Ortodontska biomehanika

Ortodontskim tretmanom malokluzija i kraniofacijalnih nepravilnosti uspostavlja se skladan
odnos zuba i Celjusti, poboljSava zZvacna funkcija, fonacija 1 estetika lica. U¢inkom na opce i
oralno zdravlje, podizanjem samopouzdanja pojedinca pozitivno se utjeCe i na poboljsanje
kvalitete zivota (1).

Mehanika je prirodna znanost ¢iji poéetci sezu u doba prije Krista. Ona je najstarija grana fizike
koja opisuje utjecaj sile na tijelo. Biomehanika kao disciplina proucava fizicke i mehanicke
zakone u bioloSkom sustavu (2).

Ortodontskom terapijom aplicira se sila na zube. Ta je sila generirana u razli¢itim mobilnim ili
fiksnim napravama. Kako bi doslo do pomaka zuba sila mora biti dugotrajna, ali ne i apsolutno
kontinuirana. Pomak zuba u ortodonciji temelji se na odgovoru parodontnog ligamenta (PDL)
i okolne kosti na apliciranu silu uslijed ¢ega se pokreée niz sloZenih bioloskih reakcija koje
rezultiraju pomakom zuba kroz kost.

Optimalna razina sile za ortodontski pomak ona je koja omoguéava stani¢nu stimulaciju bez
potpunog prekida krvi u parodontnom ligamentu, a jednaka je kapilarnom tlaku od 20 do 26
cN/cm? povrsine korijena (1). Trajanje sile 4 - 8 sati minimum je koji je potreban za poticanje
stani€ne proliferacije 1 posljediéno pomak zuba (1). Razina prostaglandina E2, snaZnog
stimulatora koStane resorpcije, najvisa je u gingivnoj sulkusnoj tekuéini 24 sata nakon
aplikacije sile (3).

Za razliku od mobilnih naprava, fiksnim napravama postizu se kontinuirane sile. Slabe
kontinuirane sile omoguciju fizioloski pomak zuba stimuliranjem proliferacije stanica koje
dovode do frontalne resorpcije lamine dure kostane alveole. Sveobuhvatna terapija fiksnim
ortodontskim napravama prosjecno traje dvije godine i prolazi kroz tri faze: nivelacija zubnog
luka, radna faza i finalizacija. Cilj je prve faze postizanje idealnog oblika zubnog luka
horizontalnom i vertikalnom nivelacijom rotiranih i distopi¢no polozenih zuba, izravnavanje
Speeove krivulje uz kontrolu anteroposteriornog polozaja sjekutica, posteriorne Sirine i oblika
zubnog luka. Ortodontski zi¢ani lukovi glavni su izvor sile. Energija sadrzana u njima oslobada
se prilikom deformacije luka (4). Nivelacijski zicani lukovi moraju posjedovati kombinaciju
sile, elasti¢nosti i velikog raspona djelovanja. Sila kojom djeluju treba biti lagana i kontinuirana,
jacine oko 50 cN kako bi se izbjegle nezeljene nuspojave. Nikal-titanska legura (NiTi)
predstavlja materijal izbora u inicijalnoj fazi ortodontske terapije. Njihova niska deaktivacijska

sila rezultira fizioloskim odgovorom PDL-a i kosti.
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Radna faza odvija se na krutim ¢eli¢énim zi¢anim lukovima. Tijekom te faze, za potrebe pomaka
zuba, mogu se koristiti potisne ili vlatne opruge koje se izraduju od NiTi slitine. U ovoj fazi
korigiraju se odnosi kutnjaka i bukalnih segmenata, zatvaraju ekstrakcijski prostori kao i ostali
prostori u lukovima. PostiZe se anteroposteriorni sklad.

U zavrs$noj fazi osim ¢eli¢nih lukova primjenjuju se i titan-molibdenski lukovi, a po potrebi i
NiTi lukovi. Cilj je ove faze namjestanje polozaja pojedinih zubi, paraleliziranje korijenova,
korekcija vertikalnih odnosa sjekutica i postizanje njihova ispravnog vestibulo-oralnog i mezio-
distalnog nagiba.

Legura nikla i titana, poznata kao Nitinol, sadrzi navedene kemijske elemente u podjednakom
omjeru. Naziv Nitinol izveden je od njegova sastava i njegova mjesta otkrivanja: Nickel
Tianium-Naval Ordance Laboratory. William Buehler i Frederick Wang otkrili su njegova
svojstva tijekom istrazivanja u Naval Ordnance Laboratory 1959. godine (1).

Nitinol posjeduje dva srodna i jedinstvena svojstva: efekt pamcenja oblika i superelasti¢nost.
Pamcenje oblika vidljivo je u pojavi da se nakon deformacije materijal vraca u svoj prvobitni
nedeformirani oblik uslijed izlaganja odredenoj poviSenoj temperaturi. Superelasti¢nost Se
pojavljuje u uskom temperaturnom intervalu neSto iznad temperature transformacije, tj.
deformacije. Temperatura nije potrebna za povratak u nedeformirani oblik (5).

Kristalna reSetka NiTi slitine moze postojati u dva oblika: martenzitnoj ili austenitnoj (6). Ta
kristalografska osobitost odreduje pamcenje oblika i1 superelasti€nost. Martenzitna forma
prisutna je na nizim temperaturama dok se prijelaz u austenitnu fazu odvija na viSim
temperaturama. NiTi zica u austenitnom obliku poprima formu idealnog luka. Kod slitine
potpuno transformirane u austenit, proporcionalan je odnos naprezanja i deformacije kao npr.
kod celika. Svojstvo superelasticnosti vezano je za martenzitnu formu. Osim promjenom
temperature martenzicna transformacija dogada se i pod utjecajem sile na zicu. Lokalizirano
formiranje martenzita, potrebnog za postizanje superelasti¢nosti, dolazi na mjestima zi¢anog
luka na kojem je on ligiran za bravicu. Udio martenzita povecava elasti¢nost slitine i takvo
svojstvo slitine naziva se pseudoelasti¢nost (1,5,6).

NiTi lukovi jedni su od najcesc¢e koristenih lukova u ortodonciji. Odlikuje ih nizak omjer
naprezanje — deformacija, visoka elasti¢nost, fleksibilnost i rezilijencija (4,5).

Visoka elasti¢nost podrazumijeva moguénost deformacije zice uslijed djelovanja sile, a nakon
prestanka optereCenja vracanje u prvobitan oblik. Fleksibilnost je odgovor na silu bez nastanka
trajne deformacije. Rezilijencija predstavlja mjeru pohranjene energije u zici koja je savijena

unutar svog elasti¢nog limita. To je svojstvo materijala da se vrati u prvobitan oblik
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nakon prestanka djelovanja sile kojoj je izlozeno, a koje ne prelazi granicu njegove
rastezljivosti.

Klini¢ku korisnost lukova opisuju tri osnovna svojstva: cvrstoca, krutost (ili elasti¢nost) te
raspon djelovanja. Svako od tih varijabli mogu se pojedina¢no definirati preko dijagrama sila —

otklon (slika 1) te naprezanje — deformacija (slika 2).

PROIZVOLINO

KLINIEKO OPTERECENJE
TOEKA POPUSTANJA - TOCKA
.~ PUCANJA
GRANICA /
PROPORCIONALNOSTI 4
@ 6‘0‘;\
&
01% T _ |
KORISNA ELASTIENOST
I |
! RASPON 1
SAVIJANJE

Slika 1. Dijagram sila — otklon (izradio Logobox d.0.0)

Dijagram sila — otklon opisuje krutost, odnosno elasti¢nost te podrucje djelovanja dok dijagram

naprezanje — deformacija opisuje ¢vrsto¢u materijala.
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VLACNA EVRSTOCA
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Slika 2. Dijagram naprezanje — deformacija (izradio Logobox d.0.0)

Modul elasti¢nosti, koji odreduje elasticno svojstvo materijala, ovisi 0 odnosu naprezanja i
deformacije. Proporcionalan je krutosti, a obrnuto proporcionalan elasticnosti (7). Iz odnosa
tocke popustanja (engl. yield strength, Y'S) i modula elasti¢nosti (E) moguce je izraCunati omjer
elasti¢nog vracanja (engl. springback ratio) kao mjeru savitljivosti, odnosno fleksibilnost
(YS/E) te modul rezilijencije kao mijeru popustljivosti, odnosno rezilijenciju (YS?2E).
Fleksibilnost je iznos obnovljive elasti¢éne deformacije nakon deaktivacija. Ako je deformacija
isklju¢ivo elasti¢ne prirode, raspon i korisna elasti¢nost istozna¢ni Su i rezultat su omjera
granice proporcionalnosti i modula elasticnosti. Kako klinicari Cesto tijekom aktivacije
uzrokuju 1 odredeni iznos trajne deformacije za izracun fleksibilnosti uzima se omjer tocke
popustanja i modula elasti¢nost (5).

Nivelacijsku fazu ortodontske terapije karakterizira progresivno povecanje promjera zicanih
lukova tijekom terapije. U Kklinickom radu vazno je poznavanje mehanickih karakteristika
lukova kako bi se izbjegle nezeljene nuspojave.

Vazna je Karakteristika superelasti¢cnih materijala izgled njihove krivulje aktivacije i

deaktivacije (slika 3). Zbog gubitka energije (histereza), deaktivacijska sila uvijek je niza od
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sile potrebne za aktivaciju. U klini¢koj primjeni ta je sila vazna jer ona dovodi do pomaka zuba.
Zitani lukovi koji otpustaju blage sile, neovisno o stupanju otklona, smatraju se
najucinkovitijima u prvim fazama terapije. Svaka promjena mehanic¢kih svojstva materijala

uzrokovana utjecajem okoline, moZe utjecati na ja¢inu otpustene sile i posljedi¢no na rezultate

terapije.

— 1500
E
£
£
e
< 1000
z
=
3
e 500
Z
Ll
=
S
b

OTKLON (stupnjeva)

Slika 3. Izgled krivulje aktivacije i deaktivacije superelasti¢nih materijala
(izradio Logobox d.0.0)

U svrhu poboljSanja estetike, mehanickih svojstava 1 korozijske otpornosti, na trziStu se
pojavljuju modifikacije osnovne neobloZene NiTi zice u obliku razli¢itih obloga povrSine.
Nitriranje povrSine jedan je od najvaznijih postupaka povrSinske termokemijske obrade.
Temelji se na implantiranju, odnosno difuziji dusika u povrsinski sloj ¢ime se postize visoka
tvrdoca, poboljSanje otpornosti na trosenje i zamor te bolja korozijska otpornost (8). NiTi Zice
s nitridnom prevlakom na svojoj povrsini imaju i sloj TiO2 preko sloja TiN zbog prirodne
sklonosti titana prema formiranju pasivnog sloja (9). Postupkom rodiranja na povrsinu Zice
nanosi se tanki sloj rodija i zlata (0,5mm) ¢ime se postize bolja estetika. Prethodna istrazivanja
utvrdila su kako razli¢ite prevlake ne utje¢u na promjenu radnih svojstava te generiraju

podjednake sile tijekom primjene (10).
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1.2. NeZeljeni ucinci ortodontske terapije

Dosadasnja klini¢ka, radioloSka i histoloska ispitivanja pokazala su i nuspojave ortodontskih
tretmana u vidu nezeljenih ucinaka na caklinu, korijen zuba i okolne strukture. To ukljucuje
mobilnost i bol, resorpciju korijena, gingivne recesije, oStecenje cakline te gubitak visine
alveolarne kosti (1).

Blaga mobilnost zuba tijekom ortodontske terapije normalna je pojava, nastala zbog
remodelacije kosti i reorganizacije PDL-a. Povecana mobilnost znak je primjene prejakih sila
koje uzrokuju opseznu podminirajuéu resorpciju. Prijevremeni kontakti koji vode u traumatsku
okluziju takoder mogu pojacati mobilitet zuba. Nakon Sto se ukloni uzrok, zub se stabilizira bez
trajnih posljedica. Ja¢ina boli ovisi individualno i o pacijentu. Bol se obi¢no javi tri do Cetiri
sata nakon aplikacije sile i traje tri do Cetiri dana. Dokazano je postojanje slobodnih Ziv¢anih
zavrsetaka u podrucju hijaline zone Kkoji reagiraju na pritisak i izazivaju bol (6).

Resorpcija korijena dokumentirana je nakon zavrSene ortodontske terapije. Ovisna je 0 vrsti
naprave i tipu aplicirane sile, opseznosti pomaka zuba, vremenu trajanja tretmana te starosti
pacijenta (11). U odnosu na alveolarnu kost, resorpcija je korijena nepredvidiva. Remodelacija
korijena konstantno se dogada za vrijeme ortodontskog pomaka. Trajni gubitak strukture
korijena nastaje kad se poc¢etno resorbirani cement ne reparira (1, 2). Dva su tipa resorpcije
korijena - povrsinska i apikalna resorpcija. Cement korijena i stanice PDL prekrivaju povrsinu
korijena. Oni sadrZe snazne kolagenske inhibitore koji formiraju barijeru i tako sprjecavaju
resorpciju korijena. Za vrijeme procesa remodelacije hijaline zone, nekroti¢no hijalinizirano
tkivo te zid alveolarne kosti uklanjaju se djelovanjem makrofaga i osteoklasta. Kao nuspojava
stani¢ne aktivnosti za vrijeme uklanjanja nekroti¢nog PDL izlaganje je cementa korijena
resorptivnim stanicama. Resorpcija korijena vidljiva je na mjestima koji granice s hijalinom
zonom (12, 13). Te male lakunarne resorpcije vidljive su jedino elektronskim mikroskopom i
potpuno se repariraju u fazi obnavljanja. Ako se spoje lakune sa susjednih strana taj se dio
apeksa odlomi i korijen je nepovratno skracen. Jaka lokalizirana resorpcija podrazumijeva
gubitak viSe od 1/3 korijena i1 uvijek je posljedica primjene jakih sila u ortodontskoj terapiji.
Osim produzenog trajanja terapije, na apikalnu resorpciju utjece i anatomska osobitost korijena

1 vrsta pomaka. Toj resorpciji najvise podlijezu gornji sjekutici (2).
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Prosjecni gubitak alveolarne kosti tijekom ortodontske terapije iznosi 0.5 mm i gotovo nikad
ne prelazi 1 mm. Najvece promjene nalaze se na mjestima ekstrakcije zuba. No, pomicanje zubi
napravama baziranim na niklu i titanu ima veliki osteogeni potencijal 1 moze regenerirati
deficijentne dijelove alveolarne kosti te pomicati rubove gingive (14, 15).

Nedostatak potpore alveolarne kosti i parodontnih tkiva najcesca je i najzahtjevnija dilema s
kojom se susrece interdisciplinarni stomatoloSki tim u rehabilitaciji djelomicno ozubljenih
ljudi. Smanjenje elastiCnosti 1 povecanje krutosti naprava zbog intraoralne korozije moze
producirati prevelike sile, poremetiti regeneraciju tkiva zbog ¢ega mogu nastati nepopravljive
Stete na korijenu zuba i okolnoj alveolarnoj kosti.

Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj upale gingive i demineralizacije cakline ostaci su hrane i
dentobakterijski plak. Ortodontski pacijenti imaju znacajan porast broja bakterija Streptococcus
mutans i Lactobacillus u odnosu na pacijente koji nisu u terapiji. Takoder, povecana je
tendencija gingivnom krvarenju, gubitku epitelnog pri¢vrstka i formiranju gingivnih dzepova,
posebno na molarima (16).

Bijele mrljaste lezije ozbiljna su nuspojava ortodontske terapije vidljiva kod gotovo 96%
pacijenata lijeCenih fiksnim napravama (17 — 19). Povecan broj acidogenih bakterija utjece na
snizavanje pH vrijednosti sline. To pokre¢e proces otapanja kalcija 1 fosfata iz caklinskih
prizmi. Proces je je reverzibilan ukoliko se pH vrati prema normalnim vrijednostima. Kod ve¢ih
gubitaka minerala cakline oSte¢enja su vidljiva i trajna. Stoga je kod pacijenata s nedovoljnom
oralnom higijenom i pove¢anom sklono$c¢u za nastanak karijesa neophodna upotreba sredstava

za oralnu higijenu na bazi fluorida, antimikrobnih sredstava ili probiotika.
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1.3. Oralni antiseptici

Topikalna primjena oralnih antiseptika tijekom ortodontske terapije smanjuje mogucnost
nastanka upale oralnih tkiva (gingivitis i mukozitis) i karijesa, no istovremeno moze dovesti do
pojacanog korodiranja ortodontskih Zica i nezeljenih bioloskih efekata. Ostaci hrane i formirani
plak rizi¢ni su ¢imbenici za nastanak karijesa i upale gingive. Komercijalno dostupni preparati
razli¢itog su kemijskog sastava i aktivnih tvari. lako su nuspojave rijetke, reportirane su
alergijske reakcije na njihove sastojke i pojave citotoksi¢nosti (20, 21).

Razumijevanje efekata interakcije materijala omogucava kombiniranje njihovih pozitivnih
efekta radi postizanja maksimalnog benefita za pacijenta. Elementi fiksne ortodontske naprave
pridonose zadrzavanju hrane i formiranju plaka. Plak je produkt razmnozavanja
mikroorganizama i njihova metabolizma. Cvrsto zalijepljen na povr$inu zuba moZe se ukloniti
samo mehanic¢kim ¢is¢enjem. Sastav plaka podlozan je dinamic¢kim promjenama. Metabolizam
bakterija snizava oksido-redukcijski potencijal plaka $to dovodi do razmnoZzavanja anaerobnih
bakterija roda Bacteroides, Actinomyces israelli i odredenih aerobnih koka (22). Acidogene
bakterije poput Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis i bakterije roda Lactobacilles
svojim metabolizmom stvaraju mlije¢nu kiselinu koja osim $to snizava pH plaka utjece i na
smanjenje pH same sline ¢ime se umanjuje njena protektivna vrijednost (23).

Istrazivanja su pokazala kako je u plaku starom 24 sata izmjerena pH vrijednost od 4,8 (24, 25).
Ukoliko pH vrijednost ostane niska tijekom duzeg razdoblja, gube se minerali cakline i nastaju
ostecenja klinicki vidljiva kao bijele mrljaste lezije. Takva demineralizacijska oStecenja prva
su faza u razvoju karijesne lezije. Uz poboljSanje oralne higijene, mogu se do odredene mjere
reparirati i ne zahtijevaju konzervativno lijeenje ispunom.

Kemijska kontrola plaka uz mehanic¢ko ¢iS¢enje danas su standard individualne profilakse.
Oralni antiseptici uglavnom djeluju bakteriostatski, a u odredenim koncentracijama i
baktericidno. Djelotvornost im ovisi 0 koncentraciji, viemenu djelovanja, temperaturi i nacinu
primjene. Denaturiranjem stani¢nih proteina, interferiranjem s metabolickim procesima
mikroorganizama te mijenjanjem osmotske ravnoteze dovode do raspada same stanice (26). U
skupinu oralnih antiseptika ubrajaju se fenoli, kvarterni amonijevi spojevi, metalne soli,
povidon jodid, natrij hipoklorit te preparati na bazi klorheksidina, eteri¢nih ulja, hijaluronske
kiseline ili preparati potpuno organskih sastojaka (26). Klorheksidin najucinkovitije je

antimikrobno sredstvo u usnoj Supljini (27). Koristi se u prevenciji gingivitisa, sekundarnoj
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prevenciji nakon kirur§kih zahvata, vodenih regeneracija tkiva, implantoloskih zahvata i
tijekom parodontoloske terapije.

Preparati klorheksidina na trziStu se nalaze u obliku tekucina za ispiranje usta (0,05%-0,2%),
gela (0,02% - 1%), spreja (0,1% - 0,2%), tableta/kapsula(5mg/tbl), ¢ipova (2,5mg), lakova i
zvakacih guma (26). Klorheksidin je sirokog antimikrobnog spektra, djeluje baktericidno
denaturacijom proteina mikroorganizama. Djelovanje je najjace na gram pozitivne bakterije, a
nesto slabije na gram negativne bakterije i gljivice (28). U¢inak mu ovisi o koncentraciji.
Pozitivno nabijene molekule klorheksidina pokazuju veliki afinitet prema membranama stanica
streptokoka i laktobacila koje su negativno nabijene. Negativni naboj imaju i gingiva, sluznica
usne Supljine i caklina. Na tim mjestima stvara se rezervoar aktivne tvari koja se oslobada
narednih 24 sati nakon primjene.

Nuspojava klorheksidina je zuto-smede obojenje zuba i straznjih dijelova jezika. Novi
klorhehsidinski preparati sadrze sustav protiv obojenja zuba (engl. Anti Discoloration System,
ADS). ADS sadrzava dvije aktivne tvari, natrijev metabisulfit i askorbinsku kiselinu, dva
sastojka koja bi trebala sprijeciti diskoloraciju bez utjecaja na antisepticko djelovanje.

Osim klorheksidina, kao oralni antiseptici ¢esto se koriste - Listerine, preparat na bazi eteri¢nih
ulja te Gengigel koji sadrzi hijaluronsku kiselinu u obliku natrij hijaluronata. Hijaluronska
kiselina prirodna je tvar prisutna u ekstracelularnom matriksu vezivnog tkiva, sinovijalne
tekucine i drugih tkiva. Ima fiziolosku i strukturalnu funkciju koja podrazumijeva stani¢nu i
vanstani¢nu interakciju, interakciju s Cimbenicima rasta te regulaciju osmotskog tlaka.
Istrazivanja na bolesnicima pokazala su kako egzogena primjena hijaluronske kiseline pokazuje
antibakterijski, antiinflamatorni te antiedematozni ucinak kod parodontnih bolesti (29).
Listerin, jedan od komercijalno napopularnijih antiseptika, sadrzi Cetiri prirodna sastojka
otopljena u etanolu (eukaliptol, mentol, timol i metil salicilat). Njegova primjena datira jos od

kraja 19. stoljeca. Pokazao je dobra antimikrobna svojstva (30,31).
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1.4. Korozija

Fizioloske, termalne, mikrobioloSke 1 biokemijske karakteristike usne Supljine, slina i hrana
¢ine idealni okoli§ za biodegradaciju dentalnih materijala i naprava. Usna Supljina moze se
smatrati galvanskim ¢lankom u kojem je slina elektrolit, a dentalne legure elektrode. Odavno
je poznat izrazito agresivan i korozivan uc¢inak kloridnih iona prema metalima, a ionski sastav
1 koncentracija proteina u tjelesnim teku¢inama dodatno kompliciraju razumijevanje
biomedicinske korozije (32). Zbog prisutnosti kloridnih iona, blago kiselog pH i otopljenog
kisika, slina predstavlja pogodan medij za odvijanje korozijskih procesa. Za razliku od drugih
izvanstani¢nih tekucina sastav i svojstva sline znacajno se mijenjaju ovisno o konzumaciji
hrane i pica ili primjenom sredstava za odrzavanje oralne higijene.

Sredstva za odrZavanje oralne higijene u nastojanju da unaprijede oralno zdravlje takoder
reagiraju s gradbenim tvarima dentalnih materijala, utjeCu¢i na proces njihova troSenja,
otpustajuci produkte u okolna tkiva, slinu i krv (33, 34). Brojni nusefekti mogu nastati, u
rasponu od reakcija preosjetljivosti, proliferacije tkiva do citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti (33,
35, 36). Propisi za sigurnost medicinskih proizvoda reguliraju pitanja sigurnosti materijala
obveznim provodenjem laboratorijskih testova i ekspertiza. No testiranje interakcija tih
materijala s novoformuliranim materijalima za prevenciju oStec¢enja 1 regeneraciju orodentalnih
tkiva nije obvezna prije pustanja u komercijalnu uporabu. Takva testiranja trebaju provesti
neovisne znanstvene institucije, a ne proizvodaci s direktnim komercijalnim interesom.
Korozija metala proces je prelaska u termodinamicki stabilnije stanje u obliku korozijskih
produkata. Nekoliko je oblika korozije koji se mogu javiti i kod ortodontskih legura: opca,
pjegasta, jamicasta, tockasta ili igli¢asta te galvanska korozija (37).

Galvanska korozija nastaje u uvjetima kad su dva razliCita metala spojena i potopljena u
elektrolit. Manje plemeniti metal oksidira i postaje anoda, dok je plemenitiji metal katoda i
pokazuje vecu otpornost prema koroziji. U ortodonciji se galvanska korozija moze javiti npr.
kod lukova sa zalemljenim dodatnim elementima ili kod bravica gradenih od dva razli¢ita
metala.

Iako se u ortodonciji primjenjuju materijali velike korozijske otpornosti i kod njih moze u
odredenim okoliSnim uvjetima do¢i do intenzivne korozije, najéeS¢e u obliku lokaliziranog
korozijskog oStec¢enja. Nastali korozijski produkti ili omogucuju daljnju koroziju na tim

mjestima ili usporavaju koroziju stvarajuéi slabo topive korozijske produkte koji djeluju

11
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zaStitno poput titanovih oksida (TiOx). O stabilnosti formiranog pasivnog sloja ovisi daljnje
korozijsko ponasanje metala. Sloj je stabilan do odredenog anodnog potencijala pri kojem
dolazi do o$tecenja pasivnog sloja i pojave jamicaste korozije (38). Kako su pokazala ranija
istrazivanja, jamicasta se korozija na povrsini NiTi najée$¢e manifestira lokalizirano (39).
Ovakav tip korozije prepoznatljiv je po brazdama ili jamicama na povrSini materijala kao
rezultat otapanja odredenog dijela povrsine. S obzirom da je NiTi kristalne strukture, granice
kristalnih zrna mogu biti slaba mjesta koja popustaju pod lokaliziranom korozijom (40).
Elektrokemijska korozija metala, koja se javlja u usnoj Supljini, simultani je redukcijsko-
oksidacijski proces u sustavu metal/elektrolit. Proces redukcije u vodenim medijima odnosi se
na redukciju vodika ili otopljenog kisika. U jako kiselim otopinama utjecaj kisika na proces
korozije metala nije velik, dok u neutralnim otopinama taj utjecaj prevladava.

Otapanje metala u otopini kiseline prikazuje slijedeca reakcija (37) :

Me (s) + 2H" (aq) — Me**(aq) + Hz (9)
Anodna reakcija ili oksidacija proces je otpustanja elektrona. Redukcija (katodna reakcija)
rezultat je primanja elektrona nastalih procesom oksidacije pri ¢emu nastaju hidroksilni ioni,
voda ili vodik (41)

Anodna reakcija: Me (s) — Me?*(aq) + 2¢

Katodna reakcija :

kiseli medij bez kisika: 2H aq) + 2€7aq) — Haz(g)
kiseli medij s kisikom: O2(aq) + 4H *(ag) + 4&" — 2H20()
neutralni medij: O2(aq) + 2H20(0y+ 4€°(aq) — 40H"

Ispitivanja korozije in vitro provode se elektrokemijskim tehnikama temeljenim na istosmjernoj
(engl. direct current tecniques, DC) ili izmjeniénoj struji (engl. alternating current tecniques,
AC) (37). Kod DC tehnika upotrebljavaju se polarizacijske metode mjerenja (potenciostaticka

i galvanostaticka polarizacija). Iz snimljene polarizacijske krivulje
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odreduju se korozijski parametri i kvantificira korozijsko ponasanje materijala u odredenom
mediju.

Ciklicka polarizacija kao mjerna metoda provodi se u troelektrodnom sustavu koji sadrzi radnu
elektrodu (ispitivani materijal), referentnu elektrodu poznatog potencijala (najces¢e zasi¢ena
kalomel elektroda) i inertnu protuelektrodu pomocu koje se zatvara strujni krug, tj omogucuje
protjecanje struje preko radne elektrode. Spajanjem na potenciostat kontrolira se potencijal
radne elektrode i mjeri se rezultirajua struja. Potencijal radne elektrode mijenja se od
negativnijih (katodni dio krivulje) prema pozitivnijim potencijalima (anodni dio krivulje) sve
do porasta jakosti struje koji uzrokuje pucanje pasivnog sloja (potencijal pucanja pasivnog
sloja) uslijed ¢ega dolazi do pojave lokaliziranih ostecenja povrsine i izrazenog otpustanja iona.
Metodom Tafelovih pravaca izracunavaju su vrijednosti gustoce korozijske struje koja je mjera
brzine opce korozije te sklonost jamicastoj koroziji (Slika 4). Tafelova je metoda graficka
metoda odredivanja korozijskih parametara. Dobiveni rezultati anodne i katodne polarizacije
prikazuju se u polulogaritamskom obliku. Na osi je x logaritam gustoce struje, a na osi Y
potencijal. Ekstrapoliranjem linearnih dijelova anodnih i katodnih pravaca dobiva se njihovo
sjeciste koje odreduje vrijednost korozijskog potencijala Exor i gusto¢u korozijske struje jror-.

Nagib anodnog i katodnog pravca takoder se koriste u proracunu.

TAFELOVA EKSTRAPOLACIJA
-100
-150
-200
Ekar
>
E -250
w
-300
-350
-400
-9 8 7 -6 5 4 3

log j, Acm?

Slika 4. Tafelova ekstrapolacija (izradio Logobox d.0.0)

13



Marijana Rinci¢ Mlinarié, disertacija

Ciklickoj su polarizaciji osnova Tafelovi dijagrami s tim da se potencijal pomice i U suprotnom
smjeru (42). Nakon sto je dosegnut potencijal pucanja pasivnog filma (Epit), polarizacija se
nastavlja u suprotnom smjeru (Slika 5). Materijal koji pokazuje vece vrijednosti potencijala
pucanja pasivnog filma te vece vrijednosti repasivacijskog potencijala, pokazuje vecu otpornost
pasivnog sloja (33). Histerezu na ciklickoj polarizacijskoj krivulji predstavlja razlika izmedu
potencijala pucanja pasivnog filma i potencijala repasivacije. Potencijal kod kojeg se petlja
histereze zatvara naziva se repasivacijski potencijal (Erep). Ukoliko su potencijali jednaki po
vrijednosti vjerojatnost je nastanka jamicaste korozije mala. Negativne vrijednosti Erep upucuju

na moguénost pojave jamica.

DIJAGRAM CIKLICKE POLARIZACIJE
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POLARIZACIJSKI POTENCIJAL (mV)
o
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log I (A/cm?)

Slika 5. Dijagram cikli¢ke polarizacije (izradio Logobox d.0.0)

Elektrokemijska impendancijska spektroskopija (EIS) temelji se na odzivu strujnog kruga na
izmjeni¢ni napon ili struju. Impendancija je slozeni otpor sastavljen od induktivnog i
kapacitivnog otora koji ovise o frekvenciji. EIS tehnike koriste vrlo male pobudne amplitude,
¢esto u rasponu od 5 do 10 mV od vrha do vrha vala. Pobudni val takve amplitude uzrokuje
minimalno naruSavanje ispitivanog elektrokemijskog sustava, umanjujuci pogreske uzrokovane

mjernom tehnikom. EIS-om se dobiva podatak o polarizacijskom otporu kao
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izravnoj mjeri otpornosti na koroziju te vrijednost korozijske struje. Takoder, moguce je dobiti

I podatke o svojstvima, kapacitetu i stabilnosti zastitnog sloja (33).

Kod DC tehnika otpor je definiran Ohmovim zakonom: (37)

E=1xR

pri ¢emu je E potencijal, | jakost struje i R otpor. Kod AC tehnika frekvencija je razli¢ita od

nule pa je analogna jednadzba:

E=1xZ

u kojoj je Z Faradayeva impedancija ekvivalentna otporu kod DC. Dakle, kod mjerenja
izmjeni¢nom strujom odreduje se impedancija Z koja uz omski otpor (realna komponenta
impedancije Zre) sadzi i kapacitivne i induktivne otpore (imaginarna komponenta impedancije
Zim).

Podaci dobiveni impedancijom mogu se prikazati:

a) Nyquistovim prikazom koji predstavlja ovisnost Zre u odnosu na Zim za svaku
pobudnu frekvenciju
b) Bodeovim dijagramom Kkoji pokazuje ovisnost logaritma apsolutne vrijednosti

impendancije 1zl i faznog kuta o logaritmu frekvencije f (37)

Osim opisanim elektrokemjskim metodama intenzitet korozije moze se kvantificirati i
mjerenjem otpustenih iona nakon izlaganja korozivnom mediju. Masena spektrometrija i
opticka emisijska spektrometrija induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS i ICP-OES)
precizne su analiticke kemijske metode za odredivanje koncentracije iona pojedinih elemenata
u nekoj otopini. Danas su prisutne u svim znanstvenim istrazivanjima gdje je potrebno odrediti
kvalitativni elementarni kemijski sastav te kvantificirati koncentraciju pojedinih iona i na

pikogramskoj razini pa tako i u okviru biokorozijskih ispitivanja dentalnih legura (5,43).

15



Marijana Rinci¢ Mlinarié, disertacija

1.5. Bioloske posljedice korozije

Usha Supljina je dinami¢an medij izloZen neprestanim promjenama sastava, temperature, pH
vrijednosti i koli¢ine sline (44). Materijali primijenjeni u usnoj Supljini trebali bi u potpunosti
biti sigurni 1 biokompatibilni tijekom duzeg vremenskog razdoblja. Niz ¢imbenika poput
prenrambenih 1 higijenskih navika, opleg zdravstvenog stanja te primjena razli¢itih
protektivnih preparata mogu u odredenim okolnostima narusSiti Stabilnost primijenjenih
materijala.

Dobra mehanicka svojstva, odlicna biokompatibilnost i korozijska stabilnost, razlog su
svakodnevne primjene zi¢anih lukova nikal-titanske (NiTi) legure u ortodontskoj terapiji.
Korozijska otpornost temelji se na ¢injenici da se stvara zaStitni pasivni film na povrSini
materijala koji se sastoji od oksida TiO2 s malim udjelom NiO ¢ime se stvara kemijska i fizicka
barijera od vanjskih utjecaja (45). Unato¢ postojanju protektivnog sloja, metalni ioni mogu biti
otpusteni u oralnu sredinu procesom korozije (5, 41, 46). Niske pH vrijednosti, kakve se nalaze
u bakterijskom biofilmu zrelog dentalnog plaka koji oblaze Zicu u slotovima bravica, ubrzavaju
korozijske procese (24). To je potvrdeno i u prethodnim istrazivanjima legura koje se
primjenjuju u ortodonciji, $to za posljedicu ima otapanje zastitnog sloja (47-49). Posljedi¢no,
poveéane koncentracije iona, prvenstveno nikla u slini te dugotrajna ekspozicijom mogu
povecat rizik od senzibilizacije pacijenata (50).

Nikal je jedan od najja¢ih kontaktnih alergena. Alergija na nikal javlja se do 28.5% populacije
i ne moze se viSe smatrati niskim potencijalnim rizikom (49, 50). Jedan je od najc¢esce koristenih
metala u predmetima za svakodnevnu uporabu. Preosjetljivost je ucestalija kod Zena, a
pretpostavka je da je razlog tomu kroni¢na izloZenost niklu preko nakita i kozmetike.
Dokazano je da se razina nikla u gingivalnoj tekucini i slini znacajno povecava nakon
postavljanja fiksne ortodontske naprave (51). Takoder utvrdena je i pove¢ana akumulacija nikla
u uzorcima plaka u odnosu na netretirane pacijente (52).

Odredene klinicke manifestacije kod ortodontskih pacijenata poput gingivne hiperplazije,
osjecaj pecenja, promijenjenog okusa ili metalni okus, angularnog heilitis, eritema multiforme
I parodontitisa mogu biti povezane s upalnim odgovorom induciranim korozijom ortodontske
naprave i otpustanja nikla (53, 36).

Prema Nielsenu (54) dnevni unos nikla prehranom i vodom iznosi oko 260 pg, dok je prag
povezan s alergijskim reakcijama izmedu 300 i 600 pg nikla na dan. U literaturi se nalazi i
podatak o ve¢em dnevnom unosu nikla kao granici koja moze izazvati alergijsku reakciju, a

iznosi 1,2 — 2,5 mg Ni/dan (55). Otpustanje iona nikla proucavano je u razli¢itim uvjetima.
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Park and Sherarer utvrdili su in vitro dnevni iznos otpustenog nikla kod pacijenata s potpunom
fiksnom napravom koji je iznosio 40 pg / dan (56).

Imunoloski je odgovor na nikal je tip IV preosjetljivosti, tj. stani¢no posredovana kasna
preosjetljivost koja se manifestira kontaktnim alergijskim reakcijama (stomatitis ili gingivitis).
Pri prvom unosu nikla u organizam nastaje prva faza senzibilizacije kod koje ne dolazi do
imunoloskog odgovora. Druga faza razvija se tijekom nekoliko dana pa sve do tri tjedna u
obliku mukozitisa ili dermatitisa.

Zadnjih godina reportirane su i alergijske reakcije na titan iako se za njega prethodno smatralo
da je biokompatibilan. Dokazane su kod pacijenata sa sr€anim stimulatorima, endoprotezama
kuka, stentovima i dentalnim implatatima (57 — 59). Pojava alergije na titan mogla bi biti
odgovorna na sukcesivne neobjasnjene sluc¢ajeve neuspjeha i odbacivanja dentalnih implantata
u nekih pacijenata jer je rizik od alergije na titan povecan u pacijenata koji su alergi¢ni i na
ostale metale (60). Alergijska reakcija koja se javlja tip je 1 ili V.

U dentalnoj medicini titan se najvise koristi u dentalnoj implantologiji za izradu
oseointegriraju¢ih implantata, u protetici za izradu protetskih konstrukcija, a u ortodonciji za
miniimplantate, kao privremene sidri$ne jedinice te u kombinaciji s niklom za izradu nikal-
titanskih lukova.

U fizioloSkim uvjetima ljudskog organizma titanski materijali spontano formiraju oksidni
pasivni sloj na povrSini koji je odgovoran za izvrsnu otpornost takvih materijala na koroziju.
Zastitni oksidni sloj kemijski je otporan u fizioloskoj sredini i spontano se obnavlja
(repasivizacija). U odredenim uvjetima poput: uvjetima velikog troSenja (deplecije) kisika i
niske pH vrijednosti, u prisutnosti “agresivnih” halogenih aniona, fluora i klora, prevelike
mehanicke sile na implantat ili bliskog kontakta implantata s drugim metalom, moze do¢i do
oStecenja zastitnog pasivnog sloja i pojave korozije i upalnog procesa okolnog tkiva (33).
Abraham i sur. u svom istrazivanju dokazali su povecanu prisutnost iona titana u slini i
gingivnoj tekuéini kod pacijenata s titanskim dentalnim implantatima (61). Wennerberg i sur.
dokazali su koncentraciju titana 100 — 300 ppm u tkivu koje okruzuje implantate kao i u
regionalnim limfnim ¢vorovima i pluénom tkivu (62). Prvi sluc¢aj odgodene reakcije
preosjetljivosti na titan, s lokalnom granulomatoznom reakcijom, opisan je kod pacijenta sa
sréanim stimulatorom (63).

Iako prosjecna dnevna doza otpustenih niklovih iona iz NiTi lukova obi¢no ne prelazi limite

propisane standardnim propisima, kod nekih tipova zicanih lukova dolazi do pretjeranog
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otpustanja niklovih iona tijekom prva tri dana, $to moze pogodovati senzibilizaciji (46). Ipak
nize doze iona nikla koje se otpuste nakon treceg dana izlaganja slini mogu uzrokovati
citotoksi¢ne efekte ili gingivnu hiperplaziju (36). Prethodno je istrazivanje pokazalo da
ortodontske naprave induciraju oksidacijski stres kao tip genotoksicnog utjecaja u zivim

stanicama (64).
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Cilj je ovog rada bio ispitati utjecaj oralnih antiseptika na svojstva NiTi slitine.

Primarni je cilj bio ispitati u kojoj mjeri mogu uzrokovati oStecenja u obliku pojave opce i
lokalizirane korozije te koliki je utjecaj na radna svojstva ortodontskih Zi¢anih lukova. Takoder
je svrha bila odrediti intenzitet korozije mjerenjem otpustanja iona Ni i Ti te utjecaj iona na
stani¢noj razini.

Sekundarni je cilj bio procijeniti u kojoj mjeri se oblaganjem povrSine moze modificirati
korozija uzrokovana antisepticima.

Pretpostavka je bila da antiseptici uzrokuju dodatnu koroziju NiTi slitina, povrh utjecaja sline,
uglavnom u obliku lokalizirane korozije. O¢ekivan je znacajan utjecaj na radna svojstva zi¢anih
lukova.

Pogorsanje fleksibilnosti i rezilijencije o¢ekuje se vise u rastereéenju nego u optere¢enju. Od
aniseptika alkoholne baze ocekuje se najveéi uéinak na brzinu korozije, a najmanji od
antiseptika baziranog na hijaluronskoj kiselini.

Ocekuje se da kolic¢ina otpusStenih iona podupire nalaze elektrokorozije. Otpusteni ioni
vjerojatno izazivaju oksidacijski stres u stanicama. Intenzivniji bioloski u¢inak vjerojatno je
veci u nikla nego titana. Oc¢ekuje se poboljsanje korozijske stabilnosti nakon nitriranja povrsine,

a smanjenje nakon rodiranja.
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3.1. Materijal

3.1.1. Nikal-titanski lukovi

Ispitivano je ponasanje tri tipa nikal-titanskih ortodontskih zi¢anih lukova (sastava Ni=50,4%;
Ti=49,6%) neoblozene i oblozene povrSine koji sluze u ortodontskoj terapiji fiksnim
napravama. Sve su zice dimenzija 0,508 x 0,508 mm (0,020 x 0,020") (Dentsplay GAC Int,
New York, SAD):

1. BioForce Sentalloy®, neoblozene povrsine
2. Bioforce Sentaloloy lonGuard®, povrsine oblozene dusikom

3. Bioforce Sentalloy High Aesthetic®, povrSine prevucene rodijem

GAC PAILL(CGIQI GAC PAK

BIOFORCE" | BIOFORCE®

10 PACK 10 PACK
Wire / Filo / Alambre / Fil / Draht / Draad Wire / Filo / Alambre / Fil / Draht / Draad

afthe

TOoMY

Part Art. Part Science. All Orthodontics.

Slika 6. Uzorci zi¢anih lukova

22



Marijana Rin¢i¢ Mlinarié, disertacija

3.1.2. Antisepticke otopine

Kao korozivni mediji koristena je Tani-Zucchi umjetna slina te antispetici Listerine (Johnson

& Johnson, Maidenhead, Velika Britanija), Curasept ADS® 205 (Curadet AG, Kriens,

Svicarska) i Gengigel (Rontis, Zug, Svicarska) &iji su sastavi prikazani u Tablici 1.

Za izracun koncentracije fluorovodic¢ne kiseline (HF) u antisepticima koriSteni su podaci o pH
[F7]

i koncentraciji fluorida prema formuli: [HF] = —pH=pKa’ gdje je [F-] koncentracija fluorida, a

pKa konstanta disocijacije fluorovodi¢ne kiseline 3,17 (65).

Slika 7. Oralni antiseptici primijenjeni u ispitivanju
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3.1.3. Umjetna slina

U svim ispitivanjima koristena je Tani-Zucchi umjetna slina pH 4,8. Navedena vrijednost pH

sline odgovara pH vrijednosti sline i plaka starog jedan i dva dana i sluzi kao simulacija

pacijenata s loSom oralnom higijenom (24, 66).

Za regulaciju pH vrijednosti umjetne sline koriStena je mlijecna kiselina.

Tablica 1. Kemijski sastav ispitivanih antiseptika i umjetne sline

Medij

Sastav

umjetna slina

1,5 g/L KCI; 1,5 g/L NaHCOg3; 0,5 g/l NaH2PO4 x H20; 0,5
g/L KSCN; 0,9 g/L mlije¢ne kiseline, pH 4,8.

Listerine (Johnson & Johnson,
Maidenhead, Velika Britanija)

etanol (96%), natrijev fluorid (0,02%; 200 ppm), sorbitol,
benzoatna kiselina, eukaliptol, mentol, metilsilicilat,
natrijev benzoate, timol, cinkov klorid, pro¢is¢ena voda, pH

4,4, HF=11,78 ppm

Curasept ADS® 205 (Curadet
AG, Kriens, Svicarska)

klorheksidin 0,05%, natrijev fluorid (0,05%; 500 ppm),
procis¢ena voda, ksilitol, propilen glikol, Peg-40
hidrogenirano ricinusovo ulje, L-askorbinska kiselina,
natrijev benzoat, natrijev, metabisulfid, natrijev citrat, pH
5,7, HF=1,48 ppm

Gengigel (Rontis, Zug,

Svicarska)

hijaluronska kiselina (0,025%), natrijev fluorid (0,02%; 200
ppm), ksilitol, pomo¢ne tvari, pH 6,2, HF=0,19 ppm
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3.1.4. Stani¢ne kulture

U istrazivanju su koristene kultura epitela humanog karcinoma skvamoznih stanica jezika -
stani¢na linija CAL 27 (ATCC® CRL-2095™), hepatocelularnog karcinoma Hep G2 (ATCC®
HB-8065"") i adenokarcinoma debelog crijeva Caco-2 (ATCC® HTB-37™). Sve stani¢ne linije
proizvodi su tvrtke ATCC (Manassas, SAD).

HepG2 stani¢na linija je adherentna, epitelna stani¢na linija dobivena iz jetre hepatocelularnog
karcinoma 15-godis$njeg ameri¢kog bijelca. Primjenjuje se kao in vitro model hepatocita i sluzi
u ispitivanjima toksi¢nosti spojeva. Jetra je kljuéni metabolicki organ te se Hep G2 stanice
koriste za proucavanje metabolizma brojnih tvari.

Caco-2 stanice su epitelne stanice kolorektalnog adenokarcinoma dobivene od 72-godi$njeg
americkog bijelca. Spontano diferenciraju u kulturi 1 stvaraju monosloj stanica koje su
morfoloski i funkcionalno sli¢ne zrelom enterocitu. Vrijeme udvostru¢avanja iznosi 62 sata.
Cal 27 je stani¢na linija dobivena iz tumorske lezije jezika 56-godiSnjeg ameri¢kog bijelca. To
su epitelne stanice poligonalnog oblika s granuliranom citoplazmom i aneuploidnim brojem
kromosoma. U stani¢noj kulturi rastu priljepljene za podlogu i vrijeme udvostruavanja iznosi
35 sati.

Kultivacija stani¢nih linija i analiza biolo§kog ucinka iona nikla i titana provedena je u
Laboratoriju za biologiju i genetiku mikroorganizama Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo

Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

25


https://www.google.hr/search?q=atcc+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MC-MNytU4gAxc_OyTLQ0Msqt9JPzc3JSk0sy8_P084vSE_MyqxJBnGKr9MSiosxioHBGIQCxlj-CQQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwignP3xyLLcAhVsLZoKHcZrCgwQmxMIkgEoATAO

Marijana Rin¢i¢ Mlinarié, disertacija

3.2. Postupci

3.2.1. Mehanicka ispitivanja

Priprema uzoraka

Po svakom tipu zice uzeto je Sest uzoraka. Za izracun veli¢ine uzorka za analizu mehanickih
svojstava uzeti su podaci od prethodnih istrazivanja (10). Uz pretpostavku da ¢e izmedu dva
eksperimentalna uvjeta razlika u modulu elasti¢nosti biti 7 te standardnu devijaciju od 2,1 u
jednom i 4,5 u drugom uvjetu uz snagu 80% i razinu znacajnosti a=0,05 dobije se minimalna
veli¢ina od po pet uzoraka po grupi. Kalkulacija je radena u statistickom softveru MedCalc
14.8.1 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgija).

Da bi se simulirala situacija u usnoj Supljini Zice su bile uronjene u umjetnu slinu ukupno 28
dana. Uzorci zica duzine 10 cm, povrsine 2 cm?, potopljeni su u 10 mL umjetne sline pH 4,8 i
inkubirani u vodenoj kupelji na 37°C. Uzorci su prije pocetnog eksponiranja umjetnoj slini te
tre¢ega, sedmoga, Cetrnaestoga, dvadeset i prvoga i dvadeset i osmoga dana vadeni i potapani
na vrijeme od 5 minuta u antisepticka sredstva iza ¢ega su ispirani s dH20 te stavljani u novu
umjetnu slinu da bi se sprijecilo zasi¢enje otopine otpustenim ionima (48). Vrijeme od 5 minuta
izraCunato je kao kumulativna ekspozicija od prosje¢no 20 sekundi aplikacije oralnog
antiseptika dvaput dnevno tijekom razdoblja od mjesec dana. Ces¢a ekspozicija u prvih tjedan
dana kori$tena je kako bi simulirala intenzivniju primjenu s ciljem redukcije broja bakterija
nakon Cega slijedi terapija odrzavanja sljedecih tri tjedna.

Apsolutnu kontrolu €inili su lukovi koji nisu bili izlozeni nikakvom mediju, negativnu kontrolu
¢inili su lukovi potopljeni isklju¢ivo u umjetnu slinu, bez tretiranja oralnim antisepticima, a u

intervalima koji su prethodno navedeni.

Postupak testiranja

Testiranje mehani¢kih svojstava lukova, u izvornom stanju 1 nakon ekspozicije
eksperimentalnim medijima, baziralo se na Americkim nacionalnim standardima i Standardima
Americke dentalne udruge za ortodontske zic¢ane lukove (67,68).

Sest uzoraka svakog luka, duzine 2,5 cm (odrezani s ravnog kraja zi¢anog luka), koristeni su za
test savijanja u tri tocke na univerzalnom stroju za testiranje (Model 1125/5500, Instron,
Norwood, SAD; slika 8). Potpornji uredaja Texture Analyser TA.HD.plus (Stable Micro
Systems,
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Godalming, Velika Britanija) namjeSteni su na 12 mm i optereeni masom 5 kg, tvornicki
kalibrirano).

Tijekom mjerenja temperatura u termalnoj komori postavljena je na 37°C pomocu grijaca i
automatski regulirana termalnim senzorom. Svaki uzorak opterecen je silom od 5 kg do
defleksije od 3,1 mm i potom rastere¢en do nula defleksije uz brzinu glave od 0,0167 mm/s.
Svakih 5 ms biljezena je sila u njutnima (N) i otklon u milimetrima (mm) u optereenju i
rastere¢enju svakog uzorka pomocu softvera Texture Exponent (Stable Micro System,
Godalming, Velika Britanija). Iz tih podataka generirane su krivulje sila-otklon iz kojih su
ocitane sile na udaljenosti 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 1 3 mm za vrijeme opterecenja i rastereéenja. Iz
krivulje histereze ocitani su nagib tangente krivulje (m) te optere¢enje u opazenoj tocki
popustanja (P). Iz dobivenih vrijednosti izra¢unati su modul elasti¢nosti (E) te tocka popustanja

(YS) u opterecenju i rastere¢enju

Izracun parametara

Za izraCunavanje modula elasti¢nosti 1 tocke popustanja koriStena je inZenjerska teorija grede
(69,70):
E= L3m/ 4bd® (GPa)
pri ¢emu je:
L= udaljenost izmedu potpornja uredaja (mm)
b= §irina uzorka (mm)
d= visina uzorka (mm)

m= nagib tangente krivulje dobivene mjerenjem i o¢itane iz dijagrama (N/mm?)
YS= 3PL/2bd? (MPa)
P= opterecenje u opazenoj tocki popustanja (N)
Iz vrijednosti E 1 YS izraCunati su omjer elasti¢nog vrac¢anja kao mjera savitljivosti, odnosno

fleksibilnost (YS / E) i modulus rezilijencije kao mjera popustljivosti, odnosno rezilijencije
(YS?/ 2E).
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Slika 8. Univerzalni stroj Texture Analyser TA.HD.plus (Stable Micro Systems, Godalming,

Velika Britanija) s termalnom komorom na ispitnom dijelu uredaja
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3.2.2. Odredivanje iona nikla i titana

Otopine umjetne sline s korozivnim produktima nakon eksponiranja zica antisepticima,
dobivene u prethodno opisanom postupku, koriStene su za spektroskopsku analizu
koncentracija iona Ni i Ti. Uzorci su skupljeni tre¢eg, sedmog, Cetrnaestog, dvadeset prvog i
dvadeset osmog dana. Stabilizacija iona prije mjerenja postignuta je dodatkom jedne kapljice
ultra Ciste nitratne kiseline (Kemika, Zagreb, Hrvatska).

Koncentracija otpustenih iona odredena je u skladu s parametrima opisanim u prethodnim
istrazivanjima optickom emisijskom spektroskopijom induktivno spregnutom plazmom na
uredaju Thermo Elemental IRIS Interpid II XSP Duo (Thermo Electron Corporation, Austin,
SAD) (46, Slika 9).

Valna duZina za ocitavanje koncentracije Ni bila je 231,6 nm, a za Ti 334,9 nm uz grani¢nik
detekcije ispod 2 i 5 pg/L, za nikal odnosno titan. Rezultati su izrazeni kao koli¢ina iona u
pg/cm? Zice. Umjetna slina u svakom vremenskom intervalu koristena je kao negativna

kontrola.

Slika 9. Uredaj Thermo Elemental IRIS Intrepid I1 XSP Duo za mjerenje
koncentracije iona optickom emisijskom spektroskopijom induktivno spregnutom

plazmom
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3.2.3. Elektrokemijska ispitivanja

Korozijska stabilnost NiTi zica odredena je dvjema elektrokemijskim metodama: ciklickom
polarizacijom i elektrokemijskom impedancijskom spektroskopijom (EIS). Odredivanje pH
antiseptika provedeno je na temperaturi od 37°C primjenom pH-metra MP 220 (Mettler Toledo
Int., Greifensee, Switzerland).

Cikli¢ka polarizacija

Za testiranje su koriSteni su uzorci NiTi zicanih lukova duzine 50 mm. Uzorci su pripremljeni
na nacin da je distalni ravni kraj zice izoliran u duzini od 30 mm i ukupne povrSine od 60,96
mm? pomocéu izolacijskog laka duljine 10 mm, ostavljajuéi mezijalnih 10 mm luka slobodnog
za spajanje na potenciostat. Ispitivanja su provedena u triplikatu u mjesavini 75 mL umjetne
sline i 75 mL antiseptika na temperaturi 37+1°C.

Mjerenja su provedena troelektrodnom celijom spojenom na potenciostat PAR 263A i
analizator frekvencije PAR 1025 ( Princeton Applied Research, Oak Ridge, SAD; Slika 10).
Radna elektroda bila je ispitivana Zica, referentna elektroda bila je zasi¢ena kalomel elektroda,
a protuelektroda platinska Zica.

Prvo je tijekom dva sata pracena stabilizacija korozijskog potencijala. 1za toga je ciklicka
polarizacija provedena od pocetnog potencijala od -300 mV od potencijala otvorenog kruga do
potencijala od 700 mV ( u odnosu na referentnu zasi¢enu kalomel elektrodu), odnosno

potencijal kod kojeg je gustoéa struje dosezala do 100 pAcm™

. Polarizacija je potom
nastavljena u katodnom smjeru do potencijala otvorenog kruga ili potencijala repasivacije.
Brzina promjene potencijala iznosila je 1 mVs™. 1z tih mjerenja, metodom Tafelovih pravaca,
dobiveni su parametri: gustoca korozijske struje (jeorr), K0Oja je direktno proporcionalna stopi
korozije lukova, korozijski potencijal (Ecorr), Nagib anodnog i katodnog pravca, potencijal
popustanja pasivnog filma (Eng) i repasivacijski potencijal (Erp) iz kojih se moze predvidjeti
otpornost na lokaliziranu koroziju. Svi ti parametri omogucili su kvantificiranje intenziteta
korozije NiTi slitine u slini (samostalno ili s dodanim antisepticima) te objasnjavanje
mehanizama kojim razli¢iti antiseptici mogu mijenjati svojstva zastitnog oksidnog sloja koji je
odgovoran za izvrsnu korozijsku stabilnost materijala.

Kontrolni uzorak bile su zice izloZzene djelovanju umjetne sline ¢ime je usporedeno ima li

antispetik dodatni utjecaj povrh sline.
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Elektrokemijska impedancijska spektroskopija

EIS je provedena na potencijalu otvorenog kruga uz amplitudu pobude od 10 mV te u rasponu
frekvencija od 100kHz do 10 mHz na ukupno 36 to¢aka. Kod svih mjerenja koriStena je ista
aparatura kao i kod ciklicke polarizacije. Ispitivanja su provedena nakon 2 sata izlaganja Zice
korozivnom mediju (slina ili slina+antiseptik) kako bi se uspostavila stabilna vrijednost
potencijala otvorenog kruga.

Slika 10. Aparatura za elektrokemijska mjerenja korozije (potenciostat PAR263A i analizator
frekvencija PAR FRD 1025, Princeton Applied Research, Oak Ridge, SAD)

3.2.4. Ispitivanje bioloskog ucinka otpustenih iona Ni i Ti

Za ispitivanje bioloSkog ucinka otpuStenih iona Ni i Ti koriStena je neobloZena NiTi Zice
BioForce Sentalloy® dimenzija 0,508 x 0,508 mm (0,020 x 0,020") (Dentsplay GAC Int, New
York, SAD), duzine 10 cm i povrsine 2 cm?. U komori za sterilni rad otpipetirano je 40 mL
umjetne sline i preneseno u sterilnu posudu. Kako bi se simulirali uvjeti u usnoj Supljini za
vrijeme noSenja fiksne ortodontske naprave, u slinu su potopljena po dva NiTi luka, prethodno
autoklavirana na temperaturi 134°C 30 minuta (Lina class B, W&H, Austrija). Slina je
pripravljena po prethodno navedenoj recepturi i pH podeSen na 4,8. Za svaki vremenski interval
pripremljeno je po Sest uzoraka. Uzorci su inkubirani u vodenoj kupelji na temperaturi od 37°C
na razdoblje od tri, sedam i Cetrnaest dana. Nakon zavr§enog vVremena potapanja, zi¢ani lukovi
su izvadeni sterilnom pincetom. Uzorci sline iz istog vremenskog intervala spojeni su u novu

sterilnu posudu te je dobiven ukupan volumen uzorka od 240 mL za svaki period potapanja.
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Od dobivenog volumena, u svrhu odredivanja koncentracije otpustenih iona Ni 1 Ti,
otpipetirano je 20 mL uzorka u koji je dodano dvije kapi ultra Ciste nitratne kiseline (Kemika,
Zagreb, Hrvatska) radi stabilizacije iona. Koncentracija iona nikla i titana odredena je pomocu
masenog spektrometra induktivno spregnutom plazmom na uredaju 7800 ICP-MS (Agilent,
Santa Clara, SAD). Granice detekcije za Ti i Ni su 0,1 pg/L. Mase na kojima su mjereni
elementi su Ti 47 i Ni 60.

Uzorci volumena 220 mL koncentrirani su 50x na rotacijskom vakuum uparivacu (RV 10, IKA,
Staufen, Njemacka). Dobiveni volumen svakog uzorka nakon koncentriranja iznosio je 4,4 mL
I koristio se za pripremu ispitivanih koncentracija. Uzorci su propuhani inertnim plinom
dusikom te su do daljnjih provodenja analiza ¢uvani na -60°C.

Istrazivale su se koncentracije od 5,0x, 1,0x, 0,5x 1 0,1x. Sva razrjedenja pripremana su iz
ishodi$ne otopine uzoraka sline koncentriranih 50x. Odgovaraju¢a radna koncentracija
dobivena je razrjedivanjem ishodi$ne otopine pomocu uzgojnog medija RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich- Chemie, Steinheim, Njemacka). Koncentracija 1,0x predstavljala je ukupnu
koncentraciju iona nikla i titana koji su prisutni u umjetnoj slini nakon uranjanja lukova u
umjetnu slinu pri temperaturi od 37°C i trajanju od tri, sedam i Cetrnaest dana. Svaka
koncentracija radena je u Cetiri replike, svaki eksperiment ponovljen je 2x.

Kako bi utvrdili postoji li toksi¢an u¢inak samog nikla ili samog titana na stani¢ne kulture i u
kojem rasponu koncentracija, iz soli NiCl> (Acros, New Jersey, SAD) i TiO2 (Acros, New
Jersey, SAD) pripremljene su koncentracije navedenih iona od 5,0x, 1,0x, 0,5x i 0,1x te su
njima tretirane stanice u vremenskom periodu od 24, 48 i 72 sata. Za pripremu radne
koncentracije kao otapalo koristio se PBS- fosfatni pufer, pH=7,2-7,4. Koncentracija 1,0x
predstavljala je izmjerenu koncentraciju iona nikla, odnosno titana koji su prisutni u umjetnoj
slini nakon uranjanja lukova u umjetnu slinu pri temperaturi od 37°C i trajanju od tri, sedam i
Cetrnaest dana. Svaka koncentracija radena je u dvije replike uz ponavljanje eksperimenta 2x.

Negativna kontrola u svim eksperimentima bila je medij za uzgoj stanica i stanice.

Kultivacija stani¢nih linije u monosloju

Zamrznute stani¢ne kulture CAL 27, Hep G2 i Caco-2 (ATCC, Manassas, SAD) otopljene su s
10% glicerola u vodenoj kupelji na 37°C. Centrifugiranjem se (100 g / 5 min) uklonio
supernatant koji je sadrzavao ostatke medija i krioprotektivnog sredstva. Na dobiveni talog

dodan je 1,0 mL svjezeg medija zagrijanog na 37°C. Stanice su se resuspendirale i ponovno
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centrifugirale (1000 rpm / 5 min), a potom nasadile u Petrijevu zdjelicu promjera 5 cm
(Corning, Amsterdam, Nizozemska) te se na taj nacin vrSila propaganacija stanica. Nakon 24
sata stanice su nasadene u T- boce volumena 75 mL (Corning, Amsterdam, Nizozemska) i
uzgojene do subkonfluentnog stanja, kada su se mogle koristiti za eksperimentalni rad. Stanice
su uzgojene u Dulbeco modificanom Eaglovom mediju DMEM (Gibco, Carlsbad, Njemacka)
obogac¢enim s 10% fetalnog govedeg seruma FBS (Gibco, Carlsbad, Njemacka), glukoze,
piridoksina, otopine 1% penicilina/ streptomicina pri 37°C u vlaznoj atmosferi uz 5% COa.
Prilikom presadivanja stanica koriStena je 0,25%-tna otopina tripsina (Gibco, Carlsbad,

Njemacka). Sve su stanice rasle u monosloju.

Priprema stani¢ne suspenzije iz subkonfluentnog monosloja

Sa stanica u T-bocama pipetom se uklonio medij i stanice su isprane s 0,25% tripsinom kako bi
se uklonile tvari iz medija koje bi mogle inhibirati tripsin. Na stanice se dodala minimalna
koli¢ina otopine 0,25% tripsina, potrebna da pokrije dno T-boce. U trenutku odljepljivanja
stanice su poprimile okrugli oblik i doslo je do njihova kretanja u smjeru kretanja otopine
tripsina. Kako bi se zaustavio proteoliti¢ki u€inak tripsina na stanice se dodao medij obogacen
serumom. Stanice su izbrojane pomocu Biirker-Triikove komorice pod svjetlosnim

mikroskopom.

Odredivanje citotoksi¢nog ucinka ispitivanih otopina na stani¢nim linijama

Neutral red metoda

Neutral red je kolorimetrijski test koji se temelji na ugradnji boje Neutral red (3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazin hidrokoloid) u lizosome zivih stanica nakon inkubacije s
istrazivanim tvarima. Ta slaba kationska boja prolazi kroz staniénu membranu pasivnom
difuzijom 1 veze se intracelularno na dijelove lizosomskog matriksa. OStecene ili mrtve stanice
ne zadrZavaju boju nakon ispiranja i procesa fiksacije. Iz zivih se stanica ekstrahira pomocu
otopine etanola nakon ¢ega se mjeri absorbancija (71). Unos Neutral red boje ovisi o kapacitetu
stanice da proizvodnjom ATP-a odrzava gradijent pH. U mrtvim stanicama ili pri smanjenom
pH gradijentu, ne dolazi do zadrZavanja boje unutar lizosoma. Koli¢ina vezane boje
proporcionalna je broju zivih stanica (72).

Ishodna boja otopine Neutral red (Sigma- Aldrich- Chemie, Steinheim, Njemacka)
pripremljena je otapanjem boje u etanolu (Kemika, Zagreb, Hrvatska) do kona¢ne koncentracije

od 5 mg/mL te inkubirana 24 sata na 37°C. Nakon inkubacije pripremljena je
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10% otopina razrjedivanjem ishodne otopine u mediju za uzgoj stanica DMEM (Gibco,
Carlsbad, Njemacka) te filtrirana kako bi se uklonili neotopljeni kristali¢i i osigurala sterilnost
(71). Stanice su se nasadile na mikrotitarske plo¢e sa 96 jazica (Corning, New York, SAD) u
koncentraciji od 10° st/mL. U svaku jaZicu unijelo se 100 pL stani¢ne suspenzije. Stanice su
inkubirane 24 sata pri temperaturi od 37°C. Nakon inkubacije iz jazica se uklonio medij, a
stanice su tretirane sa 100 pL sline koncentracija 5,0x, 1,0x, 0,5x i 0,1x tijekom 24, 48 i 72 sata
te otopinama pripremljenih koncentracija iona nikla i titana od 5,0x, 1,0x, 0,5x i 0,1x u istim
vremenskim intervalima.

Po zavrSetku tretmana iz jazica su se uklonio medij, a stanice su dva puta isprane sa 100 pL
fosfatnog pufera PBS (Sigma-Aldrich-Chemie, Steinheim, Njemacka). Zatim su stanice
tretirane sa 100 uL 1%-tne svjeze pripremljene otopine Neutral red-a te inkubirane 90 minuta
na 37°C. Neutral red se uklonio i stanice su dva puta isprane sa 100 uLL PBS-a. Na stanice se
zatim dodalo 100 pL otopina za odbojavanje koja je sadrzavala 50% etanola, 49% H20 i 1%
octene kisline (Kemika, Zagreb, Hrvatska)(72).

Intenzitet obojenja odredio se spektrofotometrijski pri 540 nm na uredaju 2000 Series Operators
Spcetrophotometer (Cecil Instruments, Cambridge, Velika Britanija). Kao negativna kontrola

sluZzila je jaZica u kojoj se nalazio medij za uzgoj 1 stanice.

o A540nm istrazivanog spoja
% prezivljenja = x 100
A540nm kontrole

Za interpretaciju je koristena sljedeca klasifikacija prikazana na slici 11 (73):

> 90% 60-90%
ve 1 —90%
prez_IVIJe preZivljenja
R
30-59% <30%
prezivljenja prezivljenja

eumjerena

Slika 11. Klasifikacija intenziteta citotoksi¢no
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Odredivanje prooksidativnog u¢inka uzorka sline i iona metala na stanic¢ne linije
Slobodni radikali (engl. reactive oxygen species, ROS) nastali bazalnim metabolizmom
odreduju se 2',7'- diklorofluorescin-diacetat fluorimetrijskim testom. 2',7'- diklorofluorescin-
diacetat (DCFH-DA) je neonski, nepolarni spoj koji ne fluorescira. Kemijska grada mu
omogucuje laku difuziju kroz stanicnu membranu gdje se u citosolu stanica djelovanjem
intracelularnin enzima prevodi u 2',7'- diklorofluorescin (DCFH) koji isto tako nije
fluorescentan. U pisutnosti ROS-a, DCFH oksidira u diklorofluorescein (DCF) koji je izrazito
fluorescentan (74). Intenzitet fluorescencije je mjera slobodnih radikala u stanici.
Fluorescencija se mjerila u fluorimetru pri valnim duljinama od 485+10 nm za ekscitaciju i
530+12,5 nm za emisiju. Metoda osjetljiva na fotooksidaciju, stoga se otopina DCFH-DA
svjeze pripravljala za eksperiment (74). Ishodi$na otopina DCFH- DA (2 mM) dobivena je
otapanjem 2 mg DCFH-DA (Sigma- Aldrich- Chemie, Steinheim, Njemacka), u 2 mL dimetil
sulfoksida (DMSO) (Kemika, Zagreb, Hrvatska). Za tretiranje stanica iz ishodi$ne otopine
pripravljena je otopina DCFH-DA, u 50 uL PBS-a (Gibco, Carlsbad, Njemacka), koja sadrzi i
govedi serumski albumin (eng. bovine serum albumin, BSA) (1% ukupnog volumena) (Sigma-
Aldrich- Chemie, Steinheim, Njemacka).

Stanice su nasadene na crne mikrotitarske ploge s 96 jazica u koncentraciji 10° st/mL™. U svaki
se bunari¢ unijelo 100 pL stani¢ne suspenzije. Sljedec¢i dan, nakon $to su se stanice prihvatile
za podlogu i nakon §to je pocela dioba stanica, uklonio se medij sa stanica. Stanice su tretirane
sa 100 pL istrazivanih uzoraka sline koncentracija 5,0x, 1,0x, 0,5x 1 0,1x tijekom 24, 48 1 72
sata (svaka koncentracija radena je u Cetiri replike, svaki eksperiment ponovljen je 2x.) te
otopinama soli pripremljenih koncentracijama iona nikla i titana od 5,0x, 1,0x, 0,5x i 1,0x u
istim vremenskim intervalima. Svaka koncentracija radena je u dvije replike uz ponavljanje
eksperimenta 2x. Nakon 24, 48 i 72 sata inkubacije uklonili su se istrazivani uzorci, a stanice
su ispirane dva puta sa 100uL PBS-a i tretirane sa 100uL otopine DCFH-DA. Nakon inkubacije
od 30 minuta na 37 °C, mjerio se intenzitet fluorescencije fluorimetrom pri valnoj duljini
ekscitacije od 485 nm i valnoj duljini emisije 520 nm. Nakon mjerenja fluorescencije ponovno
se provodio Neutral red test kako bi se utvrdio postotak prezivljenja i kako bi se vrijednosti
fluorescencije mogle normalizirati s obzirom na postotak prezivjelih stanica u kojima su
izmjerene reaktivne kisikove vrste. Rezultati su izrazeni kao umnozak fluorescencije i
kvocijenta prezivljenja koji se raCuna u odnosu na negativnu kontrolu (75). Negativna kontrola

u svim eksperimentima bila je medij za uzgoj stanica i stanice.
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3.3. Statisticka obrada podataka

Za usporedbu varijabli korozije, bioloskog uc¢inka, mehanickih i fizickih karakteristika izmedu
tipova materijala i eksperimentalnih stanja koriStena je analiza varijance (ANOVA) sa Student-
Newman-Keulsovim post-hoc testom. Analizirano je koji medij utjeCe najvise, a koji najmanje
u usporedbi sa zicama koje nisu izlozene (apsolutna kontrola) te onima izlozenim umjetnoj slini
(negativna kontrola). Snaga efekta, odnosno veli¢ina razlike izmedu grupa kvantificirana je
pomocu parcijalnog n?. Za interpretaciju su koristeni sljede¢i kriteriji: 12=0,02-0,13= mala
snaga efekta, 0,13-0,26= umjerena i >0,26 velika snaga efekta. Nacinjene su linearne korelacije
1 regresija da se provjeri je li koncentracija iona linearni prediktor citotoksi¢nosti te u kojoj
mjeri. Sve analize na¢injene su u komercijalnom softveru IBM SPSS 22 (IBM Corp, Armonk,
SAD).
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4.1. Mehanicéki u¢inak

Krivulje opterecenja i rasterec¢enja dobivene testom savijanja u tri to¢ke prikazane su na slikama
12.113. Vidljivo je da u odredenoj mjeri dolazi do mijenjanja sila u opterecenju i rasterecenju.
Najvidljivije su promjene u rastere¢enju kod nitrirane zice nakon ekspozicije antiseptiku
Listerine kod kojeg se oslobadaju manje sile dok se nakon izlaganja Curaseptu oslobadaju nesto

vece sile kod neobloZene i1 rodirane Zice.

NiTi RhNiTi NNiTi
50 * *
. . . ® * * * * * . * « * medij
— *
4.0 S — P — bez medija
= S — Gengigel
= 30 Curaspet
£~ 7. »”L\gter\ne
© —slina
@ 2.0 /
,:;?";:P‘)‘
s
1.0 *
. *
00 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 05 1 15 2 25 3 0 0.5 1 15 2 25 3 0 05 1 15 2 25 3

otklon (mm)

Slika 12. Usporedba sila u optereéenju i rastere¢enju izmedu medija unutar istog tipa Zice

Zvjezdicama su oznacene znacajne razlike na udaljenosti od 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 i 3 mm za vrijeme

opterecenja 1 rasterecenja

medij
bez medija Gengigel Curaspet Listerin slina
zica
5.0 = NITi
S ——RANiTi
4.0+ A NINITi
g 3 0_ I‘." .,‘f
© |
w 2.0
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Slika 13. Usporedba sila u opterecenju i rasterecenju izmedu vrsta Zica unutar istog medija

Provedene su dvofaktorske analize varijance s faktorima vrsta medija i vrsta zZice. Analize na
znaCajan efekt tipa Zice, vrste medija te kombinacije zica x medij (p<0,05) pokazale su
znacajniji utjecaj medija nego vrsta zice. Kombinacija vrste zice i medija upisuje 25-53%
varijabiliteta mehanickih svojstava. Jednofaktorske analize varijance nacinjene su za svaku zicu

zasebno kako bi se ispitalo koji medij najviSe, a koji najmanje djeluje na Zicu u odnosu
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na nulto stanje i negativnu kontrolu (umjetna slina). Antiseptici su uglavnom povecavali E i
snizavali YS u optereéenju i rasterecenju. Kod nitrirane zice Listerin je snizio oba parametra (E

1 YS), posebno u rastere¢enju. Razlike u mehanickim svojstvima zica prikazane su tablicama 2

i 3 te slikama 12-15.
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Tablica 2. Usporedba Youngova modula elasti¢nosti (E) i tocke popustanja (YS) u

opterecenju i rasterecenju

varijabla NiTi RhNITI NNiITi
prosjek £SD prosjek+SD prosjek+SD
E opterecenje bez medija 53,04+0,862 56,33+1,322 53,93+0,812
slina 50,85+2,49° 57,04+1,49% 57,08+0,56°
Gengigel 58,08+0,98° 59,04+2,32°¢ 56,32+0,71°
Curasept 57,04+1,49° 59,84+1,01° 56,52+2,08"
Listerine 57,08+0,56° 58,67+1,14b° 52,64+2,60?
D <0,001 0,003 <0,001
n? 0,817 0,466 0,584
E rasterecenje bez medija 52,58+0,672 55,84+1,252 53,34+1,262
slina 52,36+2,49° 57,25+1,18% 57,57+0,97"
Gengigel 58,18+1,05° 59.48+2,01° 56,84+0,64°
Curasept 57,25+1,18° 59.32+1,23° 56,93+1,43°
Listerine 57,574+0,97° 59.20+1,55° 52,4043,282
D <0,001 0,001 <0,001
n? 0,796 0,532 0,630
YS opterecenje bez medija 515,22+7,792 537,69+10,592 512,01+4,58?
slina 398,40+23,01°  486,09+27,58" 445 ,64+21,36°
Gengigel 425,28+36,26°  478,55+30,14° 451,65+14,86°
Curasept 486,09+27,58%  489,35+21,85" 439,13+57,50°
Listerine 445,64+21,36°  477,45+4,50° 419,19421,84°
p <0,001 <0,001 <0,001
n? 0,771 0,569 0,566
YSS rasterecenje bez medija 213,10+1,972 219,08+11,25 210,70+3,522
slina 174,27+19,15°  223,19+37,27 195,71+15,48?
Gengigel 169,38+33,54°  200,22+32,69 173,55+20,602
Curasept 223,19437,27%  223,84+10,71 177,664+32,412
Listerine 195,71+15,48%  191,96+7,93 119,36::40,20°
p 0,003 0,085 <0,001
n? 0,459 0,271 0,633

*ANOVA. Mediji unutar istog tipa zice koji dijele ista slova u eksponenetu ne razlikuju se
statisti¢ki znacajno temeljem Student-Newman-Keuls post-hoc testa.
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Slika 14. Usporedba Youngova modula elasti¢nosti (E) i tocke popustanja (YS) u optere¢enju

1 rasterecenju

Omjer elasticnog vracanja kao mjera fleksibilnosti i modulus rezilijencije kao mjera
rezilijencije prikazani su u tablici 3 i na slici 15.

Izlaganje slini i antisepticima smanjuje elasti¢na svojstva NiTi zi¢anih lukova S§to je vise
vidljivo u optere¢enju nego u rasterecenju. Dvofaktorske analize varijance s faktorima vrsta
zice 1 vrsta medija ukazuju na znacajan efekt vrste Zice, vrste medija te kombinacije Zice 1
medija (p<0,05), pri ¢emu je znacajniji utjecaj medija nego vrsta Zice. Kombinacija vrste Zice i

medija upisuje 25 — 53% varijabiliteta elasti¢nih svojstava.
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Tablica 3. Usporedba fleksibilnosti i rezilijencije u opterec¢enju i rastereéenju

varijabla NiTi RhNiTi NNiTi
prosjek£SD  prosjek+SD  prosjek+SD
fleksibilnost u optereéenju bez medija 9,72+0,21%  9,55+0,10% 9,50+0,102
x1073 slina 7,85+0,58°  8,53+0,50°  7,81+0,41°
Gengigel 7,32+0,59°  8,11+0,40°  8,02+0,32°
Curasept 8,53£0,50°  8,18+0,44°  7,76+0,89"
Listerine 7,81+0,41°  8,14+0,20°  7,96+0,17"
P <0,001 <0,001 <0,001
n? 0,781 0,730 0,698
fleksibilnost u rastere¢enju bez medija  4,05+0,06% 3,92+0,16%  3,95+0,08%
x1073 slina 3,34+0,45%  3,89+0,61%  3,40+0,24°
Gengigel 2,91+0,58¢  3,36+0,46%°  3,05+0,36°
Curasept 3,89+0,61%°  3,77+0,18%  3,11+0,52°
Listerine 3,40£0,24%  325+021P  2,25+0,63°
p 0,001 0,008 <0,001
n? 0,509 0,409 0,680
rezilijencija u opterecenju bez medija 2,50+0,082  2,57+0,05%  2.43+0,03%
(MJ/m3) slina 1,57+0,19¢  2,08+0,24>  1,74+0,17"
Gengigel 1,5740,26¢  1,94+0,21°  1,81%0,13°
Curasept 2,08+0,24°  2,0140,19°  1,7240,43°
Listerine 1,74+0,17¢  1,94+0,06® 1,67+0,10°
D <0,001 <0,001 <0,001
n? 0,797 0,696 0,664
rezilijencija u rastere¢enju bez medija  0,43+0,012 0,43+0,04 0,42+0,01°2
(MJ/m-3) slina 0,29+0,07" 0,44+0,15  0,33+0,05°
Gengigel 0,25+0,10° 0,34+0,10  0,27+0,06°
Curasept 0,44+0,152 0,42+0,04  0,28+0,09°
Listerine 0,33+0,05% 0,31£0,03  0,14+0,09°¢
p 0,003 0,037 <0,001
n? 0,463 0,325 0,681

*ANOVA. Mediji unutar istog tipa zice koji dijele ista slova u eksponenetu ne razlikuju se

statisti¢ki znacajno temeljem Student-Newman-Keuls post-hoc testa.
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Jednofaktorske analize varijance nacinje za svaku Zicu zasebno u odnosu na nulto stanje
(apsolutna kontrola) i umjetnu slinu (negativna kontrola) ukazuju da vrsta medija opisuje znanti
dio varijabiliteta elasti¢nosti (33 — 80%). Promjene su manje izrazene kod rodirane Zice, a
podjednako kod neobloZene i nitrirane. U rastereCenju najviSe se mijenjaju svojstva nitrirane
Zice uz znacajnu snagu efekta (p<0,001; n2=0,68). Curasept najmanje smanjuje svojstva svih
zica, ponekad neSto manje i od same sline. Listerin smanjuje svojstva znacajno vise i od sline
u unloadu kod rodirane i nitrirane (p<0,05; 12=0,325-0,681). Gengigel najvisSe smanjuje
elasticnost neoblozene, posebno u unload (p<0,003; 1n2=0,463-0,979), no smanjenje je
podjednako djelovanju same sline. Kod rodirane Listerine i Gengigel podjednako smanjuju

elasti¢na svojstva.
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Slika 15. Usporedba fleksibilnosti i rezilijencije u optereéenju i rastere¢enju
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4.2. Kemijski u¢inak

4.2.1. Otpustanje iona

OtpusStanje nikla

Trofaktorska ANOVA ukazuje da na kumulativno otpustanje iona nikla znacajni utjecaj ima
vrijeme imerzije (p<0,001, n2=0,681), medij (p=0,007, 12=0,096), tip zice (p<0,001,
n2=0,140) i interakcija medij x Zica (p<0,001, n2=0,228), dok ostale interakcije nisu znacajne.
Provedene su ANOVA-¢ izmedu medija unutar iste Zice i istog vremena kako bi se detektiralo
koji mediji djeluju agresivnije na pojedinu zZicu u funkciji vremena.

Vidljivo je kod neoblozene zice da u startu slina uzrokuje najviSe, a Listerine najmanje
otpustanje iona nikla, no kumulativno nakon 28 dana Curasept inducira sli¢no otpustanje nikla
kao i slina, a Listerin najmanje (Tablica 4 , Slika 16).

Kod nitrirane Zice Listerine u startu inducira najvise otpusStanje nikla, a Curasept najmanje, no
razlike izmedu medija najmanje su kod ove zice u usporedbi s ostalim zicama. Kumulativno
nakon 28 dana Listerine i Gengigel induciraju podjednako visoku razinu otpustanja nikla koja
je visa od one Curaspeta i sline.

Kod rodirane Zice u startu slina i Gengigel uzrokuju najvece otpustanje nikla, a Listerin
najmanje otpusanje. Gengigel zadrzava kumulativno najvisu razinu, a Listerine najmanju razinu
otpustanja nikla nakon 28 dana.

Prosje¢no otpustanje nikla po ocitanju uglavnom se nije znacajno razlikovalo izmedu medija

unutar istog tipa zice (Tablica 5).
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Slika 16. Prosje¢no (stupci) i kumulativno (linija) otpustanje iona nikla (Ni%") i titana (Ti*")

po jedinici povrsine Zice (ug/cm?) po vrsti Zi¢anog luka i medija
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Tablica 4. Kumulativno otpustanje nikla po jedinici povrsine Zice (ng/cm?) po vrsti zi¢anog

luka i medija
NiTi NNITi RhNITi
dan medij prosjek SD prosjek SD prosjek SD
3 slina 0,302 0,06 0,20 0,01 0,18 0,01
Gengigel 0,25% 0,03 0,16 0,02 0,17 0,04
Curaspet 0,26 0,01 0,14 0,10 0,14 0,03
Listerine 0,15° 0,08 0,30 0,21 0,12 0,03
7 slina 0,42 0,08 0,26 0,06 0,29 0,02
Gengigel 0,38 0,03 0,31 0,03 0,43 0,19
Curaspet 0,37 0,06 0,27 0,14 0,29 0,10
Listerine 0,29 0,09 0,39 0,18 0,22 0,04
14 slina 0,60 0,18 0,38 0,03 0,45 0,14
Gengigel 0,50 0,04 0,46 0,03 0,50 0,18
Curaspet 0,47 0,07 0,35 0,12 0,37 0,10
Listerine 0,39 0,06 0,49 0,22 0,31 0,04
21 slina 0,712 0,14 0,51 0,07 0,49 0.13
Gengigel 0,57 0,03 0,56 0,04 0,55 0,18
Curaspet 0,55 0,09 0,50 0,21 0,41 0,10
Listerine 0,45° 0,05 0,58 0,21 0,37 0,02
28 slina 0,75 0,14 0,54 0,07 0,51 0,14
Gengigel 0,65 0,05 0,60 0,04 0,65 0,29
Curaspet 0,73 0,19 0,55 0,20 0,54 0,14
Listerine 0,50 0,06 0,62 0,22 0,42 0,02

*mediji koji dijele ista slova u eksponentu unutar iste zice i istog dana ne razlikuju se statisticki

znacajno temeljem Student-Neuman-Keuls testa na razini p<0,05.
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Tablica 5. Otpustanje nikla u vremenskom razdoblju (nekumulativno) po jedinici povrSine

zice (ng/cm?) po vrsti zi¢anog luka i medija

NiTi NNITi RhNITi
dan medij prosjek SD prosjek SD prosjek SD
3 slina 0,302 0,09 0,20 0,01 0,18 0,01
Gengigel 0,25® 0,10 0,16 0,02 0,17 0,04
Curaspet 0,26® 0,07 0,14 0,10 0,14 0,03
Listerine 0,15° 0,12 0,30 0,21 0,12 0,03
7 slina 0,12 0,03 0,06 0,06 0,11 0,02
Gengigel 0,13 0,03 0,14 0,04 0,25 0,21
Curaspet 0,11 0,05 0,13 0,05 0,15 0,08
Listerine 0,14 0,02 0,10 0,03 0,10 0,03
14 slina 0,19 0,10 0,12 0,03 0,16 0,12
Gengigel 0,12 0,01 0,15 0,02 0,07 0,02
Curaspet 0,11 0,02 0,08 0,07 0,08 0,01
Listerine 0,10 0,03 0,10 0,03 0,09 0,01
21 slina 0,10 0,04 0,13 0,05 0,04 0,01
Gengigel 0,07 0,02 0,10 0,03 0,05 0,01
Curaspet 0,08 0,02 0,15 0,10 0,04 0,00
Listerine 0,06 0,01 0,09 0,01 0,06 0,04
28 slina 0,05 0,01 0,04 0,01 0,03 0,01
Gengigel 0,07 0,03 0,03 0,01 0,10 0,12
Curaspet 0,18 0,10 0,05 0,02 0,12 0,07
Listerine 0,05 0,01 0,04 0,01 0,05 0,01

*mediji koji dijele ista slova u eksponentu unutar iste zice i istog dana ne razlikuju se statisticki

znacajno temeljem Student-Neuman-Keuls testa na razini p<0,05.
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Otpustanje titana

Trofaktorska ANOVA ukazuje da na otpustanje iona titana znacajan utjecaj ima vrijeme
imerzije (p<0,001, n2=0,223) no ne i medij, tip zice i interakcija vrijeme x medij, no znacajne
su interakcije Zica x vrijeme (p<0,001; n2=0,457), zica x medij (p<0,001; n2=0,247) te zica x
vrijeme x medij (p<0,001; n2=0,485). Provedene su ANOVA-¢ izmedu medija unutar iste zZice
I istog vremena kako bi se detektiralo koji mediji djeluju agresivnije na pojedinu zicu u funkciji
vremena.

Dinamika otpustanja iona u svakom ocitanju ne ukazuje na jasne obrasce (Tablice 6 1 7, slika
16). Kod neoblozene zice najveée otpustanje uzrokuje Gengigel, a najmanje Listerine.
PonaSanje je nitrirane Zice najhomogenije, odnosno sli¢cno u svim medijima. Najmanje je
otpustanje titana u Gengigelu i Curaseptu, a nesto vise izaziva Listerine.

Kod rodirane Zice Curasept 1 Listerine uzrokuju vece otpustanje titana, a Gengigel i slina manje.
U strartu na rodiranu zicu viSe djeluje Listerine (tre¢i i sedmi dan), da bi nakon toga vise
djelovao Curasept.

Promatraju¢i rezultate kumulativnog otpustanja titana, vidljivo je da Gengigel uzrokuje najvise
otpustanja iona titana kod neobloZene zice §to je kumulativno znac¢ajno od sedmog dana nadalje.
Listerine uzrokuje najmanje otpustanje titana u startu i kumulativno.

Kod nitrirane Zice svi mediji djeluju podjednako. U startu slina i Listerine uzorkuju najvise
otpustanje, a Gengigel najmanje, §to je jednako 1 kumulativno.

Kod rodirane zice Listerine uzrokuje najvece otpustanje titana, §to je znac¢ajno od sedmog dana
nadalje, a slijedi ga Curasept $to je znacajno od Cetrnaestog dana nadalje. Najmanje otpustanje

inducira slina.

Iz tablice 7 (nekumulativno) vidljivo je da kod neoblozene zice Curaspet uzorkuje vece
otpustanje iona sedmog i dvadeset osmog dana, Listerine sedmog dana, a Gengigel ¢etrnaestog
i dvadeset osmog dana.

Prosje¢no otpustanje titana po ocitanju nije se znacajno razlikovalo kod nitrirane zice. Kod
rodirane Zice Curaspet i Listerine uzrokuju vece otpusStanje iona titana $to je znacajno Cetrnaesti

i dvadeset i prvog dana za Curaspet te Cetrnaestog dana za Listerine.
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Tablica 6. Kumulativno otpustanje titana po jedinici povrsine Zice (ug/cm?) po vrsti zi¢anog

luka i medija
NiTi NNiTi RONiTi
dan medij prosjek SD prosjek SD prosjek SD
3 Slina 0,15 0,09 0,27 0,14 0,23 0,05
Gengigel 0,31 0,10 0,25 0,05 0,22 0,02
Curaspet 0,29 0,07 0,23 0,10 0,23 0,04
Listerine 0,15 0,12 0,28 0,03 0,29 0,07
7 Slina 0,22 0,08 0,42 0,25 0,47 0,02
Gengigel 0,45> 0,08 0,49 0,02 0,51 0,06
Curaspet 0,50° 0,07 0,46 0,10 053 0,04
Listerine 0,34® 0,11 0,52 0,03 0,68° 0,12
14 Slina 0,65 0,06 0,61 0,21 057 0,05
Gengigel 0,92° 0,13 0,61 0,05 057 0,06
Curaspet 0,60° 0,05 0,59 0,10 0,96° 0,10
Listerine 0,49 0,10 0,63 0,01 1,05 0,11
21 Slina 0,85 0,02 1,06 0,15 0,68 0,08
Gengigel 1,08° 0,11 0,85 0,13 0,83% 0,10
Curaspet 0,76 0,04 0,88 0,35 1,23° 0,05
Listerine 0,65° 0,12 0,97 0,07 1,23* 0,14
28 Slina 1,092 0,04 1,41 0,15 0,89° 0,11
Gengigel 1,56° 0,10 1,20 0,16 1,072 0,04
Curaspet 1,212 0,12 1,22 0,37 1,53 0,03
Listerine 0,99 0,15 1,30 0,14 1,37° 0,16

*mediji koji dijele ista slova u eksponentu unutar iste Zice i istog dana ne razlikuju se statisticki

znacajno temeljem Student-Neuman-Keuls testa na razini p<0,05.
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Tablica 7. Otpustanje titana u vremenskom razdoblju (nekumulativno) po jedinici povrsine

zice (ng/cm?) po vrsti zicanog luka i medija

NiTi NNITi RhNITi
dan Medij prosjek SD prosjek SD prosjek SD
3 Slina 0,15 0,09 0,27 0,15 0,23 0,05
Gengigel 0,31 0,10 0,25 0,05 0,22 0,02
Curaspet 0,29 0,07 0,23 0,10 0,23 0,04
Listerine 0,14 0,12 0,28 0,03 0,29 0,07
7 Slina 0,072 0,01 0,15 0,13 0,24 0,05
Gengigel 0,13° 0,02 0,23 0,04 0,29 0,04
Curaspet 0,20° 0,01 0,23 0,03 0,29 0,03
Listerine 0,20° 0,03 0,24 0,01 0,39 0,19
14 Slina 0,432 0,05 0,18 0,04 0,092 0,04
Gengigel 0,472 0,07 0,12 0,04 0,062 0,02
Curaspet 0,11° 0,02 0,13 0,04 043> 0,14
Listerine 0,15° 0,02 0,11 0,01 0,36° 0,09
21 Slina 0,21 0,03 0,45 0,09 0,112 0,04
Gengigel 0,16 0,03 0,24 0,15 0,26° 0,05
Curaspet 0,16 0,02 0,29 0,26 0,27° 0,05
Listerine 0,16 0,03 0,33 0,06 0,19% 0,04
28 Slina 0,242 0,06 0,35 0,07 0,21 0,07
Gengigel 0,48° 0,03 0,35 0,07 0,24 0,07
Curaspet 0,45° 0,10 0,34 0,05 0,30 0,05
Listerine 0,34 0,09 0,33 0,08 0,14 0,13

*mediji koji dijele ista slova u eksponentu unutar iste Zice i istog dana ne razlikuju se statisticki

znacajno temeljem Student-Neuman-Keuls testa na razini p<0,05.
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Kumulativno otpustanje nikla i titana zajedno do 28. dana
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Slika 17. Usporedba kumulativnog otpustanje nikla i titana zajedno do 28. dana izmedu

medija i tipova zica

Tablica 8. Kumulativno otpustanje nikla i titana zajedno do 28. dana

NiTi NNiTi RhNITi

medij prosjek+ SD  prosjek+ SD  prosjek+ SD p n2
slina 1,85+0,09° 1,95+0,26 1,40£0,228 0,034 0,676
Gengigel 2,20+0,09° 1,80+0,29 1,72+0,27®® 0,094 0,545
Curaspet  1,93+0,22° 1,77+0,47 2,06+0,26° 0,600 0,157
Listerine 1,49+0,12°  1,91+0,23 1,79£0,16® 0,065 0,598
p 0,002 0,885 0,049

n2 0,830 0,074 0,606

*mediji koji dijele ista slova u eksponentu unutar iste Zice i istog dana ne razlikuju se statisticki

znacajno temeljem Student-Neuman-Keuls testa na razini p<0,05

Dvofaktorska ANOVA ukazuje da je znacajan efekt kombinacije medija i Zice na kumulativno

otpustanje iona nikla i titana u 28-dnevnom razdoblju (p=0,015; n2=0,455; slika 17, tablica 8).
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Napravljene su jednofaktorske ANOVA-e kako bi se provjerila razlika u medijima unutar svake
Zice.

Analiza djelovanja medija na isti tip zice ukazuje da kod neobloZene Zice Listerine znacajno
najmanje inducira otpustanje iona, a Gengigel najvise (p=0,002). Kod nitrirane zice mediji
podjednako djeluju, iako Curasept inducira nesto manje otpustanje iona, a slina i Listerine nesto
viSe. Kod rodirane Zice Curaspet znacajno vise inducira otpustanje iona nego slina.

Usporedba istog medija na razlicite tipove zica ukazuje da u umjetnoj slini rodirana Zica otpusta
znaCajno manje iona od nitrirane 1 neoblozene Zice medu kojima nema razlike. No nakon
izlaganja antisepticima razlike izmedu zica nisu zna¢ajne niti za jedan anstispetik, iako gengigel
najvise djeluje na neoblozenu zicu, Curasept na rodiranu zicu, a Listerine na nitriranu zicu. Na

rodiranu najmanje djeluje Gengigel, nitrificiranu Curaspet, a neobloZenu Listerine.
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4.2.2. Elektrokemija
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Slika 18. Polarizacijske krivulje NiTi zica neoblozene i oblozene povrsine prikazani metodom

Tafelove ekstrapolacije
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Slika 19. Usporedba opce korozije uslijed djelovanja medija unutar istog tipa zZice
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Slika 20. Usporedba sklonosti jamicastoj koroziji izmedu medija u paramteru korozivni

potencijal
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Slika 21. Usporedba sklonosti jami¢astoj koroziji izmedu medija u parametrima potencijal

popustanja/pucanja pasivnog sloja i potencijal repasivacije

Mediji su kod neoblozene zice znacajno utjecali na potencijal pucanja pasivnog sloja i
potencijal repasivacije uz veliku snagu efekta (93-99%; p<0,05) te grani¢no na korozivni
potencijal (Slike 18-21). Potencijali repasivacije i popuStanja znacajno Su najmanji kod
Gengigela. Najveci potencijal repasivacije inducira Listerine, a popustanja Listerine i Curaspet.
Kod nitrirane zice mediji Su znacajno utjecali na gustocu struje, korozivni potencijal i potencijal
repasivacije uz veliku snagu efekta (69 — 92%; p<0,05) te grani¢no na potencijal popustanja.
Listerine producira najvecu gusto¢u struje kod nitrirane Zice, a slina i Gengigel najmanju.
Najvecu negativnu vrijednost korozivnog potencijala izaziva Curasept, a najmanju slina.
Potencijal repasivacije kod Gengigela znacajno je manji od svih ostalih medija, ukljucujuci i
slinu.

Mediji su kod rodirane zice znacajno utjecali na korozivni potencijal i nagib katodnog pravca
uz veliku snagu efekta (70 — 77%; p<0,05). Slina i Listerine kod rodirane Zice produciraju

znacajno najveci korozivni potencijal, a Curasept najman;ji.
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Slika 22. Rezultati dobiveni elektrokemijskom impedancijskom spektroskopijom

Rezultati dobiveni elektrokemijskom impedacijskom spektroskopijom pokazuju da najvecu
korozijsku otpornost pokazuju svi tipovi lukova nakon izlaganja Gengigelu (slika 22). To je
sli¢no nalazima ciklickog polarizacijskog testa. Najmanja otpornost na koroziju neobloZene
zice vidljiva je nakon izlaganja Listerinu 1 slini. Nitrirana Zica pokazuje najmanju otpornost
nakon izlaganja Listerinu, a rodirana Curaseptu. Dobiveni rezultati se se nadopunjuju s
rezultatima polarizacijskih mjerenja.
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Tablica 9. Impedancijski parametri dobiveni prilagodbom eksperimentalnih podataka na

odabrane ekvivalentne elektri¢ne modele

Zica Medij Otpor Konstantno fazni  Koeficijent,
povrsinskog element, CPE n
sloja, R1 (MQ (uS s" cm?)
cm?)
NiTi Slina 2,45 18 0,95
Curasept 6,26 24 0,94
Listerine 4,56 22 0,93
Gengigel 6,91 21 0,95
NNiTi  Slina 6,94 17 0,91
Curasept 4,57 15 0,90
Listerine 0,87 34 0,88
Gengigel 7,45 7,3 0,89
RhNiTi Slina 3,02 45 0,90
Curasept 0,82 22 0,80
Listerine 4,06 49 0,91
Gengigel 3,00 48 0,93
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Za daljnje vrednovanje svojstava povrSinskog sloja, dobiveni EIS spektri modelirani su
primjenom elektricnih ekvivalentnih krugova. Za vecinu mjerenja moguée je koristiti
jednostavan model Rei (CPE R:) gdje Re, predstavlja otpornost elektrolita, R; otpor povrsinskog
sloja, a CPE je konstantni element faza koji opisuje kapacitivno ponaSanje neidealnih sustava
u kojima je n koeficijent povezan s neravnomjernom raspodjelom struje uzrokovan hrapavoséu
i povrsinskim o$tecenjima. Vrijednosti n od gotovo jedan upucuju na skoro idealno kapacitivno
ponasanje. Za uzorke prevucene rodijem potrebno je koristiti elektri¢ni model Rel (CPE; R,)
(CPE. R,) gdje prvi CPE-R par predstavlja elektrokemijsku reakciju koja se javlja na plemenitoj
prevlaci, a drugi elektrokemijsko ponaSanje NiTi supstrata u porama prevlake. Za neoblozeni
NiTi u Curaseptu i nitriranu NiTi u Gengigelu takoder je bilo potrebno koristiti elektri¢ni
ekvivalent s dva CPE-R para. Onaj na visim frekvencijama obi¢no se pripisuje poroznom sloju
gornjeg oksida, dok se onaj na nizim frekvencijama pripisuje unutarnjem sloju barijere.
Otpornost unutarnjeg sloja barijere znatno je veca od one vanjskog sloja i zbog toga su
parametri u vezi s unutarnjim slojem barijere prikazani u tablici 9. Navedeni podaci
predstavljaju srednju vrijednost dobivenu u najmanje tri mjerenja u istim uvjetima.

EIS podaci predstavljeni u tablici 9. pokazuju da kod neoblozenih NiTi Zica antiseptici
povecavaju otpornost oksidnog sloja. Takvo ponasanje moze biti pripisano brzem otapanju
slitine u antisepticima s oslobadanjem Ti*" no lako se konvergira u TiO2, ¢ime se stvara vise
zastitnog sloja oksida nego u umjetnoj slini. Kod nitriranih NiTi Curasept i Listerine uzrokuju
smanjenje svojstava zastitnog povrSinskog sloja. Kod zice prevucene rodijem smanjenje

svojstava oksidnog zastitnog sloja najizrazenije je s Curaseptom.
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4.3. Bioloski ué¢inak

Dinamika otpustanje iona nikla i titana kroz 14 dana, koriStena za ispitivanje bioloskog ucinka,

prikazana je u tablici 10 i slici 23.

Tablica 10. Koncentracije iona Ni i Ti u uzorcima za ispitivanje bioloskog ucinka

Ni (ugL™) Ti (ugL™)
Slijepa proba (slina) <1 <1
3. dan 15,1 17,3
7. dan 30,4 12,5
14. dan 25,6 9,0

-1
gL

- NN W W

o o g oS &

w

koncentracija otpustnih iona (p
o

0o 1 2 3 4 65 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
dani ekspozicije

—o—Ni ——Ti

Slika 23. Ovisnost otpustanja iona Ni i Ti o vremenu ekspozicije dva neoblozena NiTi luka

duzine 10 cm dimenzija 0,508 % 0,508 mm (0,020 x 0,020") slini
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Znacajni pad prezivljavanja uz veliku snagu efekta biljeze sve kulture stanica kada je
koncentracija oba metala zajedno barem 162 pg/L, a ¢ine ju kombinacija od 75,5 pg/L nikla i
86,5 ng/L titana ili 128 ug/L nikla i 44,9 ng/L titana (p<0,001; n2=0,853-0,971; Slika 24). Ako
se gleda zasebno svaki ion onda preZivljavanje znacajno pada nakon izlozenosti koncentraciji
od 75,5 pg/L nikla i 44,9 pg/L titana. Radi se o umjerenoj do jakoj citotoksi¢nosti. Vrijednost
od 30,4 pg/L nikla te 17,3 pg/L titana u slini, koliko je najvise zabiljezeno tijekom 14 dana
ekspozicije, odnosno koncentracija oba metala zajedno od barem 42,3 ug/L ne izaziva

citotoksi¢ni u¢inak. Niske koncentracije nikla i titana mogu ¢ak i stimulirati razvoj stanica.

staniéna linija

CAL 27 jezik

HEP G2 jetra

Caco-2 crijevo
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Slika 24. Usporedba citotoksi¢nosti u kulturama stanica izloZzenima slini s otpustenim ionima

nikla i titana tijekom vremena izlaganja
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Vidljiv je linearni trend smanjenja prezivaljavanja na svim kulturama stanica s pove¢anjem
koncentracije nikla i titana (Slike 25 —27). Korelacija je podjednake snage u sva tri vremenska
intervala, a povecanje koncentracije titana nesto vise smanjuje prezivljavanje nego povecanje
koncentracije nikla. Iz regresijskih jednadzbi vidljivo je da povecanje koncentracije titana za 1

ug/L smanjuje prezivljavanje za 0,7-1,2 skalarnih boda, dok kod nikla za 0,4-0,6 boda (Slike
25— 27).
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Slika 25. Linearna regresija za predikciju citotoksi¢nosti na kulturi stanica jezika temeljem

otpustenih iona nikla i titana iz NiTi lukova u slinu. Udio prezivljavanja odreden je u odnosu

na negativnu kontrolu
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vrijeme izlaganja (h)

24 48 72

24n; R2=0,899; y=107,1-0,3x
48h; R2=0,798, y=104.1-0.4x
720 R2=0,746; y=103.0-0.3x

ljavanje (%)

preziv

0 T T T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 2500 50 100 150 200 2500 50 100 150 200 250
Ni+Ti
24h: R2=0,836; y=105,7-0,4x
48h: R2=0,719; y=102,1-0,5x
72h: R2=0,708; y=101,8-0,4x
g 8
I Q
s
o
&
= 3 8
:
o
2 8 o

0 T T T T T T T T T T | T T T T T
0 50 100 150 200 2500 50 100 150 200 2500 50 100 150 200 250
Ni
24h: R2=0,797; y=105,3-0,8x
48h: R2=0,749; y=102,6-1,0x
72h: R2=0,637,y=101,1-0,7x
=
n
T
o
>
3
>
S 8
o 8
a
8o
e
0 T T T

T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 2500 50 100 150 200 2500 50 100 150 200 250
Ti

Slika 26. Linearna regresija za predikciju citotoksi¢nosti na kulturi stanica jetre temeljem

otpustenih iona nikla 1 titana iz NiT1 lukova u slinu
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vrijeme izlaganja (h)
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Slika 27. Linearna regresija za predikciju citotoksi¢nosti na kulturi stanica crijeva temeljem

otpustenih iona nikla i titana iz NiTi lukova u slinu

Nikal i titan podjednako su znacajni prediktori citotoksi¢nosti. Dodatak titana povecava snagu
modela povrh nikla, no ne u velikom iznosu (AR<O0,1; p<0,001). Velik je dio varijabiliteta
zajednicki za oba metala, dok samostalno svaki metal objaSnjava oko 10% varijabiliteta. U
tablici su prikazani rezultati regresijskih jednadzbi. Kada se gledaju sve regresijske jednadzbe
opet je vidljivo je da povecanje koncentracije titana nesto visSe smanjuje prezivljavanje nego
povecanje koncentracije nikla. Iz regresijskih jednadzbi vidljivo je da povecanje koncentracije

titana zal pg/L smanjuje prezivljavanje za 0,3 — 0,9 skalarnih boda, dok kod nikla za 0,2 - 0,4
boda (Tablica 11).
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Tablica 11. Rezultati linearne regresije za predikciju prezivljavanja temeljem otpustenog nikla

I titana
kultura stanica vrijeme regresijska jednadzba R2 p
ekspozicije
jezik 24 y=106,3-0,3 x Ni - 0,6 x Ti 0,918 <0,001
48 y=109,6-0,4 x Ni - 0,7 x Ti 0,939 <0,001
72 y=104,9-0,2 x Ni - 0,4 x Ti 0,840 <0,001
jetra 24 y=107,2-0,3x Ni - 0,4 x Ti 0,902 <0,001
48 y=104,4-0,3 x Ni- 0,6 x Ti 0,811 <0,001
72 y=108,0-0,3 x Ni - 0,3 x Ti 0,746  <0,001
crijevo 24 y=111,8-0,2x Ni - 0,5x Ti 0,733 <0,001
48 y=108,9-0,2 x Ni - 0,9 x Ti 0,694 <0,001
72 y=103,9-0,2 x Ni - 0,4 x Ti 0,819 <0,001
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Slika 28. Usporedba citotoksic¢nosti, procijenjene kao udio prezivljavanja u odnosu na

negativnu kontrolu, u kulturama stanica izloZzenima ionima nikla (NiCly) i titana (TiOz2)

tijekom vremena izlaganja stanica
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Izlaganje odvojeno niklu i odvojeno titanu dobivenima iz soli NiCl; i TiOz ne izaziva znacajniji
citotoksi¢ni efekt niti u jednoj kulturi stanica niti u jednom vremenu izlaganja (Slika 28).
Uglavnom nema citotoksi¢nog efekta ili se javlja blaza citotoksi¢nost. Kada se gleda samo
odnos citotoksi¢nosti u stanicama nakon ekspozicije samom niklu ili samom titanu korelacije
su bile slabe ili beznacajne (Slika 29). Koncentracija nikla jedino je korelirala s citotoksi¢nosti
nakon 24 sata ekspozicije u stanicama jezika i jetre, a titana samo nakon 24 sata u stanicama

jezika. Nikal i titan dobiveni iz soli NiCl2 i TiO2 slabi su prediktori citotoksi¢nosti.
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Slika 29. Linearna regresija za predikciju citotoksi¢nosti nikla (NiCl) i titana (TiO2) na

kulturama stanica u ovisnosti 0 vremenu ekspozicije
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Znacajni rast prisutnosti slobodnih radikala uz veliku snagu efekta biljeze kulture stanica jezika
kada je koncentracija oba metala zajedno barem 162 pg/L, a ¢ine ju kombinacija od 75,5 ng/L
nikla i 86,5 pug/L titana ili 128 pg/L nikla i 44,9 pg/L titana (p<0,001; n2=0,362-0,891; Slika
30). Udio radikala je odreden kao umnozak fluorescencije i kvocijenta prezivljavanja u odnosu
na negativnu kontrolu. Nalaz je sli¢an i1 kod stanica jetre i crijeva no samo u vremenima
izlaganja 24 i 48 sati (p<0,001; n2=0,513-0,678), ali ne i nakon izlaganja 78 sati. Ako se gleda
zasebno svaki ion onda udio slobodnih radikala znacajno raste nakon izloZenosti koncentraciji
od 75,5 png/L nikla 1 44,9 ng/L titana. Kod crijeva ioni titana ve¢ pri 17,30 ug/L uzrokuju znatni
porast radikala nakon 24 sata. Kao i prethodno, kod stanica jetre i crijeva nema znacajnih razlika
nakon izlaganja 72 sati. Krace izlaganje izaziva stvaranje vece koli¢ine radikala (24 sata — 30-
100%) nego duze izlaganje (48 1 72 sata — 10 do 40%). Vrijednost od 30,4 pg/L nikla te 17,3
ug/L titana u slini, koliko je najvise zabiljeZzeno tijekom 14 dana ekspozicije, odnosno
koncentracija oba metala zajedno od barem 42,3 nug/L inducira uglavnom <50% radikala, i u

kra¢em i u duzem periodu ekspozicije.
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Slika 30. Usporedba prisutnosti slobodnih radikala u kulturama stanica izlozenima slini s

otpustenim ionima nikla i titana tijekom vremena izlaganja
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Vidljiv je linearni trend povecavanja prisutnosti radikala na svim kulturama stanica s
povecanjem koncentracije nikla i titana (Slike 31-33). Korelacije su ja¢e kod jezika, a
podjednake u crijeva i jetre. a povecanje koncentracije titana nesto vise povecava prisutnost
radikala nego povecanje koncentracije nikla. Iz regresijskih jednadzbi vidljivo je da povecanje
koncentracije titana zal pg/L povecava prisutnost radikala za 0,1-1,1 skalarnih boda, dok kod
nikla za 0,1-0,5 boda (Slike 31-33).
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Slika 31. Linearna regresija za predikciju prisutnosti radikala na kulturi stanica jezika
temeljem otpustenih iona nikla 1 titana iz NiT1 lukova u slinu. Udio radikala je odreden kao

umnozak fluorescencije i kvocijenta preZivljavanja u odnosu na negativnu kontrolu.
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Slika 32. Linearna regresija za predikciju slobodnih radikala na kulturi stanica jetre temeljem

otpustenih iona nikla 1 titana iz NiT1 lukova u slinu
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Slika 33. Linearna regresija za predikciju radikala na kulturi stanica crijeva temeljem

otpustenih iona nikla i titana iz NiTi lukova u slinu

Nikal i titan su podjednako znacajni prediktori stvaranja radikala. Dodatak titana uglavnom
povecava snagu modela povrh nikla no ne u velikom iznosu (AR<0,1). Veliki dio varijabiliteta
je zajednicki za oba metala, dok samostalno svaki metal objasnjava <10% varijabiliteta. U
tablici su prikazani rezultati regresijskih jednadzbi. Kada se gledaju sve regresijske jednadzbe
opet je vidljivo je da povecanje koncentracije titana nesto vise povecava stvaranje radikala nego
povecanje koncentracije nikla. 1z regresijskih jednadzbi vidljivo je da povecanje koncentracije
titana zal pg/L povecava stvaranje radikala za 0,1-0,8 skalarnih boda, dok kod nikla za 0,1-0,2
boda (Tablica 12).
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Tablica 12. Rezultati linearne regresije za predikciju stvaranja radikala temeljem otpustenog

nikla i titana
kultura stanica vrijeme regresijska jednadzba R2 p
ekspozicije
jezik 24 y=22,8+0,2 x Ni + 0,8 X Ti 0,862 <0,001
48 y=15,2+0,1 x Ni + 0,1 X Ti* 0,339 <0,001
72 y=17,0+0,1 x Ni + 0,2 X Ti 0,617 <0,001
jetra 24 y=43,8+0,1 x Ni + 0,1 X Ti* 0,462 <0,001
48 y=11,4+0,0 x Ni + 0,1 X Ti 0,622 <0,001
72 y=19,0+0,0 x Ni + 0,0 x Ti*** 0,051 0,087
crijevo 24 y=37,6+0,0 x Ni + 0,3x Ti** 0,547 <0,001
48 y=13,3+0,0 x Ni + 0,1 X Ti 0,499 <0,001
72 y=18,4+0,0 x Ni + 0,0 x Ti*** 0,050 0,092
* titan nije znacajni prediktor; ** nikal nije znacajni prediktor; *** ni nikal ni titan nisu znacajni
prediktori.
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Slika 34. Usporedba prisutnosti slobodnih radikala u kulturama stanica izlozenima ionima

nikla (NiCly) i titana (TiO.) tijekom vremena izlaganja stanica
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Izlaganje odvojeno niklu i odvojeno titanu dobivenima iz soli NiCl2 i TiO2z inducira stvaranje
radikala u prosje¢nom iznosu 10-50% skalarnih poena. Krace izlaganje (24 sata) inducira vise
radikala (Slika 34). U duzem periodu (48 i 72 sata) podjednaka je prisutnost radikala u sve tri
kulture stanica, no u kra¢em periodu (24 sata) manje radikala stvara se u kulturi stanica jezika
(20-30%) u odnosu na stanice jetre i crijeva (30-50%).

Kada se gleda odnos radikala u stanicama nakon ekspozicije samom niklu ili samom titanu
dobivenom iz soli NiClz i TiO2 korelacije su bile uglavnom slabe ili beznacajne (Slika 35).
Koncentracija nikla je jedino korelirala s koli¢inom radikala nakon 48 sata ekspozicije u svim
kulturama stanica te nakon 72 sata u stanicama jezika, a korelacija je bila pozitivna. S porastom
koncentracija iona rasla je koli¢ina radikala. Koncentracija titana je umjereno pozitivno
korelirala s radikalima samo nakon 72 sata u stanicama crijeva (r=0,6). Nikal i titan dobiveni
iz soli NiCl2 i TiOz nisu jaki prediktori otpustanja radikala.

Pearsonove korelacije ukazuju na jaku negativnu linearnu korelaciju izmedu prezivljavanja
stanica i indukcije slobodnih radikala na sve tri stani¢ne linije (Slika 36). Odnosno, s
povecanjem koncentracije radikala povecava se citotoksi¢nost. Korelacija je uglavnom jaka,
uglavnom jaca kod stanica jezika, a slabija kod crijeva. Korelacija je podjednaka i kod nikla i
kod titana. Nesto je slabija nakon duZe ekspozicije (72 sata), tada je umjerena do jaka. U kracem
vremenu ekspozicije je jaci pad prezivljavanja s povecavanje radikala nego u duZzem periodu

ekspozicije.
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Slika 35. Linearna regresija za predikciju radikala induciranih niklom (NiCly) i titanom (TiO2)

na kulturama stanica u ovisnosti o vremenu ekspozicije
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Slika 36. Korelacija prezivljavanja stanica i prisutnosti radikala u ovisnosti o vremenu

ekspozicije
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5.1. Dinamika otpustanja iona i mehani¢ki u¢inak korozije

Dosadasnja istrazivanja uglavnom su fokusirana na proucavanju promjene mehanickih
svojstava te korozivnog utjecaja sline, pH i fluorida na NiTi legure. No nedovoljno je istrazen
utjecaj oralnih antiseptika na svojstva NiTi lukova. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su kako
je otpustanje iona uslijed korozije i promjena mehanickih svojstava ovisna o vrsti obloge kao i
vrsti primijenjenog antiseptika.

Dinamika otpuStanja nikla 1 titana nakon izlaganja neobloZzene NiTi zice slini ukazuje na
odredeni obrazac. Najvece oslobadanje nikla vidljivo je prva tri dana, nakon ¢ega pokazuje
tendenciju opadanja. To potvrduje da se nakon formiranja zastitnog sloja titan oksida korozija
Zice smanjuje. OtpusStanje iona titana moZe se smanjivati, ali 1 povecavati tijekom izlaganja
medijima $to ukazuje da kontakt sa svjezom slinom niskog pH moze uzrokovati otapanje
zastitnog sloja. Stoga se zasebno gledalo otpustanje iona titana po jedinici povrsine zZice kao
moguca mjera korozije zbog razaranja zastitnog sloja titan oksida.

Nakon otapanja tog zastitnog sloja, ponovno se javlja korozija i otpustanje novih iona nikla, ali
U manjem iznosu. Sli¢no je izvjeStavano i U ranijim istrazivanjima (76, 77). Opéenito, iznos
otpustenog nikla iz NiTi Zica nije dovoljan za izazivanje alergijske reakcije (34, 47, 78), ali nije
zanemariv buduc¢i da se uz druge moguée izvore (tetovaze, nakit, metalna dugmad, patent
zatvaraci ili kozmetika) moze akumulirati kolic¢ina koja ¢e dovesti do reakcije kod pacijenata s
preosjetljivoscu na nikal. Nikal je Siroko poznat kao kontaktni alergen. Podaci iz 2013./2014.
pokazuju prevalenciju od 18,1% kontaktnih alergija na nikal u europskoj populaciji (79).
Dokazano je da nikal akumuliran u gingivi moze uzrokovati gingivalnu hiperplaziju (36). lako
se dugo vremena smatrao biokompatibilnim metalom, istrazivanja jasno pokazuju kako dolazi
do otpustanja iona titana iz dentalnih i medicinskih implantata s indicijama da ioni titana mogu
penetrirati kroz oralnu mukozu (57, 58, 80).

Poznavanje dinamike otpuStanja iona i utjecaj pojedinih antiseptika na njihovo otpustanje
omogucit ¢e terapeutu prevenciju nezeljenih alergijskih reakcija. Stoga se istraZzivanje treba
proSiriti na proucavanje oslobadanja iona titana u interakciji s antisepticima tijekom duljeg
vremenskog razdoblja.

Ova ponavljajuca korozija razli¢itog intenziteta, uvjetovana dinamikom otpustanja iona, U

odredenoj mjeri mijenja radna svojstva ortodontskih NiTi zi¢anih lukova. Ona se
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manifestiraju u promjeni fleksibilnosti, rezilijencije te iznosa sile u opterecenju i rastere¢enju
Sto ukazuje da ve¢ sama slina reducira elasticna svojstva neoblozenog NiTi Zicanog luka.
Prethodno je izvjeStavano kako sama slina moZe znacajno promijeniti svojstva zice U
opterecenju i rasterecenju, iako to ovisi 0 proizvodacu zice (81).

Izlozenost antisepti¢koj otopini dodatno ostecuje zastitni sloj titan oksida, a najve¢e promjene
se uocavaju u interakciji s Gengigelom, antiseptikom na bazi hijaluronske kiseline. Svako novo
izlaganje antiseptiku dodatno oStecuje zastitni sloj. Medutim, to ne¢e znaCajno promeniti
dinamiku 1 koli¢inu otpustenih iona nikla jer se u kratkom vremenu stvara novi sloj zastitnog
TiO». lako je hipoteza bila da ¢e oralni aniseptici utjecati na daljnje pogorsanje elasti¢nih
svojstava neoblozene Zice, to nije dokazano ovim istrazivanjem. Oralni antiseptici imaju slican
ili ¢ak manji utjecaj na ta svojstva. Gengigel ima najveci ucinak §to je u skladu s rezultatima
dinamike otpustanja iona. Promjene su viSe vidljive tijekom opterecenja nego rasterecenja.

Za ortodontski pomak zuba vazna je sila koja se oslobada za vrijeme rasterecenja i tom silom
zica djeluje kod vracanja u prvobitan oblik. Ona ima utjecaj na parodontni ligament i
biomehaniku pomaka zuba (1). Stoga, tijekom terapije neoblozenim NiTi lukovima svi testirani
antiseptici mogu se Kkoristiti bez rizika od mijenjanja radnih svojstava lukova. Hipotezu o ve¢em
smanjenju elasti¢nih svojstava u rasterecenju kod interakcije s antiseptikom na bazi alkohola i
eteri¢nih ulja te najmanjem smanjenju kod interakcije s onim na bazi hijaluronske kiseline,
nismo potvrdili kod neobloZene Zice.

Curasept baziran na klorheksidinu imao je najmanji utjecaj na mehanicka svojstva i umjeren
utjecaj na dinamiku otpustanja iona te bi bio najprikladnija opcija za primjenu uz neobloZzenu
NiTi zicu. Prethodno je izvjestavano kako preparati na bazi klorheksidina nemaju znacajan
utjecaj na mehanicka svojstva zica kao ni na povrsinsku hrapavost i trenje (82).

Kao $to je pretpostavljeno prevlake na NiTi Zicama utjecu na koroziju, medutim taj je utjecaj
manji od utjecaja oralnih antiseptika. Kod rodiranih NiTi Zica otapanje TIO: sloja vece je u
interakciji s antisepticima nego u samoj slini. To je vidljivo kod primjene otopine Listerinea i
Curasepta, antiseptka na bazi alkohola i klorheksidina iako to ne mijenja znacajno dinamiku i
iznos otpuStanja iona nikla. Listerine smanjuje elasti¢na svojstva Zice viSe od same sline. Uzrok
povecane brzine korozije kod rodirane zice vjerojatno je posljedica lokalizirane korozije na
mjestu na kojem je prevlaka porozna (83). Nitrifikacija zice ne smanjuje znacajno utjecaj
antiseptika na dinamiku otpustanja iona titana, iako je prethodno izveStavano o titan nitridnom
zastitnom sloju koji djeluje kao zastita od korozije (84). Koli¢ina otpustenih iona nikla nesto je

veca nakon $to se primjeni Listerine Sto rezultira pogorSanjem elasticnih
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svojstava te oslobadanjem slabijih sila u rasterecenju. To podrazumijeva da nitrirani lukovi
nakon interakcije s otopinom Listerine ne mogu povratiti svoj orginalni oblik. Dakle, kod
nitriranih NiTi zica potvrdena je hipoteza o smanjenju elasticnih svojstava u rastere¢enju kod
primjene antiseptika na bazi alkohola i eteri¢nih ulja. Ranije je izvjeStavano o povecanom
otpustanju metalnih iona u slinu nakon izlaganja oralnim antisepticima koje je veée kod onih
baziranih na alkoholu ili fluoridima nego na klorheksidinu, dok je najmanje u vodenoj otopini
biljnih ekstrakata (85 — 88). No, prethodno je i izvjeStavano da eteri¢na ulja mogu smanjiti
otpornost na koroziju NiTi legura (88). Otpustanje iona takoder moze biti povezano S
mikrostrukturom same zice (89).

Razlika u otpornosti na koroziju izmedu razli¢itih tipova oralnih antiseptika mogla bi biti i
posljedica njihove pH vrijednosti. Listerine s pH 4,4 smanuje otpornost na koroziju vise od
Curasepta koji je pH 5,7. Po nekima je najvazniji ¢imbenik reduciranja sila u rasterecenju zice
pH vrijednost, a ne samo profilakticko sredstvo (90, 91). Kiseliji medij op¢enito vise utjeCe na
smanjenje radne sile ortodontske naprave (70).

Sli¢no kao i kod neoblozene zice, Curasept bi Se mogao preporuciti kao oralni antiseptik uz
rodirane 1 nitrirane zice zbog slabog utjecaja na mehanicka svojstva i umjerenog utjecaja na
dinamiku otpustanja iona.

Osim smanjene pH vrijednosti, otpornost na koroziju takoder je uvjetovana sastavom proteina
sline i visokim koncentracijama fluoridnih iona (92,93). Sve testirane otopine sadrze fluoride,
Listerine i Gengigel u manjoj koncentraciji od Curasepta. Prema nekim istrazivanimja primjena
topikalnih fluorida za vrijeme ortodontske terapije moze utjecati na mehanicka svojstva NiTi
Zica (46, 73, 94, 95) dok druga poricu takav utjecaj (96, 97). Glavni je razlog degradacije radnih
svojstava Zi¢anih lukova apsorpcija vodika (98). Krutost Zice tada je zna¢ajno smanjena (99).
Ponekad se elasticnost moze promijeniti od fleksibilnog u fragilno, a ¢vrsto¢a smanjiti tako da
postanu sklone pucanju (100).

Izgleda da je fluorovodi¢na kiselina, koja je produkt interakcije fluorida 1 pH, bolji prediktor
otpustanja iona iz NiTi legura nego sama koncentracija fluorida ili pH profilaktickog sredstva
(65).

Budu¢i da Curasept najmanje mijenja mehanicka svojstva ortodontskih Zica, moZemo ga
smatrati najvisSe pouzdanim antiseptikom za primjenu kod pacijenata koji su u terapiji fiksnim
ortodontskim napravama koje sadrze NiTi legure. Najmanju otpornost na koroziju i najveci
utjecaj na smanjenje mehanickih svojstava pokazao se kod primjene otopine Listerine. Posebno

je vazan ovaj podatak kod primjene nitriranih lukova.
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Ako bi se zeljelo minimalizirati smanjenje pozeljnih mehanickih svojstava NiTi zica, potrebno
je izabrati odgovarajuce antisepti¢ko sredstvo za svaku vrstu NiTi Zice. Ipak, promjene izazvane

antisepticima male su i ne bi imale veliki klinicki znacaj.
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5.2. Korozijski mehanizmi

Elektrokemijska testiranja ukazuju da se korozija ortodontske NiTi legure javlja ve¢ u samoj
slini. U prisutnosti antiseptika dolazi do mijenjanja korozijske otpornosti NiTi legure. Javlja se
uglavnom ubrzanje opcée te pojava lokalizirane korozije, a ovisna je o vrsti obloge. Ciklicka
polarizacija omogucéava dobivanje informacija o korozijskom ponasanju materijala i
korozijskom mehanizmu, prvenstveno analizu tendencije prema lokaliziranoj, jamicastoj
koroziji. Nakon pucanja pasivnog oksidnog filma iz oblika povratne polarizacijske krivulje
moze se zakljuciti 0 vjerojatnosti za pojavu jamicaste korozije. Materijali koji pokazuju nizu
vrijednost pucanja pasivnog oksidnog sloja i repasivacijskog potencijala skloniji su nastanku
jamicaste korozije jer lakSe nastaju lokalizirana oSte¢enja na leguri. Takoder oni koji imaju ve¢u
razliku izmedu pucanja pasivnog sloja 1 korozijskog potencijala manje su skloni lokaliziranoj
koroziji. Odnos izmedu potencijala pucanja i repasivacije mora se uzeti u obzir jer na
potencijalu repasivacije dolazi do obnavljanja oSte¢enog pasivnog filma. Stoga, $to je manja
razlika lakSe se popravlja oste¢enje i manja je vjerojatnost da ¢e se pojaviti loklizirana korozija
u stvarnim uvjetima.

Kod neoblozene Zice ne postoji znacajna razlika u izgledu polarizacijske krivulje u umjetnoj
slini i onih u antiseptickim otopinama. U antisepti¢kim otopinama vidljiv je pomak korozijskog
potencijala prema negativnim vrijednostima. Antiseptik baziran na klorheksidinu (Curasept) i
etericnim uljima u alkoholnoj bazi (Listerine) producira nesto ve¢u gusto¢u korozijske struje
kod neobloZene zice nego antiseptik baziran na hijaluronskoj kiselini (Gengigel). Tendencija
prema jamicastoj koroziji ni u jednom mediju nije dokazana. lako je kod Gengigela smanjen
potencijal popustanja, prati ga manja korozija i mogucnost repasivacije §to upucuje da ovaj
antiseptik ne povecava moguénost nastanka lokalizirane korozije.

Nitriranje povrSine usporava koroziju u slini, odnosno ¢ini Zicu otpornijom prema opcoj
koroziji. No ne ¢ini ju otpornijom prema lokaliziranoj koroziji jer je sklonost slicna kao i kod
neobloZene zice $to je izvjeStavano ranije (101). Nitriranje je jedan od najvaznijih postupaka
povrsinske termokemijske obrade. Temelji se na implantiranju, odnosno difuziji dusika u
povrsinski sloj ¢ime se postize visoka tvrdoca, poboljSanje otpornosti na troSenje i zamor te
bolja korozijska otpornost (102). NiTi zice s nitridnom prevlakom na svojoj povrsini imaju i
sloj TiO2 preko sloja TiN zbog prirodne sklonosti titana prema formiranju pasivnog sloja (103).

Kod rodiranih Zica, sli¢no kao i nitriranih, Listerine i Curasept povecavaju gustocu
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korozijske struje, osobito Curasept. Listerine i slina induciraju vecu tendenciju prema
lokaliziranoj koroziji zbog manje razlike izmedu korozijskog potencijala i potencijala pucanja
te neobnavljanja oSte¢enog oksidnog sloja. S druge strane kod Curasepta i Gengigela moguca
je repasivacija oSte¢enih mjesta. Prema tome, ovo potvrduje da rodiranje povrSine u odnosu na
neobloZzenu zicu ili nitriranje povrsine povecava tendenciju prema opc€oj i lokaliziranoj koroziji.
Rodiranjem se nanosi tanki sloj rodija i zlata na povrsinu zice Sto rezultira boljom estetikom
Zice, no time se o€ito ne poboljSava korozijska otpornost. Razlog povecane brzine korozije
nastanak je galvanske ¢elije izmedu plemenite obloge i NiTi podloge zbog poroznosti obloge
(83). Pri tome obloga postaje katoda, a bazni materijali anoda. Stoga se korozijski procesi
dogadaju lokalno, na mjestima na kojima je obloga porozna (84).

Vrijednosti brzine Kkorozije za neoblozenu NiTi zicu nalaze se izmedu vrijednosti dviju
spomenutih Zica. NeobloZena i nitrirana Zica ne pokazuju sklonost prema lokaliziranoj koroziji
stoga bi bile bolja opcija za ortodontsku terapiju kod osoba sklonih opcenito alergijama, a
nemaju potvrdenu alergiju na nikal.

Evidentno je da obloga modificira utjecaj antiseptika na NiTi leguru. Gengigel je opcenito
najmanje agresivan za sve vrste NiTi zica. To se moze povezati s ¢injenicom da je Gengigel
medij s najve¢om pH vrijednosti i najmanjom koncentracijom fluorovodi¢ne kiseline. Njegov
je pH veci i od umjetne sline i ¢ini se da to umanjuje korozivan ué¢inak fluorida.

Kod nitriranih uzoraka Listerine i Curasept povecavaju brzinu opce korozije u odnosu na isti
uzorak u slini. Medutim, Listerine poboljSava otpornost prema lokaliziranoj koroziji. Pojava
lokalizirane korozije nesto je vjerojatnija kod Gengigela u usporedbi s drugim medijima, ali
pokazuje najnizu stopu opée korozije. Moguce je da neke od organskih komponenti Gengigela
adheriraju na povrsinu Zice i time inhibiraju op¢u koroziju. S druge strane omogucuju lakse
pucanje pasivnog filma na nezasticenim mjestima.

Listerine i Curasept dovode do poveéanja opée korozije kod rodirane Zice, posebno Curasept.
Prisutnost pukotina u oblozi zice omogucuje pojavu lokalizirane korozije u slini i otopini
Listerine. Ispitivanja su pokazala da kod Curasepta i Gengigela postoji mogucnost obnavljanja
ostecenog oksidnog sloja. S obzirom na prisutnost ostecenja u samoj rodiranoj prevlaci, moze
se pretpostavit da dolazi do punjenja pora Curaseptom i Gengigelom. Objasnjenje bi moglo biti
da se pore ispune korozijskim produktima ili da organske komponente antiseptickog sredstva
adheriraju na povrSinu metala i time usporavaju njegovu koroziju. Dvostruko ve¢i iznos
korozije kod Curasepta ¢ini ovaj antiseptik manje prikladnim izborom uz rodiranu Zicu, a

Gengigel optimalnim izborom. Na temelju provedenih analiza
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korozije, jasno je da je Gengigel optimalna opcija za koristenje kod neoblozenih i oblozenih
NiTi zica dok bi Listerine i Curasept trebali izbjegavati. Listerine je kemijski najagresivniji jer
mu je pH najveci i koncentracija njegove fluorovodi¢ne kiseline naveca je medu testiranim
antisepticima, 8x veca od Curasepta, a 62x veca nego kod Gengigela. Listerine u svom sastavu
ima etanol koji bi dodatno mogao povecati njegovu korozivnost.

Prethodno je ve¢ objavljeno kako Listerine inducira najmanji otpor i najvecu brzinu korozije
NiTi slitina, ve¢u od antiseptika na bazi klorheksidina (9). Dosadasnje studije takoder su
pokazale kako fluoridni ioni, oslobodeni iz antiseptika ili drugih preparata za remineralizaciju
cakline mogu dodatno, u uvjetima snizene pH vrijednosti, pomaknuti korozijski potencijal
prema negativnim vrijednostima te dovesti do otapanja zastitnog titan oksidnog sloja (39, 45,
66).

Kao $to je ve¢ prethodno navedeno, izgleda da korozija bolje korelira s koncentracijom
fluorovodicne kiseline nego s pH ili fluoridima pojedinac¢no (66). Profilakti¢ka sredstva na bazi
fluorida osim $§to smanjuju korozijsku otpornost, povec¢avaju povrsinsku hrapavost i trenje kod
ortodontskih lukova (33).

Curasept je umjeren medij jer je manje Kiselosti od preparata Listerine i nesto kiseliji od
Gengigela, a veéeg je sadrzaja fluorida. Gengigel je kemijski najblagotvorniji jer je hijaluronska
kiselina blaga organska kiselina, pH je najblizi neutralnom, ima nizak sadrzaj fluorida i najnizu
koncentraciju fluorovodi¢ne kiseline. Zbog protuupalnog i bakteriostatskog efekta te
antioksidacijskih svojstava, primjenjuje se kao pomoc¢no sredstvo u terapiji gingivitisa. U¢inak
mu je sli¢an klorheksidinu (104). Do sada u radovima nije izvjeStavano 0 utjecaju hijaluronske
kiseline na korozijsku stabilnost ortodontskih legura, no dokazano je da povecava otpornost na
koroziji CoCrMo legura koje se koriste u ortopediji (105).

Najmanji stupanj korozije daleko je najmanji kod antiseptika koji se temelje na vodenim
otopinama biljnih ekstrakata, koji su takoder manje kiseli (106). Ovo je u skladu sa studijom
koja izvjeS¢uje vecu koli¢inu otpustenih iona iz ortodontskih bravica nakon izlaganja
antiseptickim otopinama na osnovi klorheksidina u usporedbi s drugim antisepticima baziranim
na biljnim ekstraktima i cetilpiridinijevim kloridima (107).

Oslobadanje iona titana u osnovi je povezano nalazima opce brzine korozije nego s pojavom
lokalizirane korozije. Korozija neoblozene slitine NiTi u slini generira Ni?* i Ti**, no ioni titana
pretvaraju se u TiO2 pa je opcenito odredeno vise nikla. Transformacija sloja nitrida u oksid
kod slitine obloZene nitridom u slini moze dovesti do veéeg oslobadanja Ti** u usporedbi s

neobloZenom slitinom izloZenoj slini. Vece oslobadanje Ti** u slitini obloZzenom
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rodijem u slini, u usporedbi s neoblozenom u istom mediju, vjerojatno je posljedica povecane
brzine korozije uzrokovane nastankom galvanskog c¢lanka izmedu plemenitog sloja |
neplemenite baze. Antiseptici otapaju zastitni sloj, pri ¢emu se oslobadaju novi Ti*" u veéoj
koli¢ini nego u slini. Veée oslobadanje Ti** pri svim antisepticima u usporedbi sa slinom
vjerojatno je uzrokovano ionima fluorida iz antiseptika koji su ostali u otvorima ili porama na
povrsini metala, $to uzrokuje veée oslobadanje Ti**. Treba naglasiti da su mjerenja otpustanja
iona izvedena na nacin da su, nakon kratke izloZenosti antiseptiku, zice polozene u umjetnu
slinu u kojoj je ispitivano otpuStanje iona simulacijom stvarnih uvjeta primjene. Stoga
elektrokemijska mjerenja ispituju korozijsko ponasanje zica u antisepticima, dok mjerenja
ionskog otpustanja otkrivaju rezultira li izlozenost antisepticima oSte¢enjem povrSinskog sloja
koji bi mogao dovesti do veceg otpustanja iona. Tako se ovim eksperimentalnim metodama

dobivaju razli¢ite informacije.
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5.3. Bioloski utjecaj otpustenih iona nikla i titana

loni metala otpusteni oralnom korozijom dentalnih legura ulaze u bioloski sustav usne Supljine
i interferiraju s okolnim tkivom. Ovo istrazivanje ukazuje da ioni nikla i titana iz ortodontskih
naprava otpusteni tijekom mjesec dana nemaju veliki bioloski utjecaj. Svaki tip iona samostalno
ne inducira veliki citotoksicni efekt, no njihova kombinacija moze u ve¢im koncentracijama
izazvati umjerenu do jaku citotoksi¢nost.

Medu raznim testovima za utvrdivanje biokompatibilnosti materijala, citotoksi¢nost se preferira
kao prvi test probira i bioloskog vrednovanja medicinskih naprava zbog svoje jednostavnosti,
brzine i osjetljivosti. Takvi testovi koriste tkivne stanice in vitro za proucavanje stani¢nog rasta,
reprodukcije i morfoloskih utjecaja medicinskih naprava (108). Prema Medunarodnoj
organizaciji za standardizaciju procjena prezivljavanja, odnosno Vvijabilnosti stanica jedan je od
prvih testova za inicijalno vrednovanje biokompatibilnosti. Rezultati dobiveni in vitro analizom
mogu biti indikativni za efekte zabiljezene in vivo, iako prisustvo citotoksi¢nog efekta in vitro
ne znaCi da je materijal toksi¢an za in vivo primjenu. Razlog su tome uvjeti laboratorijskih
testiranja koji su znatno razli¢iti od kompleksne oralne okoline (5). Ipak, odsustvo
citotoksi¢nog efekta jamstvo je dobrog klini¢kog odgovora (109).

Primjenom razliCitih koncentracija ispitivanih otopina Zeljelo se odrediti koji je grani¢nik
pojave citotoksi¢nosti i indukcije slobodnih radikala. Kako bi se simulirao cijeli probavni put s
kojim otpusteni ioni mogu interferirati, izabrane su linije stanica koje su obuhvatile tri dijela
probavnog sustava: usnu Supljinu, jetru i crijevo. Prema nasem istraZivanju izlozenost samo
niklu do 152 pg/L joS ne izaziva znacajnu citotoksi¢nost kao ni izloZenost titanu do 86,5 pg/L,
ve¢ se kod niskih koncentracija biljezi ¢ak stimulacija rasta stanica. Sli¢ni efekt stimulacije
rasta pri niskim koncentracijama izvjestavan je i ranije, no potrebne su stotinu puta vise
koncentracije kako bi izazvale morfoloske promjene na stanicama te smanjenje stani¢nog rasta
na kulturi misjih fibroblasta (15 000 — 30 000 pg/L) (110). No, nase istrazivanje ukazuje da do
umjerene do jake citotoksi¢nosti te znacajnije indukcije slobodnih radikala dolazi kad je
prisutna kombinacija metala kod kojih je koncentracija nikla i titana zajedno barem 162 ug/L,
minimalno 75,5 ng/L nikla 1 44,9 ng/L titana. NO, potrebna je kombinacija koju €ini 75,5 pg/L
nikla i 86,5 ng/L titana ili 128 pug/L nikla i 44,9 ng/L titana. Nalaz je jednak na sva tri ispitivana
dijela probavnog sustava: usna Supljina i crijevo u kojem se metali mogu resorbitati te jetra u
kojoj se nakupljaju i u kojoj se provodi detoksikacija. Prethodno je potvrdeno da metali mogu
imati singergisticki efekt, ne samo citotoksicni ve¢ i genotoksi¢ni i mutageni (111). Prethodna

istrazivanja potvrduju blazi do umjereni citotoksicni
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uc¢inak ortodontskih naprava na kulturama stanica kosStnog i vezivnog tkiva (35, 112 — 115).
Iako su metodoloski razlicita, citotoksicnost je kod veéine dokazana i kvalificirana se kao blaga
do umjerena. Taj podatak nije zanemariv, ako se uzme u obzir da su neka radena na
ortodontskim lukovima, a neka na simulaciji fiksne naprave koju pored lukova ¢ine i bravice i
tubice koje takoder otpustaju korozijske produkte u usnu Supljinu. Njihov kumulativni u¢inak
moze utjecati na jace oStecenje stanica.

Ako se podaci o otpuStanju iona po jednici povrSine uslijed izlaganja slini te oralnim
antispeticima tijekom mjesec dana, dobiveni u ovom istrazivanju, prera¢unaju u koncentraciju
iona za dva luka $to je simulacija klini¢kog uvjeta, dolazi se do raspona 1,2 — 39,6 ug/L za nikal
te 0,4—66,9 ng/L za titan. Znaci ni nakon mjesec dana i izaganja antisepticima ne bi se postigla
znacajna citotoksi¢nost, ve¢ blaza do umjerena. Ipak metalni ioni mogu se nakupljati u tkivu
uz leguru nikla te prelaziti i koncentraciju visestruko veéu (0,6 — 47 x 10° pg/L) od najveée
zabiljezene tijekom 24 dana u nasem istrazivanju (116).

Oba metala kad su zajedno prisutna znacajni su prediktori citotoksi¢nosti. Povecanje njihove
koncentracije linearno povecava citotoksi¢nost, no stopa je veca kod titana nego kod nikla. Ovo
istrazivanje ukazuje da povecanje koncentracije titana za 1 pg/L smanjuje prezivljavanje za 0,3
— 0,9 skalarnih boda, dok kod nikla za 0,2 — 0,4 boda.

Korelacije ukazuju da je citotoksi¢ni uc¢inak u velikom dijelu rezultat indukcije slobodnih
radikala, a u manjem dijelu je to posljedica nekog drugog mehanizma koji inhibira diobu stanica
ili uzrokuje njihovo odumiranje. Izgleda da je vece stvaranje radikala nakon kraceg perioda
ekspozicije, dok nakon 48 sati dolazi do smanjivanja koli¢ine radikala vjerojatno uslijed do
reparatornih mehanizama stanice. Tome u prilog ide i nalaz da je u duzem periodu korelacija
radikala 1 citotoksicnosti slabija nego u kra¢em periodu. Izgleda da titan nesto vise nego nikal
inducira oksidacijski stres. Zanimljivo je da je korelacija radikala i citotoksi¢nosti jaca kod
stanica jezika, a slabija kod crijeva. Takoder veci efekt je zajednickog djelovanja nikla i titana
iz sline na jezik nego na stanice ostatka probavnog trakta.

Potvrdeno je da metalni ioni mogu inducirati promjene od permeabilnosti membrane do
oksidacijskog stresa te nepozeljno djelovati na genetski materijal (117). OSte¢enje DNA 1
nakupljanje metala u stanicama oralne sluznice utvrdeno je kod pacijenta u ortodontskoj terapiji
¢ija je sluznica bila u kontaktu s ¢elicnim lukovima 1 lukovima bez nikla u vremenu od 30 dana
(118). Poznato je da neki od teskih metala koji se koriste u proizvodnji ortodontskih lukova
imaju citotoksi¢ni potencijal. Tako zeljezo, kroma, kobalt i bakar prolaze kroz redoks ciklus i

izravno formiraju slobodne radikale, dok ih kadmij, nikal, Ziva i olovo stvaraju neizravno (119).
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Unutar stanice slobodni radikali nastaju tijekom uobicajenih stani¢nih procesa ili mogu biti
inducirani egzogenim fizikalnim ili kemijskim agensima (120). Slobodni su radikali toksi¢ni
meduproizvodi koji nastaju nepotpunom redukcijom kisika, zbog ¢ega se nazivaju i kisikovi
slobodni radikali. Hidroksilni radikali najreaktivnija su poznata vrsta reaktivnog oblika kisika
(121). Oksidacijsko-redukcijski procesi kontrolirani su antioksidansima i reparatornim
sustavima koji ih drzi u ravnotezi (120). Visestruko nezasi¢ene masne kiseline koje nalazimo u
membrani stanica ¢esta su meta slobodnih radikala koji dovode do lipidne peroksidacije, a ona
za posljedicu ima narusavanje cjelovitosti stanicne membrane. Ostecenje lipida odreduje se
mjerenjem koli¢ine malondialdehida. Gvanin u DNA ciljno je mjesto napada malondialdehida
§to moze dovesti do genotoksi¢nosti (122).

Suprotno ocekivanjima, iznos citotoksi¢nosti u stanicama nakon pojedinacne ekspozicije
samom niklu ili samom titanu dobivenim iz soli NiCl2 i TiO21 u najve¢im koncentracijama u
ovom istrazivanju nije koreliralo s citotoksi¢nosti, a ako se pojavila citotoksi¢nost bila je blaga.
Moguce je da direktno izlaganje korozijskih produkata koji sadrzavaju sve otpusStene ione
pokazuju snazniju interferencu sa stani¢nim metabolizmom i posljedi¢no osSteenje stanice,
nego pojedina¢no eksponiranjem jednom metalu i bolja su simulacija realnih uvjeta. Naravno,
ne smijemo iskljuéiti i moguci pogresni izbor soli koje nisu bila dobra aproksimacija realnog
stanja pa su i rezultati drugaciji od o¢ekivanih. Nikal klorid najc¢esée se koristi za ispitivanje
citotoksic¢nosti nikla na kulturama stanica, no titan se uglavnom ispituje u obliku nanocestica
(111, 123 - 127).

Nikal je svepristuan, a osim vodom (uglavnom <10uL u vodovodnoj vodi), u tijelo ga unosimo
kozmetikom, nakitom, tetovazama, ali i hranom do 0.2 mg/dnevno (kava, ¢aj, Spinat, kupus,
krumpir) (128).

U prethodnim radovima dokazana su citotoksi¢na svojstva nikla (129 — 131). Nikal se smatra
glavnim razlogom citotoki¢nosti NiTi lukova koji inducira inhibiciju proliferacije te smanjuje
prezivljavanje stanica humanog osteosarkoma i keratinocita ovisno o dozi i vremenu
ekspozicije (132). Vecu citotoksi¢nost od nikla na stanicama humanih gingivnih fibroblasta
imaju srebro, bakar i kobalt, a manju zeljezo (124).

Izgleda da ioni nikla interferiraju sa stani¢nim metabolizmom 1 funkcijom, a citotoksi¢nost im
je povezana s indukcijom povecane proizvodnje unutarstanicne laktat-dehidrogenaze,
povecanim formiranjem radikala, utjecajem na redoks ravnotezu, padom potencijala membrane
mitohondrija, troSenjem antioksidansa glutationa, oSte¢enjem membrane lizosoma, stani¢nom
proteolizom i aktivacijom kaspaze-3, enzima koji ima vaznu ulogu u smrti stanice (123, 133,

134). Nikal moze igrati i ulogu u urodenom imunolo§skom odgovoru na metalne
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biomaterijale (125). Osim citotoksi¢nog on ima i genotoksi¢ni i kancerogeni potencijal §to
ukljucuje oksidacijski stres, pucanje DNA veza, mutacije, kromosomske oStecenje,
transformaciju stanica i poremecaj popravka DNA (129).

Titan se smatra relativno inertnim te vrlo otpornim na koroziju zbog formiranja zastitnog TiO>
spoja na povrsini legure (135). TiO2 je takoder sveprisutan, koristi se kao aditiv u bojama,
kozmetici, kremama za suncanje, hrani, pastama za zube, a sve viSe u obliku nanocestica.
Upravo slaba topivost titan dioksida stvara probleme u in vitro ispitivanjima citotoksi¢nosti
stoga se u istrazivanjima ¢eSc¢e koristi u obliku nanocestica (Cestica veli¢ine 1 — 100 nm) koje
ipak nisu prikladna aproksimacija realnog stanja u ortodonciji. Nanocestice ulaze u stanice i u
njima se deponiraju jer ih stanice zbog veli¢ine Cestica tesko mogu izbaciti (136). Nanocestice
TiOz su vrlo potentan pokreta¢ programirane smrti stanica, a signal daju generiranjem radikala
Kisika, inducirajuci promjenu permeabilnosti mitohondrijske membrane i aktiviranjem enzima
kaspaze-3 (127, 137). Mogu u¢i i u jezgru stanice te uzrokovati lomove DNA te utjecti na
ekspresiju gena (138).

loni titana formiraju agregacije sa serumskim proteinima koji aktiviraju i uzrokuju otpustanje
citokina interleukin 1 iz humanih makrofaga, vrlo mo¢nog medijatora upale i sinteze radikala
(139). Koncentracije 13 000 pg/L titana potrebne su kako bi izazvale znacajnu citotoksi¢nost
gingivnih epitelnih stanica, a to je gotovo tisu¢u puta viSe od granicnika koncentracije titana
dobivenih u ovom istrazivanju (140). No, prema naSem istrazivanju titan bi morao biti u
kombinaciji s niklom da njihov sinergisticki uc¢inak pri tom grani¢niku izazove citotoksi¢nost.
Prethodno je reportirano da ioni titana imaju sinergisticki efekt s mikroorganizmima,
povecavaju osjetljivost gingivnih epitelnih stanica na mikroorganizme, posebice
parodontopatogene, ¢ime su zajedni¢ki ukljuceni u nastanak citotoksi¢nosti i upalne reakcije na
kontaktu gingive i titanske legure (140 , 141). Zbog toga se sve viSe preispituje

biokompatibilnost titana, na kojem tragu je i ovo istrazivanje.
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e Postojanje korozije NiTi legura vidljivo je ve¢ u prisutnosti same sline

e Nitriranje povrSine NiTi legure poveéava otpornost prema opcoj koroziji, a rodiranje
smanjuje otpornost op¢oj i lokaliziranoj koroziji

e Brzina i stupanj korozije dodatkom antiseptika uglavnom se povecava

e Na promjenu mehanickih i radnih svojstava ortodontskih NiTi zi¢anih lukova veci utjecaj
ima vrsta primijenjenog antiseptika nego tip obloge Zice

e Kod neoblozene i rodirane zice nema znacajnih promjena sila koje pomicu zube, no one se
znatno smanje kod nitrirane zice u kombinaciji s antispetikom alkoholne baze (Listerine)

e Curasept baziran na klorheksidinu pokazao se kao najprikladnija opcija za NiTi lukove

e Listerine je najmanje prihvatljiva opcija za rodirane i nitrirane NiTi Zice, dok je Gengigel
baziran na hijaluronskoj kiselini, najmanje prihvatljiv za neoblozene NiTi zi¢ane lukove

¢ loni nikla i titana samostalno ne induciraju veliki citotoksi¢ni efekt, no njihova kombinacija
izaziva umjerenu do jaku citotoksi¢nost

e Citotoksi¢nost znacajno raste nakon izlozenosti koncentraciji od 75,5 pg/L nikla 1 44,9 ng/L
titana

e Povecanje koncentracije nikla i titana ima tendenciju povecanja citotoksi¢nosti i to
povecanje koncentracije titana nesto viSe nego nikla

e Joni otpusteni tijekom 28 dana ne bi izazvali znacajni citotoksi¢ni u¢inak

e Citotoksi¢ni u¢inak u velikom dijelu je rezultat indukcije slobodnih radikala

e Promjene ortodontske naprave izazvane antispeticima ne bi imale veliki klinicki znacaj
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9. PRIVITAK



Tablica 1. Citotoksi¢nost u ovisnosti o stani¢noj liniji, vremenu izlaganja stanica i

koncentraciji iona nikla i titana otpustenih iz NiTi lukova u slinu

vrijeme  Ni+Ti Ni Ti
stanice izlaganja  konc AS SD konc AS SD  konc AS SD
jezik 24 3,2 99,1 7,9 1,5 99,1 7,9 09 102,2 10,0
48 1004 7,6 1004 7,6 1075 58
72 101,7 98 101,7 98 1050 16,2
jetra 24 99,7 7,2 99,7 7,2 104,9 7,5
48 99,1 4,9 99,1 4,9 1012 6,1
72 1043 17,1 1043 17,1 92,4 6,9
crijevo 24 116,1 16,6 116,1 16,6 1014 7.8
48 98,4 9,7 98,4 9,7 1184 11,3
72 100,3 4,6 100,3 4,6 103,2 9,7
jezik 24 3,5 102,2 10,0 2,6 102,2 100 13 97,1 6,7
48 1075 58 1075 58 104,1 6,0
72 105,0 16,2 1050 16,2 100,2 3,6
jetra 24 1049 75 1049 75 106,2 9.2
48 1012 6,1 101,2 6,1 100,2 6,2
72 92,4 6,9 92,4 6,9 106,3 17,7
crijevo 24 1014 7.8 1014 7.8 106,2 9,0
48 1184 11,3 1184 11,3 119,2 9,6
72 1032 9,7 103,2 9,7 101,2 4,0
jezik 24 4,3 97,1 6,7 3,0 97,1 6,7 1,7 99,1 7,9
48 104,1 6,0 104,1 6,0 1004 7,6
72 100,2 3,6 100,2 3,6 101,7 98
jetra 24 106,2 9,2 106,2 9,2 99,7 7,2
48 100,2 6,2 100,2 6,2 99,1 4,9
72 106,3 17,7 106,3 17,7 1043 17,1
crijevo 24 106,2 9,0 106,2 9,0 116,1 16,6
48 1192 96 119,2 96 98,4 9,7
72 101,2 4,0 101,2 4,0 100,3 4,6

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija. Masnim tekstom naznacene su vrijednosti

blage, umjerene i jake citotoksi¢nosti.



Tablica 2. Citotoksi¢nost u ovisnosti o stani¢noj liniji, vremenu izlaganja i koncentraciji iona

nikla i titana otpuStenih iz NiTi lukova u slinu

vrijeme  Ni+Ti Ni Ti
stanice izlaganja  konc AS SD konc AS SD  konc AS SD
jezik 24 16,2 99,0 9,8 7,6 99,0 9,8 45 1004 10,0
48 98,1 2,8 98,1 2,8 1004 124
72 1020 84 102,0 84 96,0 2,1
jetra 24 102,149 102,1 49 1038 6,6
48 94,7 6,6 94,7 6,6 98,4 54
72 106,2 11,2 106,2 11,2 91,9 9,4
crijevo 24 1165 17,1 1165 17,1 106,2 7.1
48 91,6 15 91,6 1,5 110,7 13,7
72 1014 4.8 1014 4.8 109,0 10,6
jezik 24 17,3 1004 100 12,8 1004 100 6,3 97,1 3,0
48 1004 124 1004 124 1025 81
72 96,0 2,1 96,0 2,1 1014 56
jetra 24 1038 6,6 1038 6,6 1034 59
48 98,4 54 98,4 54 96,2 6,9
72 91,9 9,4 91,9 9,4 94,2 8,2
crijevo 24 106,2 7,1 106,2 7,1 1026 9.3
48 110,7 13,7 110,7 13,7 1142 16,3
72 109,0 10,6 109,0 10,6 99,9 1,7
jezik 24 21,5 97,1 3,0 15,1 99,7 9,5 8,7 99,0 9,8
48 1025 81 100,3 6,5 98,1 2,8
72 1014 5,6 97,4 8,9 1020 84
jetra 24 1034 59 103,7 6,5 102,149
48 96,2 6,9 1010 6,1 94,7 6,6
72 94,2 8,2 94,0 7,9 106,2 11,2
crijevo 24 1026 9,3 93,9 9,2 116,5 17,1
48 1142 16,3 40,3 145 91,6 1,5
72 99,9 1,7 94,2 3,0 1014 48

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija. Masnim tekstom naznacene su vrijednosti

blage, umjerene i jake citotoksi¢nosti.



Tablica 3. Citotoksi¢nost u ovisnosti o stani¢noj liniji, vremenu izlaganja i koncentraciji iona

nikla i titana otpuStenih iz NiTi lukova u slinu

vrijeme  Ni+Ti Ni Ti
stanice izlaganja  konc AS SD konc AS SD  konc AS SD
jezik 24 32,4 99,7 9,5 15,2 97,1 3,0 9,0 97,8 7,2
48 100,3 6,5 1025 81 100,2 3,6
72 97,4 8,9 101,4 56 96,6 6,2
jetra 24 103,7 65 103,4 59 94,1 8,4
48 1010 6.1 96,2 6,9 94,0 6,7
72 94,0 7,9 94,2 8,2 96,9 6,4
crijevo 24 93,9 9,2 1026 9.3 105,1 9,6
48 40,3 145 114,2 16,3 106,0 6,4
72 94,2 3,0 99,9 1,7 935 15,0
jezik 24 34,6 97,8 7,2 25,6 97,8 72 125 951 8,7
48 100,2 3,6 100,2 3,6 98,5 3,9
72 96,6 6,2 96,6 6,2 95,9 3,6
jetra 24 94,1 8,4 94,1 8,4 96,6 6,6
48 94,0 6,7 94,0 6,7 95,8 7,9
72 96,9 6,4 96,9 6,4 95,0 7,2
crijevo 24 105,1 9,6 105,1 9,6 1108 9,7
48 106,0 6,4 106,0 6,4 105,7 11,7
72 935 15,0 935 150 86,5 6,8
jezik 24 42,9 95,1 8,7 30,4 95,1 8,7 173 997 9,5
48 98,5 3,9 98,5 3,9 100,3 6,5
72 95,9 3,6 95,9 3,6 97,4 8,9
jetra 24 96,6 6,6 96,6 6,6 103,7 6,5
48 95,8 7,9 95,8 7,9 1010 6.1
72 95,0 7,2 95,0 7,2 94,0 7,9
crijevo 24 110,8 9,7 1108 9,7 93,9 9,2
48 105,7 11,7 105,7 11,7 40,3 14,5
72 86,5 6,8 86,5 6,8 94,2 3,0

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija. Masnim tekstom naznacene su vrijednosti

blage, umjerene i jake citotoksi¢nosti.



Tablica 4. Citotoksi¢nost u ovisnosti o stani¢noj liniji, vremenu izlaganja i koncentraciji iona

nikla i titana otpuStenih iz NiTi lukova u slinu

vrijeme  Ni+Ti Ni Ti
stanice izlaganja  konc AS SD konc AS SD  konc AS SD
jezik 24 162,0 27,4 3,6 75,5 27,4 36 449 258 3,9
48 24,2 3,3 24,2 33 23,6 3,9
72 51,5 9,2 51,5 9,2 56,5 17,2
jetra 24 52,7 6,4 52,7 6,4 51,6 3,0
48 332 239 332 239 375 20,6
72 56,5 17,4 56,56 17,4 51,5 10,1
crijevo 24 56,1 9,9 56,1 9,9 61,9 10,9
48 32,2 4,6 32,2 4,6 378 118
72 54,6 8,3 54,6 8,3 528 11,0
jezik 24 1729 25,8 39 1280 258 39 625 259 3,9
48 23,6 3,9 23,6 3,9 23,9 3,7
72 56,5 17,2 56,5 17,2 49,1 4,6
jetra 24 51,6 3,0 51,6 3,0 48,9 2,8
48 375 20,6 37,5 20,6 37,1 22,7
72 51,5 10,1 51,5 10,1 48,5 2,9
crijevo 24 61,9 10,9 61,9 10,9 58,6 15,7
48 37,8 11,8 37,8 118 30,6 3,4
72 52,8 11,0 52,8 11,0 57,1 7,8
jezik 24 2145 259 39 1520 259 39 865 274 3,6
48 23,9 3,7 23,9 3,7 24,2 33
72 49,1 4,6 49,1 4,6 51,5 9,2
jetra 24 48,9 2,8 48,9 2,8 52,7 6,4
48 371 22,7 371 22,7 332 239
72 48,5 2,9 48,5 2,9 56,5 174
crijevo 24 58,6 15,7 58,6 15,7 56,1 9,9
48 30,6 3,4 30,6 34 32,2 4,6
72 57,1 7,8 57,1 7,8 54,6 8,3

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija. Masnim tekstom naznacene su vrijednosti

blage, umjerene i jake citotoksi¢nosti.



Tablica 5. Citotoksi¢nost u ovisnosti o stani¢noj liniji, viemenu ekspozicije stanica i

koncentraciji iona nikla (NiCly) i titana (TiO5)

vrijeme
stanice Ni konc izlaganja (h) AS SD Ti konc AS SD
jezik 1,5 24 95,1 54 0,9 102,9 39
48 96,9 14,0 84,9 7,2
72 95,7 3,8 91,9 3,5
jetra 24 103,8 5,5 101,4 4,3
48 98,0 6,9 99,7 0,2
72 90,6 3,8 93,3 2,1
crijevo 24 96,2 10,7 88,2 9,7
48 94,7 18,7 81,8 10,8
72 97,1 6,5 96,0 9,5
jezik 2,6 24 97,6 2,6 1.3 95,1 54
48 100,9 4,5 103,1 16,1
72 93,7 4,7 93,6 4,8
jetra 24 91,6 7,0 103,8 55
48 94,3 7,3 107,5 16,1
72 96,3 4,0 87,4 57
crijevo 24 98,1 20,7 96,2 10,7
48 79,5 37,6 99,2 17,4
72 100,0 4,7 96,9 3,8
jezik 3,0 24 86,7 4,7 1,7 100,2 8,4
48 101,0 8,1 99,1 2,9
72 93,4 1,4 92,6 4,0
jetra 24 101,3 7,1 94,1 7,6
48 90,9 10,6 106,3 16,2
72 94,7 15,9 89,6 5,6
crijevo 24 98,1 19,0 101,2 20,8
48 106,8 21,5 99,1 13,8
72 99,3 9,0 104,5 5,0

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija. Masnim tekstom naznacene su vrijednosti

blage citotoksi¢nosti.



Tablica 6. Citotoksi¢nost u ovisnosti o stani¢noj liniji, viemenu ekspozicije i koncentraciji

iona nikla (NiCly) i titana (TiO2)

vrijeme
stanice Ni konc izlaganja (h) AS SD Ti konc AS SD
jezik 7,6 24 95,1 7,4 4,5 101,8 2,7
48 104,3 16,8 76,8 6,5
72 97,7 2,8 94,3 1,9
jetra 24 107,1 7,0 97,8 9,9
48 101,3 6,4 110,9 12,9
72 86,6 6,4 91,0 33
crijevo 24 120,1 19,7 95,6 6,6
48 100,2 8,4 85,8 13,9
72 102,9 4,0 90,4 13,4
jezik 12,8 24 97,8 54 6,3 95,1 7,4
48 99,4 11 106,2 3,8
72 95,1 1,4 95,1 1,6
jetra 24 100,3 1,9 107,1 7,0
48 91,9 6,5 114,7 9,8
72 94,3 4,3 90,6 6,9
crijevo 24 108,7 6,0 120,1 19,7
48 86,3 22,8 112,9 11,2
72 104,3 5,6 96,9 4,2
jezik 15,1 24 95,4 6,9 8,7 97,1 11,9
48 102,7 16,0 102,3 17,4
72 100,7 7,5 94,6 2,0
jetra 24 108,6 9,7 94,0 6,3
48 104,4 4,7 112,0 12,9
72 89,2 6,9 86,7 4,0
crijevo 24 105,9 19,4 108,2 15,2
48 101,6 5,0 107,1 15,1
72 97,9 5,6 96,4 7,3

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija. Masnim tekstom naznacene su vrijednosti

blage citotoksi¢nosti.



Tablica 7. Citotoksi¢nost u ovisnosti o stani¢noj liniji, vremenu ekspozicije i koncentraciji

iona nikla (NiCly) i titana (TiO2)

vrijeme
stanice Ni konc izlaganja (h) AS SD Ti konc AS SD
jezik 15,2 24 85,2 0,8 9,0 101,1 14
48 91,3 7,6 86,7 9,3
72 93,9 0,2 93,7 2,7
jetra 24 103,9 4,7 90,3 9,0
48 102,2 23,5 106,2 13,4
72 90,7 3,4 90,2 3,2
crijevo 24 113,8 21,8 106,5 18,2
48 110,1 9,3 91,1 144
72 98,5 7,6 91,1 13,2
jezik 25,6 24 102,1 7,7 12,5 95,4 6,9
48 100,5 2,2 96,4 19,1
72 95,0 1,2 94,2 1,7
jetra 24 100,2 2,4 108,6 9,7
48 94,3 4.4 113,3 10,4
72 98,1 4,5 83,1 19,7
crijevo 24 98,1 8,8 105,9 19,4
48 83,4 20,9 94,9 53
72 93,5 12,8 99,3 1,7
jezik 30,4 24 88,6 6,2 17,3 92,7 4,2
48 102,9 8,0 107,1 10,9
72 99,4 6,7 92,8 1,2
jetra 24 102,6 4,1 92,1 4,3
48 97,5 21,2 115,4 8,8
72 88,6 4,9 86,4 4.4
crijevo 24 109,8 7,9 113,6 14,8
48 116,8 4,2 108,9 10,1
72 96,7 51 91,5 55

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija. Masnim tekstom naznacene su vrijednosti

blage citotoksi¢nosti.



Tablica 8. Citotoksi¢nost u ovisnosti o stani¢noj liniji, vremenu ekspozicije i koncentraciji

iona nikla (NiCly) i titana (TiO2)

vrijeme
stanice Ni konc izlaganja (h) AS SD Ti konc AS SD
jezik 75,5 24 108,0 91 449 101,6 33
48 91,5 14,1 83,8 2,4
72 95,0 2,1 92,8 4,6
jetra 24 105,7 8,7 94,4 9,9
48 97,2 6,2 105,3 11,2
72 90,0 3,4 94,1 7,7
crijevo 24 103,3 21,4 98,4 10,6
48 95,4 5,6 68,7 15,2
72 99,8 4,3 97,5 5,6
jezik 128,0 24 100,0 0,0 62,5 108,0 9,1
48 100,0 0,0 99,4 16,7
72 87,7 17,4 104,0 13,5
jetra 24 87,5 21,8 105,7 8,7
48 100,0 0,0 102,2 15,1
72 100,0 0,0 93,6 2,5
crijevo 24 91,5 12,0 103,3 21,4
48 100,0 0,0 92,1 16,7
72 90,2 13,9 101,4 3,1
jezik 152,0 24 98,0 4,2 86,5 104,7 10,7
48 99,7 0,6 96,0 12,6
72 96,2 7,2 92,9 3,9
jetra 24 95,2 10,2 92,5 6,9
48 95,5 9,0 102,5 14,8
72 88,7 8,7 85,6 2,9
crijevo 24 96,5 5,3 101,2 21,0
48 89,5 21,2 97,5 3,1
72 98,2 4,7 94,5 7,0

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija. Masnim tekstom naznacene su vrijednosti

blage citotoksi¢nosti.



Tablica 9. Prisutnost radikala u ovisnosti o stani¢noj liniji, vremenu izlaganja stanica i

koncentraciji iona nikla i titana otpustenih iz NiTi lukova u slinu

Ni Ti
stanic vrijeme Ni+Ti kon kon
e izlaganja konc AS SD c AS SD c AS SD
29, 29, 31,
jezik 24 32 6 65 Lo 6 65 03 2 17
19, 19, 14,
48 4 44 4 44 1 52
19, 19, 19,
72 3 4,3 3 4,3 6 2,5
45, 11, 45, 11, 48,
jetra 24 1 1 1 1 7 1,9
14, 14, 10,
48 3 2,7 3 2,7 1 1,7
18, 18, 23,
72 2 6,1 2 6,1 6 2,0
crijev 36, 36, 35,
0 24 1 7,1 1 7,1 8 2,6
15, 15, 13,
48 6 1,9 6 19 3 2,1
20, 20, 19,
72 0 66 0 66 5 31
31, 31, 28,
jezik 24 3 2 17 25 2 17 L3 6 51
14, 14, 18,
48 1 52 1 5,2 1 2,3
19, 19, 18,
72 6 2,5 6 2,5 9 3,6
48, 48, 42,
jetra 24 7 19 7 19 6 51
10, 10, 12,
48 1 1,7 1 1,7 8 2,4
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7,1

1,9
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AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija.



Tablica 10. Prisutnost radikala u ovisnosti o stani¢noj liniji, vremenu izlaganja i koncentraciji

iona nikla i titana otpustenih iz NiTi lukova u slinu

Ni Ti
stanice vrijeme izlaganja Ni+Tikonc AS SD konc AS SD konc AS SD
jezik 24 16,2 298 76 76 298 76 45 27,7 52
48 17,7 3,2 17,7 3.2 153 21
72 18,0 2,3 18,0 23 19,2 41
jetra 24 45,0 8,0 450 8,0 446 2,7
48 143 3,7 143 3,7 110 1,6
72 18,7 2,9 18,7 2,9 16,9 6,0
crijevo 24 441 2.8 441 28 36,8 4,9
48 15,7 2,3 15,7 2,3 124 0,8
72 204 39 20,4 3,9 13,4 4,6
jezik 24 17,3 27,7 52 128 27,7 52 63 345 40
48 153 2,1 153 21 16,1 1,0
72 19,2 4,1 192 41 20,1 46
jetra 24 446 2,7 446 2,7 40,8 8,6
48 11,0 1.6 11,0 1,6 119 29
72 16,9 6,0 16,9 6,0 20,2 2.3
crijevo 24 36,8 49 36,8 49 435 7,4
48 12,4 0,8 12,4 0,8 138 15
72 13,4 4,6 13,4 4,6 170 1,3
jezik 24 21,5 345 40 151 298 69 87 298 7.6
48 16,1 1,0 19,1 28 17,7 3,2
72 20,1 4,6 17,3 3,2 18,0 2,3
jetra 24 40,8 8,6 453 6,3 45,0 8,0
48 11,9 29 125 2,6 143 3,7
72 20,2 2,3 205 5,0 18,7 29
crijevo 24 435 74 47,2 47 441 2.8
48 138 15 146 2,0 15,7 2,3
72 17,0 1,3 215 59 20,4 39

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija.



Tablica 11. Prisutnost radikala u ovisnosti o stani¢noj liniji, vremenu izlaganja i koncentraciji

iona nikla i titana otpustenih iz NiTi lukova u slinu

Ni Ti
stanice vrijeme izlaganja Ni+Tikonc AS SD konc AS SD konc AS SD
jezik 24 32,4 298 6,9 152 345 40 9 283 81
48 19,1 2,8 16,1 1,0 158 3,2
72 17,3 3,2 20,1 4,6 18,1 44
jetra 24 453 6,3 40,8 8,6 49,2 9,0
48 125 2,6 119 29 133 2,1
72 20,5 5,0 20,2 2,3 17,8 58
crijevo 24 47,2 47 435 74 36,0 4,7
48 146 2,0 138 15 146 22
72 215 59 17,0 1.3 16,8 5,0
jezik 24 34,6 283 81 256 283 81 125 301 73
48 158 3,2 158 3.2 18,2 2,8
72 18,1 4,4 18,1 4,4 178 2,0
jetra 24 49,2 9,0 49,2 9,0 50,1 6,3
48 13,3 21 133 21 128 14
72 17,8 5,8 17,8 58 18,4 54
crijevo 24 36,0 4,7 36,0 4,7 37,2 16
48 146 2,2 146 2,2 145 2,0
72 16,8 5,0 16,8 5,0 20,4 6,7
jezik 24 42,9 3,1 73 304 301 7,3 173 298 6,9
48 18,2 2,8 182 28 19,1 28
72 17,8 2,0 178 2,0 17,3 3,2
jetra 24 50,1 6,3 50,1 6,3 453 6,3
48 128 1,4 128 14 125 2,6
72 18,4 54 18,4 54 20,5 5,0
crijevo 24 372 16 372 16 472 47
48 145 2,0 145 2,0 146 2,0
72 20,4 6,7 20,4 6,7 215 59

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija.



Tablica 12. Prisutnost radikala u ovisnosti o stani¢noj liniji, vremenu izlaganja i koncentraciji

iona nikla i titana otpustenih iz NiTi lukova u slinu

vrijeme  Ni+Ti Ni Ti
stanice izlaganja  konc AS SD konc AS SD  konc AS SD
jezik 24 162 1059 27,0 755 1059 270 449 866 136
48 32,7 18,2 32,7 18,2 356 223
72 35,8 9,4 35,8 9,4 31,9 7,1
jetra 24 59,7 17,4 59,7 17,4 62,4 53
48 24,7 6,4 24,7 6,4 22,4 4,2
72 21,5 7,3 21,5 7,3 23,7 2,8
crijevo 24 615 133 615 133 51,0 9,0
48 252 10,6 25,2 10,6 24,1 58
72 21,5 6,5 21,5 6,5 23,7 4,2
jezik 24 1729 866 136 128 86,6 136 625 980 137
48 356 223 356 223 36,2 24,1
72 31,9 7,1 31,9 7,1 36,4 9,9
jetra 24 62,4 53 62,4 53 68,6 10,8
48 22,4 4,2 224 42 22,6 6,1
72 23,7 2,8 23,7 2,8 21,5 7,2
crijevo 24 51,0 9,0 51,0 9,0 51,6 52
48 24,1 58 24,1 5,8 23,5 6,7
72 23,7 4,2 23,7 4,2 20,2 9,6
jezik 24 2145 98,0 13,7 152 98,0 13,7 865 1059 27,0
48 36,2 24,1 36,2 24,1 32,7 18,2
72 36,4 9,9 36,4 9,9 35,8 9,4
jetra 24 68,6 10,8 68,6 10,8 59,7 174
48 22,6 6,1 22,6 6,1 24,7 6,4
72 21,5 7,2 21,5 7,2 21,5 7,3
crijevo 24 51,6 5,2 51,6 5,2 615 13,3
48 23,5 6,7 23,5 6,7 252 10,6
72 20,2 9,6 20,2 9,6 21,5 6,5

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija.



Tablica 13. Prisutnost radikala u ovisnosti o stani¢noj liniji, vremenu ekspozicije stanica i

koncentraciji iona nikla (NiCly) i titana (TiO5)

Ni vrijeme
stanice AS SD  Tikonc AS SD
konc izlaganja (h)
jezik 1,5 24 26,0 10,3 0,9 24,1 8,1
48 14,1 3,7 16,4 54
72 19,3 2,2 19,1 3,1
jetra 24 42,5 14,8 42,5 10,8
48 16,1 2,1 12,9 3,0
72 23,5 7,0 19,2 7,9
crijevo 24 38,8 8,5 44,1 7,8
48 16,9 1,2 15,1 3,5
72 18,9 3,5 16,5 54
jezik 2,6 24 28,8 10,8 1.3 29,0 10,7
48 14,2 2,5 12,6 4,7
72 21,1 3,7 19,5 1,3
jetra 24 51,5 15,7 42,7 10,2
48 16,2 2,4 13,6 2,6
72 35,6 21,3 21,5 52
crijevo 24 38,8 11,9 39,7 6,4
48 17,6 2,0 13,6 2,7
72 34,2 20,6 20,5 6,6
jezik 3 24 25,1 16,1 1,7 22,2 8,6
48 13,6 4,0 13,8 3,3
72 20,4 2,7 21,0 3,5
jetra 24 46,7 12,1 49,2 14,7
48 15,9 3,3 14,2 2,2
72 24,5 3,4 23,2 5,9
crijevo 24 42,0 5,3 34,6 1,5
48 18,4 4,6 13,6 2,7
72 21,9 2,4 18,2 3,6

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija.



Tablica 14. Prisutnost radikala u ovisnosti o stani¢noj liniji, vremenu ekspozicije i

koncentraciji iona nikla (NiCly) i titana (TiO5)

stanice  Ni konc VIHEme AS SD  Tikonc AS SD
izlaganja (h)
jezik 7,6 24 27,2 8,8 4,5 28,3 9,5
48 15,0 2,8 21,2 51
72 17,5 33 20,8 6,2
jetra 24 45,1 9,7 44,0 9,5
48 14,3 1,0 11,9 11
72 22,6 9,2 19,5 6,6
crijevo 24 34,5 2,9 39,2 3,9
48 15,0 0,9 11,9 1,2
72 16,2 4,6 15,9 2,5
jezik 12,8 24 25,3 6,7 6,3 26,9 6,6
48 11,9 3,7 14,8 3,6
72 19,5 7,7 18,0 2,4
jetra 24 44,2 10,0 43,1 6,8
48 17,8 33 11,9 2,5
72 20,5 2,3 17,5 4,7
crijevo 24 35,9 4,5 32,8 2,7
48 16,1 4,8 13,3 11
72 20,3 3,8 14,8 2,9
jezik 15,1 24 28,8 8,6 8,7 26,4 8,3
48 16,6 0,9 14,9 51
72 19,8 6,7 19,0 5,5
jetra 24 39,8 34 45,9 7,0
48 11,3 2,9 11,3 1,8
72 18,6 5,6 19,5 7,8
crijevo 24 36,5 2,4 34,4 2,2
48 13,4 0,6 12,3 0,6
72 14,7 2,6 15,1 4,1

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija.



Tablica 15. Prisutnost radikala u ovisnosti o stani¢noj liniji, vremenu ekspozicije i

koncentraciji iona nikla (NiCly) i titana (TiO5)

stanice  Ni konc VHEme AS SD  Tikonc AS SD
izlaganja (h)
jezik 15,2 24 26,3 16,7 9 25,7 6,4
48 16,1 4.4 19,5 1,0
72 19,6 2,9 20,1 51
jetra 24 37,7 7,2 45,7 8,2
48 13,0 2,8 11,4 2,4
72 18,8 3,8 16,3 2,8
crijevo 24 31,0 3,2 34,8 3,2
48 154 2,2 12,2 15
72 17,6 3,9 14,4 0,8
jezik 25,6 24 27,5 10,2 12,5 31,3 7,4
48 13,4 4,8 17,9 0,5
72 17,7 6,1 21,7 6,2
jetra 24 43,0 8,7 40,0 3,0
48 16,7 3,9 10,3 1,9
72 15,8 8,5 19,1 4,9
crijevo 24 38,7 3,9 39,2 2,8
48 17,4 2,9 12,5 0,7
72 20,8 3,3 13,7 1,6
jezik 30,4 24 25,0 15,3 17,3 30,1 51
48 16,3 0,4 15,8 0,4
72 17,8 4,2 18,7 4,8
jetra 24 42,8 6,4 48,7 3,2
48 13,3 1,8 13,5 2,5
72 16,2 3,6 18,7 6,1
crijevo 24 34,2 3,2 34,1 4,5
48 14,2 1,3 10,7 11
72 14,2 2,7 14,6 2,3

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija.



Tablica 16. Prisutnost radikala u ovisnosti o stani¢noj liniji, vremenu ekspozicije i

koncentraciji iona nikla (NiCly) i titana (TiO5)

stanice  Ni konc VHEme AS SD  Tikonc AS SD
izlaganja (h)
jezik 75,5 24 26,5 6,3 449 28,0 6,2
48 17,0 3,7 16,2 0,9
72 20,7 6,0 18,7 2,9
jetra 24 40,3 3,9 49,6 2,2
48 13,0 2,5 13,1 15
72 20,3 2,3 16,1 3,9
crijevo 24 36,2 3,3 42,7 3,8
48 15,8 2,8 12,4 1,1
72 17,9 3,0 15,2 4,2
jezik 128 24 37,4 13,9 62,5 27,1 8,0
48 30,7 20,3 14,6 2,3
72 33,2 17,8 16,1 4,9
jetra 24 47,3 8,3 45,0 10,1
48 30,9 20,0 12,7 2,6
72 33,2 17,6 18,8 3,9
crijevo 24 44,5 7,7 43,3 13,0
48 32,2 18,4 13,2 2,0
72 34,9 16,0 16,5 4,1
jezik 152 24 21,3 13,0 86,5 28,7 5,9
48 14,5 3,8 17,3 1,3
72 18,1 1,0 19,9 3,5
jetra 24 45,9 7,8 47,7 4,3
48 16,7 32 13,0 2,5
72 19,1 54 15,8 34
crijevo 24 37,5 2,1 36,4 5,2
48 13,9 2,8 13,1 2,5
72 14,8 4,3 43,4 11,6

AS- aritmeticka sredina; SD- standardna devijacija.



