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Izvod: U uvodnom delu doktorske disertacije opisuje se

1Z kompleksnost problematike koris¢enja polimera za bazu

zubne proteze, sa osvrtom na njihove opste osobine, stepen
biokompatibilnosti i njihove mehani¢ke Kkarakteristike.
Detaljno je opisana problematika ispitivanja stomatoloskih
materijala i napravljeno je poredenje i korelacija izmedu in
vitro i in vivo nacina ispitivanja biokompatibilnosti. Drugi
deo obuhvata ispitivanje ¢vrstoce polimera za bazu zubne
proteze i analizu uticaja osobina materijala u odnosu na
biolo§ku sredinu u kojoj obavljaju svoju funkciju, i u
odnosu na sile kojima su tokom funkcije materijali
izlozeni. Cilj doktorske disertacije je utvrdivanje stepena
biokompatibilnosti i mehanickih karakteristika
toplopolimerizujucéih, hladnopolimerizujuéih i
termoplasti¢nih akrilata za bazu zubne proteze.

Istrazivanje je obuhvatilo 3 komercijalna materijala iz
grupe akrilata, koji se razlikuju po hemijskom sastavu i
nacinu polimerizacije. Ispitivanje biokompatibilnosti
radeno je u in vitro i in vivo uslovima. Ispitivanje na
¢elijskim kulturama obuhvatalo je dve <celisjke linije
(MRC 5 1 L929) sa dva nacina kontakta izmedu celija i
materijala (direktan, indirektan) i dva nacina odredivanja
bioloskog ishoda (MTT test, Agar difuzioni test).
Istrazivanje uradeno in vivo obuhvatalo je test subkutane
implantacije, na animalnom modelu pacova, i test iritacije
oralne sluzokoze na animalnom modelu hréka. Oba testa
radena su u skladu sa standardom ISO 10993. Cilj in vivo
istrazivanja bio je ispitivanje reakcije tkiva na implantirani
materijal, raGunajuci i zavr$nu integraciju ili dezintegraciju
implantiranog materijala.




Prednost in vivo istrazivanja nalazi seu analizi uticaja
materijala na sterilno zivo tkivo, uz pracenje imunoloske
reakcije, kao dopuna prethodnom istrazivanju na ¢elijskim
kulturama. Dopunski deo in vivo ispitivanja
biokompatibilnosti odreden je prema klini¢koj upotrebi
ispitivanih materijala, zbog Cega je odabran test oralne
iritacije sluzokoze. Sluzokoza bukalne kesice sirijskog
hrcka sastoji se od plocasto slojvitog epitela sa
orozavanjem, §to je predstavljao dobar model za
ispitivanje polimera za bazu zubne proteze, poSto zubna
proteza naleze na sluzokozu nepca i rezidualnog
alveolarnog grebena koja takode orozava. Drugi deo
disertacije ~ obuhvatao je ispitivanje = mehanickih
karakteristika, pri ¢emu su uradeni test zatezne Cvrstoce,
test savojne cvrstoce, test ¢vrstoce loma i mikrotvrdoce, uz
dopunsku analizu pratec¢ih parametara.

Rezultati ispitivanja biokompatibilnosti pokazali su da su
testovi  biokompatibilnosti  osetljivi na upraZnjeni
metodoloski  postupak. Ispitivanjem na ¢elijskim
kulturama nisu utvrdene znac¢ajne razlike u citotoksi¢nosti
izmedu toplopolimerizuju¢ih, hladnopolimerizujuc¢ih i
termoplasti¢nih akrilata. Takode, rezultati su se razlikovali
u odnosu na tip ¢elijske kulture i na¢in provere bioloskog
ishoda, §to se slaze sa prethodnim navodima o
kompleksnoj  problematici  njihovog  medusobnog
poredenja. Ispitivanjem biokompatibilnosti subkutanom
implantacijom pra¢en je inflamatorni odgovor tkiva u
vremenskom intervalu od 90 dana. Reakcija organizma na
implantirani materijal posmatrana je kroz celijske i tkivne
parametre, u skladu sa ISO 10993. Dodatno je uradena i
analiza hrapavosti implantiranih materijala. Histoloskom
analizom utvrdena je razlika u inflamatornom odgovoru u
odnosu na kori$¢eni materijal, kao i prema vremenskom
intervalu implantacije. Test oralne iritacije sluzokoze nije
se pokazao kao dovoljno senzitivan za ispitivanje ovih
vrsta materijala. Ispitivanjem mehanickih karakteristika
utvrdene su razlike izmedu toplopolimerizujuéih,
hladnopolimerizujuéih i termoplasti¢nih akrilata. Najveci
stepen Cvrsto¢e utvrden je kod toplopolimerizujucih
akrilata dok je najveca konzistentnost rezultata bila u grupi
termoplasti¢nih akrilata.

Prezentovano istrazivanje predstavlja prvu detaljnu analizu
biokompatibilnosti i mehanickih karaktestistika polimera
za bazu zubne proteze.

Datumprihvatanja teme od strane
NN veca:
DP

27.03.2015

Datumodbrane:
DO




Clanovi komisije: predsednik: dr Dubravka Markovié, redovni profesor,

(ime i prezime / titula / zvanje / Medicinski fakultet, Univerzitet u Novom Sadu
naziv organizacije / status)
KO ¢lan: dr SiniSa Mirkovi¢, vanredni profesor,

Medicinski fakultet, Univerzitet u Novom Sadu

¢lan: dr Janko Hodoli¢, redovni profesor, Fakultet
tehnickih nauka, Univerzitet u Novom Sadu

¢lan: dr Porde Vukeli¢, docent, Fakultet tehnickih
nauka, Univerzitet u Novom Sadu

¢lan: dr Bojana Mileki¢, docent, Medicinski fakultet,
Univerzitet u Novom Sadu




UNIVERSITY OF NOVI SAD

FACULTY OF MEDICINE

KEY WORD DOCUMENTATION

Accession number:
ANO

Identification number:
INO

Document type: Monograph documentation
DT
Type of record: Textual printed material
TR
Contents code: Ph. D. Thesis
CcC
Author: dr Michal Potran
AU
Mentor: Dr.Sc. Tatjana Puskar, assistant professor
MN
Dr.Sc. Dragisa Vilotic, full professor
Title: The investigation of biocompatibility and mechanical
TI properties of denture base resins
Language of text: serbian
LT

Language of abstract:
LA

english / serbian

Country of publication:

CP

Republic of Serbia

Locality of publication:

LP

Vojvodina

Publication year:
PY

2015.

Publisher:
PU

Author reprint

Publication place:
PP

21000 Novi Sad, Serbia, Hajduk Veljkova 3




Physical description:

Number of chapters: 7, pages: 64, figures: 21, tables 23,

PD references:134.
Scientific field Dentistry
SF

Scientific discipline
SD

Dental materials

Subject, Key words
SKW

Biocompatible Materials; Dental Materials; Polymethyl
Methacrylate; Materials Testing; Denture, Partial,
Removable

uC 616.314-089.28-77

Holding data: Library of Medical Faculty, 21000 Novi Sad, Hajduk
HD Veljkova 3, Republic of Serbia

Note:

N

Abstract: The introduction describes the complexity of use of denture
AB base materials, with regard to their general characteristics,

biocompatibility and mechanical properties. Issues related to
the testing of dental materials is described in detail and
comparison is made between in vitro and in vivo methods of
biocompatibility testing. The second part further covers the
determination of strength of previously used materials, in
relation to biological environment in which their function is
conducted and in relation to the influence of masticatory
forces which can contribute to their mechanical failure. The
aim of the presented research was to assess the degree of
biocompatibility and mechanical properties of cold curing,
hot curing and thermoformed denture base materials.

The research included three denture base materials, which
differed according to their chemical composition and
polymerization protocols. The biocompatibility testing was
carried out in in vitro and in vivo conditions. The in vitro
experiments covered two different cell lines (MRC 5 human
lung fibroblasts and L929 mouse fibroblasts) with two types
of contact (direct, indirect) and two different types of
quantification of biological outcome (MTT assay and Agar
overley test). The in vivo assessment of biocompatibility
covered the subcutaneous implantation test, on the animal
model of Wistar rat, and oral mucosa irritation test, on the
animal model of sirian hamster. Both tests were conducted
according to the ISO 10993. The aim of the in vivo
investigation was to evaluate tissue reactions to the
implanted materials, including the final integration or
disintegration of the tested materials.




The advantage of in vivo investigation included the
possibility of monitoring the materials influence on living
tissues, with the analysis of imunological response as an
addition to the previously conductedresearchon cell cultures.
The supplemental part of in vivo investigation was chosen
according to the clinical use of the tested materials, which
included the oral mucosa irritation test.The mucosa of
hamster buccal pouch consists of stratified squamos
epithelium, which is considered to be an adequate
replacement for the human denture supporting tissues, which
also consist of the same type of epithelium.

The second part of thesis includes the determination of
mechanical properties of denture base materials. It consists
of four types of tests: tensile strength test, bending strength
test, fracture toughness test and microhardness tests,
followed by the analysis of corresponding parameters.

The results of the biocompatibility tests showed that the
biological outcome of the applied method is highly
depended on the methodological procedure. The
investigation conducted in vitro, on two different cell lines,
did not show significant difference in cytotoxicity between
hot curing, cold curing and thermoformed denture base
materials. Also, the results were influenced by the type of
cell culture and the evaluation method of biological outcome,
which agrees with the previous allegations about the
complexicity of their mutual comparison. The subcutaneous
implantation test covered the inflammatory response in the
time period of 90 days. The organism reaction to the
implanted material was determined through the cell and
tissue parameters of organism response, evaluation of which
was conducted according to the ISO 10993. Additionally, the
surface roughness of the implanted specimens of materials
was also measured. The inflammatory response of the
ogranism was influenced by the type of the implanted
material and the time interval of implantation. The oral
mucosa irritation test has proven not to be sufficiently
sensitive for testing of this type of materials.

Testing of the mechanical properties od denture base
materials, revealed the difference between the cold curing,
hot curing and thermofomed denture base materials. The
highest strength was observed in hot curing materials, while
the highest consistency of the results was observed in
thermoformed resins.

The presented investigation presents the first detail analysis
of the biocompatibility and mechanical properties of the
denture base materials, and as such presents a novelty in the
field of dental materials characterization.
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1.UVOD

1.1 Polimeri za bazu zubne proteze- osobine i sastav

Mobilnim zubnim nadoknadama - protezama nadoknaduju se izgubljeni zubi i delovi
alveolarnog grebena radi postizanja funkcionalne i estetke rekonstrukcije stomatognatog sistema
pacijenta. Pored osnovne funkcije - zvakanja hrane, zubne proteze pruzaju potporu okolnim
mekim tkivima, uc¢estvuju u formiranju glasova pri govoru, uticu na izgled i samopouzdanje
pacijenta, Cime se preventivno deluje na opste zdravstveno stanje i poboljSava kvalitet Zivota (1).
Osnovni gradivni materijal koji se koristi kod izrade mobilnih zubnih nadoknada je
polimetilmetakrilat (PMMA), koji spada u grupu polimera. Polimeri su prirodne ili veStacke
materije koje se sastoje od velikih molekula sacinjenih od povezanih serija ponovljenih
jednostavnih monomera, koji se povezuju hemijskom reakcijom polimerizacije. Zavisno od
nacina polimerizacije, materijali koji se koriste za izradu baze zubne proteze svrstani su u pet
grupa: tip 1. Toplopolimerizuju¢i materijali, tip 2. Hladnopolimerizuju¢i materijali, tip 3.
Termoplasticni  materijali, tip 4. Svetlosnopolimerizuju¢i  materijali 1 tip 5.
mikrotalasnopolimerizuju¢i materijali (2). NajceS¢e koriS¢eni polimeri za bazu zubne proteze su
toplo 1 hladnopolimerizujuéi akrilati. To su dvokomponetni sistemi, koji se sastoje od praha i
te¢nosti. Prah predstavlja prepolimerizovani PMMA sa inicijatorom, pigmentima, plastifikatorom
1 puniocem. Tec¢nost se sastoji od monomera, inhibitora polimerizacije i po mogucnosti aktivatora
i umrezivaca. Polimetilimetakrilat predstavlja estar metakrilatne kiseline koji nastaje adicionom
polimerizacijom iz prvobitnih komponetni. Reakcija pocinje meSanjem dve komponente kada
dolazi do kvaSenja zrna prepolimerizovang PMMA sa te¢nim monomerom. Tada dolazi do
spajanja pojedina¢nih molekula-mera, u dugacke lance polimera. Reakcija povezivanja podeljena
je u cetiri faze koju Cine: aktivacija, inicijacija, propagacija, terminacija (3).

Kod toplopolimerizujucih akrilata proces aktivacije pocinje sa aplikacijom toplote. Porast
temperature na 70°C dovodi do raspadanja inicijatora (benzoil peroksid) na dva dela, svaki sa
jednim nesparenim elektronskim parom. Slobodni radikali raspadnutog jedinjenja benzoil
peroksida vezu se za lanac metil metakrilata 1 nastaje kaskadna rekacija, zato $to se na drugom
kraju lanca ponovo nalazi nespareni elektronski par. Reakcija polimerizacije se brzo odvija i
posSto se ne moze tacno predvideti njen tok nastaju lanci raliCitih duzina. Do zaustavljanja
reakcije dolazi kada se spoje krajevi dva lanca sa slobodnim radikalima, $to se moZze desiti odmah
ili tek po nastanku dugackih lanaca (2). Inicijalni deo reakcije mogu da koce necistoce koje su u
stanju da zaustave polimerizaciju reagujuci sa slobodnim radikalima. DuZina lanaca uti¢e na
mehanicke karakteristike akrilata kao i na biokompatibilnost, pa se rezZimom polimerizacije tezi
nastanku duZzih lanaca polimera. Posto se duzina lanaca ne moze tacno odrediti, zato Sto se
medusobno razlikuju, molekularna svojstva akrilata se izrazavaju kao prosecna duzina 1 prosecna
tezina (Mg, Mw). Prose¢na tezina polimernih lanaca iznosi od 10* do 10’. Lanci sa
molekularnom masom ispod 10° nepovoljno uti¢u na fizicka svojstva materijala (4).




Struktura PMMA sastoji se od jedinica mera povezanih kovalentnom vezom, dok se
izmedu lanaca nalaze sekundarne-Van der Valsove veze. Sekundarne veze znatno utiCu na
osobine materijala. Njihova postojanost zavisi od spoljasnjih faktora i objasnjava se
pokretljivos¢u valentnih elektrona koji se nalaze duz svakog lanca polimera. Na viSoj temperaturi
pokreljivost valentnih elektrona se povecava, pa dolazi do raskidanja starih sekundarnih veza a
po hladenju do nastanka novih, sa drugacijom konfiguracijom postoje¢ih lanaca. Ovo utice na
mehanicke karakteristike materijala pri ¢emu se C¢vrstoa i modul elastinosti sa porastom
temperature smanjuju, dok se toplotna ekspanzija povecava. U poredenju sa ostalim materijalima
akrilati imaju mali koeficijent toplotne provodljivosti a veliki koeficijent toplotnog Sirenja, oko
10°K? (2). Molekularna tezina dodatno utie na porast &vrstoée materijala. Sa porastom
molekularne tezine nastaju duzi lanci koje je teze raskinuti, zbog ve¢e mogucnosti zapetljanja sa
ostalim lancima. Porast ¢vrstoce progresivno se poveéava do granice kada zbog jake umrezenosti
vise ne postoji mogucénost cepanja sekundarnih veza. Tada se jaCina sekundarnih veza
izjednacava sa primarnim kovalentnim vezama, pri ¢emu bi se cepanjem naru$io integritet
materijala. Akrilati koji se koriste u stomatologiji sac¢injeni su od linearnih lanaca polimera. To ne
znaci da su lanci pravi, ve¢ da imaju mali broj bo¢nih lanaca. Boc¢ni lanci svojim drugim krajem
nisu vezani za polimerni lanac, pa udaljavaju polimerne lance i slabe mehanicke karakteristike,
pokazujuéi svojstva plastifikatora. Dodatno ojacanje materijala postizese dodavanjem umrezivaca
(Etilen glikol dimetakrilat-EGDMA) koji ima dve reaktivne grupe na krajevima i moze da
povezuje dva polimerna lanca. Umrezeni lanci odrzavaju inegritet materijala, §to se manifestuje
porastom temperature ostakljivanja (Tg), dok boc¢ni lanci udaljavaju primarne lance. Time je
njihova medusobna interakcija smanjena, sa sledstvenim smanjenjem Tg. Prema tome, Sto je
lanac duzi (polietil metakrilat, polipropil metakarilat) materijal postaje meksi. Reakcija
propagacije traje dok se svi reaktivni krajevi ne spoje sa slobodnim radikalom, kada nastaju
,mrtvi laci,, (5). U procesu konverzije monomera u polimer, rastom lanaca nastaje klupko
polimernih lanaca koje pored toga $to ojacava materijal, ima i negativne 0sobine. Umrezavanjem
lanaca neizreagovali monomer ostaje fizicki zarobljen unutar materijala i na taj nacin mu je
onemoguceno da ucestvuje u daljoj reakciji polimerizacije. Pored toga klupko polimernih lanaca
moze dovesti do smanjenog kvasenja ve¢ postoje¢ih lanaca sa rezidulanim monomerom,
uzrokovanog nedostatkom monomera zbog njegove retencije unutar postojeéih polimernih
lanaca. Rezidulani monomer (RM) odgovoran je za smanjenje biokompatibilnosti i mehanickih
karakteristika materijala, §to je dodatno opisano u poglavlju 1.2 1 1.3.

Slede¢i parametar bitan za karakterizaciju akrilata predstavlja temperatura ostakljivanja
(Tg). To je gornja grani¢na vrednost temperature kojoj se materijal moze izlagati a da ne dode do
njegove deformacije (Tg=100.6°C). Na toj temperaturi PMMA naglo prelazi iz ¢vrstog-staklastog
u lako deformabilno-gumeno stanje. Polimerizacija akrilata odigrava se na visim temperaturama
ali po njenom zavrSetku, naknadno izlaganje istim temperaturama dovodi do kidanja primarnih
lanaca i preraspodele strukture materijala, sto dovodi do njegove distorzije. Akrilate ne treba
izlagati tempreaturama iznad 70 °C, koja je znatno ispod Tg materijala, ali zbog moguceg
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oslobadanja unutra$njih napona takode moze dovesti do deformacije materijala. Pored
toplopolimerizujuéih, ostale vrste akrilata se takode aktiviraju toplotom, pri ¢emu se dodatkom
odgovarajuc¢ih komponenti (nn-dimetil toluidin) smanjuje temperatura raspadanja incijatora. Kod
hladnopolimerizujucih akrilata prisustvo toluidina smanjuje temperaturu aktivacije na 30°C, pri
¢emu je aktivator toplota a ne toluidin, ¢esto pogresno shvatanje u stru¢noj praksi (4).

Reakcija polimerizacije spada u egzotermne reakcije. U =zavisnosti od nacina
polimerizacije toplota moze da ima znacajan uticaj na kvalitet materijala, zbog ¢ega je razvijeno
viSe postupaka i sistema radi usmeravanja reakcije polimerizacije. PoviSena temperatura
pogoduje brzoj reakciji 1 boljoj konverziji monomera u duze lance polimera. Otezavajuci faktor
predstavlja temperatura isparavanja monomera koja za PMMA iznosi 100.6°C. Prekoracenje ove
temperature dovodi do naglog isparavanja molekula monomera i sledstvene gasne poroznosti
materijala (6). Akrilat ima veliki koeficijent toplotne ekspanzije pa sam predstavlja izolator.
Pored toga, za kalupljenje akrilata koriste se dentalni gipsevi koj takode predstavljaju dodatnu
izolaciju tokom iskuvavanja. Naime, kada temperatura poraste na 70°C nagli raspad inicijatora
ubrzace reakciju polimerizacije, koja je po svojoj prirodi egzotermna i do¢i ¢e do daljeg porasta
temperature. Posto je kalup proteze okruzen gipsom, odvod toplote ¢e biti smanjen i moze doci
do prokuvavanja proteze (4). Poroznost se obi¢no javlja u debljim delovima proteze, posto akrilat
slabo provodi toplotu, kada u ovim delovima dolazi do poveéanja temperature i moguéeg
prokuvavanja i isparavanja monomera. Poroznost se javlja i kod neadekvatnog mesanja,
poremecaja u odnosu praha i tecnosti (loSe kvaSenje 1 dodatna kontrakcija gde je visSe monomera),
i slabog pritiska tokom postupka Stopanja tj. postavljanja akrilatnog testa u Supljinu kivete.
Reakciju polimerizacije treba usmeriti na taj nafin da se temperatura zadrzi ispod granice
isparavanja monomera, a ponovo podi¢i dovoljno visoko da bi se vezao Sto veci procenat
monomera. Kao najbolji na¢in preporucuje se iskuvavanje proteze tokom 7 sati na 70°C a nakon
toga joS$ jedan sat na 100°C (7).

Tokom reakcije polimerizacije dolazi do kontrakcije materijala usled dva razloga. Prvi je
polimerizaciona kontrakcija, dok je drugi toplotna kontrakcija. Posto polimerizovani lanci
metilmetakrilata zauzimaju manje prostora od prvobitnih molekula monomera, reakcija
polimerizacije dovodi do kontrakcije materijala. Kontrakcija moZe da se meri voluminozno, kada
iznosi 21%, ili linearno kada iznosi 6% (5). Taj stepen kontrakcije ne odgovara zahtevima
stomatoloSke struke, pa se reakcija polimerizacije mora usmeriti kako bi se stepen kontrakcije
smanjio na najmanju mogucu meru. To se postize dodavanjem prepolimerizovanog PMMA u
vidu praha, kompresijom akrilata tokom ulaganja u gipsani kalup, ili savremenijim sistemima
brizganja materijala pod pritiskom. Na taj nafin dolazi do smanjenja kontrakcije koja u
konvecionalnim sistemima iznosi prihvatljivih 0.5%, dok se kod brizgajuc¢ih sistema smanjuje na
¢ak 0%. Hladnopolimerizuju¢i akrilati omogucavaju vecu tac¢nost pri izradi zubnih nadoknada, jer
se zagrevaju na niZu temperaturu, pri kojoj toplotna kontrakcija iznosi 0.26% u odnosu na 0.53%
kod toploplimerizujuc¢ih (4). PMMA vremenom apsorbuje vodu iz okoline, koja deluje kao
plastifikator. Uticaj vode ogleda se u brzoj difuziji monomera u okolinu, povecanju plasti¢nosti
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materijala kao i u neznatnoj ekspanziji (0.2% linearna ekspanzija) $to doprinosi uravnotezenju
dimenzija materijala nastalih zbog prethodne kontrakcije (8). Plastifikator moze da bude
unutrasnji (komonomer) i spoljasnji (voda). Plastifikator deluje na taj nacin $to delimicno
neutraliSe sekundarne veze izmedu molekula, pa se pod dejstvom sile polimerni lanci mogu
kretati jedan naspram drugog. Polimeri su viskoelasti¢ni materijali i plasti¢cnim poremecajem
dolazi do reorganizacije lanaca §to smanjuje Tg i tvrdo¢u materijala.

Prema organizaciji lanaca polimeri poseduju dve faze: amorfnu (neorganizovanu) i
kristalinizovanu (organizovanu). Kod vecine polimera prisutne su obe faze. Linearni polimeri u
koje se ubrajaju i akrilati, podlozni su zapetljanju pa je kod njih kristalinizovana faza malo
zastupljena. Kristalinizovana faza uti¢e na povecanje zatezne ¢vrstoe i smanjenje rastegljivosti
tj povecanje krtosti i temperature ostakljivanja. Kristalinizaciju smanjuju kopolimeri, dugacki
granasti lanci, nasumi¢no rasporedene supstituensne grupe i plastifikator. Elastiéni povracaj
nastaje u amorfnom delu materijala, §to je zna¢ajno posto proteza mora zadrzati svoje prvobitne
dimenzije kako bi odgovarala stanju u ustima (4).

Funkcija inhibitora polimerizacije je da spreCe spontanu polimerizaciju koja se moze
desiti usled neadekvatnog skladiStenja materijala i na taj nacin da mu produze vek trajanja.
Plastifikatori se dodaju radi lakSeg rukovanja sa materijalom i poboljSanja karakteristika
materijala u smislu smanjenja krtosti. Neorganski punioci u vidu stakla, aluminijum oksida ili
cirkonijum silikata poboljsavaju mehanicke karakteristike, mada se hemijski ne vezuju za
materijal pa tokom vremena moze do¢i do njihovog otpusStanja u okolinu i nastanka
mikroporoznosti (5).

1.1.1 Osobine termoplasti¢nih akrilata za bazu zubne proteze

Napredak tehnologije izrade mobilnih zubnih nadoknada razvijao se u smeru unapredenja
karakteristika materijala i tehnoloskih procesa, sa ciljem smanjenja koli¢ine rezidualnog
monomera 1 ubrzanja procesa izrade. Konvencionalan nacin izrade mobilnih zubnih nadoknada
obuhvata komplikovan i vremenski zahtevan laboratorijski postupak. Za bazu proteze najvise se
koriste toplo 1 hladnopolimerizuju¢i akrilati (9). Uvodenje tehnologije termoplasticnog
presovanja imalo bi za cilj skraCenje postupka izrade, kao i1 poboljSanje karakteristika zubne
nadoknade (10). Za razliku od ostalih metoda u kojima se materijal pri polimerizaciji baze
proteze zagreva, tehnika termoplasticnog presovanja koristi folije prepolimerizovanog PMMA,
koji se minimalno zagreva i pod pritiskom vakuma aplikuje na radni model. Akrilatna folija se
plasticnom deformacijom prilagodava obliku radnog modela potpornih tkiva. Sa klinickog
aspekta postoji niz prednosti kod koris¢enja termoplasticne metode u odnosu na klasi¢an nacin
izrade baze zubne proteze. Definitivna baza proteze moze se ranije uvesti u klini¢ki postupak.
Ve¢ u fazi odredivanja meduvilicnih odnosa, termoplasti¢nim putem dobijena baza proteze, moze
se koristiti kao baza zagrizajne Sablone. Tako izradena Sablona intimno naleZze na meka tkiva,




¢ime se postize bolja retencija, lakse, tacnije i brze odredivanja meduvili¢nih odnosa kao i faza
probe postave zuba. Sve prethodno navedeno doprinosi boljem uspehu celokupne proteticke
terapije.

Kod primene metode termopresovanja postiZe se 1 znacajna usteda u vremenu u odnosu na
klasi¢an nacin izrade baze proteze. Zbog potrebe da se koli¢ina rezidualnog monomera u gotovoj
bazi akrilatne proteze svede na najmanju mogucu meru, preporuke za konvencionalni nacin
polimerizacije su polimerizacija na temperaturi od 70 °C u trajanju od 7 sati, a nakon toga jedan
sat na temperaturi od 100 °C (7). Za razliku od prethodno navedenog, termoplasti¢nim
presovanjem baza proteze moze biti gotova za desetak minuta. Tehnika termoplasticnog
presovanja uvedena je u stomatologiju jos pre 40 godina, ali interesovanje za nju kratko je trajalo.
Jagger je u svom radu 1995 (10) ponovo predstavio mogucnosti ove tehnologije, ¢ime je podigao
svest o alternativnim postupcima za pravljenje zubnih proteza i tehnika termoplasti¢nog
presovanja ponovo je postala aktuelna. Danas se ova tehnika koristi za izradu splintova,
retencionih ortodontskih aparata, kaSika za beljenje zuba, individualnih kaSika, baza zagrizajnih
Sablona i vodica prilikom ugradnje implantata (11-15). Pregledom dostupne literature nisu
pronadeni podaci o kori§¢enju metode termoplasti¢nog presovanja za izradu baze zubne proteze,
osim preporuke proizvodaca akrilatnih folija (16). Zbog niza prednosti koje bi metoda
termoplasti¢énog presovanja mogla pruziti u izradi zubnih proteza, postoji potreba za daljem
istrazivanjem u ovoj oblasti.

1.2 Ispitivanje biokompatibilnosti polimera za bazu zubne proteze

1.2.1 Celijske kulture

Biokompatibilnost akrilata ispitivana je jo§ od njithovog pronalaska 1940. Akrilati se
pored stomatologije koriste i u ortopediji i kozmetici (17). Dokazano je da akrilati mogu imati
negativan uticaj na zdravlje pacijenta u vidu iritacije, inflamacije i alergijske reakcije (3).
Najces¢i simptomi lokalne alergijske reakcije su pecenje u ustima, primarno na nepcu, jeziku,
sluzokozi i usnama, koji ¢e se unutar usne duplje manifestovati crvenilom, otokom, vezikulama i
ulceracijom (18).

Reakcija polimerizacije dovodi do konverzije pojedinaénih molekula monomera u
dugacke lance polimera. Konverzija se ne odvija u popunosti, ¢ime se formiraju lanci razli¢itih
duzina sa zaostalim (rezidualnim) molekulima monomera (2). Posto rezidualni monomer nije
vezan za polimerne lance, viemenom se otpusta U okolinu. To se odigrava procesom difuzije koja
je posredovana vodom iz pljuvacke (19). Koli¢ina rezidualnog monomera bitno uti¢e na
biokompatibilnost i mehanicke karakteristike akrilata i predmet je istrazivanja jo§ od uvodenja
akrilata u stomatolosku praksu (20). Dozvoljena koli¢ina rezidualnog monomera je 2,5 % za
akrilate tip 1,3,4,5 1 4.5 % za akrilate tip 2 (2). Povezanost izmedu koncentracije rezidualnog
monomera i iritacije oralne sluzokoze dokazana je u klini¢kim istrazivanjima (21,22). Pored toga
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zabeleZeno je karcinogeno i mutageno dejstvo u in vitro uslovima, ali takav nalaz do sada nije
klinicki potvrden (17). Rezidualni monomer je sacinjen od metil metakrilata (MMA) i ima malu
akutnu toksi¢nost. Kod pacova LDso iznosi 8.4 g/kg, Sto predstavlja dozu koja dovodi do
depresije disanja i zastoja rada srca. On se u serumu hidrolizuje i metaboliSe u manje toksi¢ne
supstance kao $to je piruvat. Poluvreme raspada MMA u krvi je 20-40 min (17). Subkutanom
ali u istrazivanju gde su akrilati bili implantirani u alveolarnu kost, nije utvrdena znacajna
inflamatorna reakcija (23,24,25).Vise autora dokazalo je delovanje MMA na kardiovaskularni
sistem, inhibiciju peristaltike tankog creva i motiliteta zeluca (22,26,27). Powel kaze da je MMA
vazodilatator i da na taj nadin ostvaruje svoj efekat, dok je pojacan rad srca kompenzacija
vazodilatacije (28). Za kolon nije dokazan toksi¢ni uticaj. Kod pacova koji su udisali paru MMA
zabeleZene su patogene promene na trahei (29). Posebno su opasni nisko molekularni (te¢ni)
akrilati za koZu 1 o€i, koji na veZnjaci mogu izazvati trajno ostec¢enje (22). Savremena istraZivanja
dokazala su potencijalnu opasnost od ovih materijala, ali joS uvek ne postoji dovoljno in vivo
istrazivanja posvecenih ovoj problematici. Posto se akrilati smatraju materijalima niskog rizika,
njihova distribucija ne zahteva proveru biokompatibilnosti pre uvodenja na trziste.

Prevalenca nezeljenih dejstava kod stomatoloskih materijala iznosi 0.1% (30). Od
ukupnog broja, 12% vezano je za materijale na bazi smola (31). Najcesée se javljaju lokalne
reakcije, ali reakcije mogu biti i sistemske. Materijali koji se uvode na trziSte moraju da
zadovoljavaju Direktivu 93/42, koja obuhvata stomatoloS§ke materijale i protokole ophodenja sa
njima (30,32). Dopunu direktive predstavljaju EU standardi (1SO), koji za svaku grupu materijala
odreduju zahteve i nacine provere njihovog kvaliteta. Ispitivanje biokompatibilnosti u
stomatologiji obuhvaceno je sa dva ISO standarda, ISO 7405 (pretklinicka istrazivanja) i ISO
10993, koji je namenjen za medicinska sredstva, ali obuhvata 1 stomatoloSke materijale (33,34).
Prednosti standarda predstavljaju reproducibilnost rezultata i mogucnost poredenja sa ostalim
istrazivanjima, dok se nedostatak odnosi na vremenski zahtevan 1 u pojedinim slucajevima
nedovoljno senzitivan metodoloski pristup. Odgovornost za neSkodljivost materijala preuzima
proizvodac, koji svojevoljno stavlja deklaraciju da li je proizvod u skladu sa odgovaraju¢im ISO
standardom. Proizvodac je duzan da navede potencijalno opasne sastojke materijala, ali taj deo
nije adekvatno regulisan. Posto taCan sastav materijala predstavlja intelektualnu svojinu
proizvodaca, sastav se ne navodi u potpunosti, iako neki materijali ili njihovi raspadni produkti
predstavljaju opasnost ¢ak i u malim koli¢inama. Posmatrano sa tog aspekta, potrebno je da se
proizvodaci u buduce obavezu da se uputstva za korisnike dopune svim sastojcima materijala koji
mogu biti potencijalno toksi¢ni (35).

Pojedinim istrazivanjima dokazano je da pljuvacka, bakterije u pljuvacki i enzimi u
tkivima imaju znacajan uticaj na raspadanje zubnih smola i produkciju degradacionih produkata.
Raspadni produkti u dodiru sa zivim tkivom menjaju Svoja svojstva, i postaju izvor potencijalno
aktivnih biomolekula kao $to su antigeni, faktori rasta ili agensi koji modifikuju genom (36).
Biodegradacijom akrilata dolazi do otpustanja sledecih sastojaka: rezidualnog monomera, benzoil
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peroksida, nn-dimetil toluidina (akcelerator), di butil ftalata (plasifikator), etilen glikola
dimetakrilata (EGDMA), hidrohinona i njihovih degradacionih produkata kao $§to su formaldehid,
metakrilatna kiselina, benzoi¢na kiselina, fenil benzoat (37). Monomer MMA pokazuje
neposrednu toksi¢nost za celije putem oksidativnog stresa, dok su benzoil peroxid i ftalati
(plastifikator) najodgovorniji za biodegradaciju.Postoji mali broj klini¢kih istrazivanja o
raspadnim produktima PMMA. IstrazivanjemGrahama dokazano je da se raspadni produkti vise
otpustaju u in vivo uslovima (38). Rezidualni monomer je u pljuvacki najviseprisutan tokom prva
24 sata, ali se kontinuirano otpusta i njegovo prisutvo Semoze zabeleziti i posle pet godina (39).
Baker je dokazao da se tokom prve nedeljeu pljuvacki moze detektovati 45ug/ml RM i 180ug/ml
u pljuvacnom filmu ispod proteze (40). Koncentracija od 10pug/ml smatra se kriticnom dozom.
Vecina ¢elija inkubirana pri ovoj koncentraciji tokom samo 30 min, razvila je patoloske promene
(41).

Polimeri se u vodi razlazu na dva nacina, hidrolizom i enzimskim reakcijama (enzimi
pljuvacke). Proces razlaganja pocinje difuzijom vode u polimer, koja razvla¢i polimerne lance i
oslobadazarobljeni monomer. Dosadas$nja istrazivanja zabeleZila su razli¢ite vrednosti raspadnih
produkata, koje su znacajno zavisile od eksperimentalnih uslova. Istrazivanja uradenain vitro
zabelezila suprisustvo manje raspadnih produkata od istrazivanja in vivo. Razlog tome je $to se u
in vitro uslovimakao rastvara¢ koristila voda, koja rastvara akrilate dvadeset puta slabije od
prirodne pljuvacke (42). Dodatno, istrazivanje Grahama navodi da se raspadni produtki pojac¢ano
otpustaju tokom mastikacije (38). U zavisnoti od koncentracije, uticaj raspadnih produkata na
mikroorganizme usne duplje moZe biti stimulativan i inhibitoran. Raspadni produkti PMMA
stimuliSu rast gljivica, posebno MMA, ftalat i umreziva¢. Razmnozavanju gljivica pogoduje
prostor izmedu tvrde baze 1 mekog lajnera Sto je 1 klinicki potvrdeno, dok visoke koncentracije
MMA, plastifikatora i nn-dimetil toluidina deluju baktericidno (43,44). EGDMA pogoduje
razmnozavanju bakterija Streptococous sobrinus i Lactobacilus acidophilus (45).

Najzastupljenija metoda ispitivanja biokompatibilnosti su in vitro testovi. Osmisljeni su
sa ciljem simulacije i predvidanja bioloskih reakcija na ispitivani material. Ispitivanje
citotoksi¢nosti akrilata vr$eno je na vise nacina. Poredenje je prevashodno radeno prema nacinu
polimerizacije, sa akcentom na ispitivanje uticaja rezidualnog monomera (46,47). Stetno dejstvo
akrilata potice od rezidualnog monomera, aditiva i ostalih raspadnih produkata, od kojih najveci
uticaj ima formaldehid kao dokazano kancerogena materija (47,48). Formaldehid moZe nastati u
procesu oksidacije metilmetakrilata i raspadanjem povrsnog sloja kiseonik-metilmetakrilat. Posto
nastaje na povrsini akrilata koja je bila izloZena kiseoniku iz vazduha, za njegovo uklanjanje
neophodna je dodatna povrSinska obrada i poliranje materijala (49).

Ispitivanja toksi¢nosti akrilata ve¢inom su radena in vitro, na ¢elijskim kulturama epitela
(hrcka, humanih eipelnih ¢elija) 1 fibroblasta (L929, BALB, 2T2, humani fibroblasti)
(46,18,50,51). Celijske kulture predstavljaju prvi korak u odredivanju biokompatibilnosti
materijala, jer pruzaju pouzdane informacije u okviru strogo kontrolisanih uslova rada, relativno
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su jednostavne za izvodenje, a oCitavanje rezultata je lako porediti sa definisanim standardima.
Termin citotoksi¢nost oznaCava kaskadu molekularnih mehanizama koji uticu na
makromolekularnu sintezu ¢elijskih  komponenti,prouzrokujuc¢i celijsko, funkcionalno i
strukturalno oStecenje. Citotoksicnost je kao pojavu tesko okarakterisati, zato Sto postoji bezbroj
na¢ina kojidovode do ¢elijske smrti. Razumevanje ovog kompleksnog procesa zavisi od
sposobnosti ¢elijskih proteina da pomognu ili povecaju ¢elijski opstanak i genetske predispozicije
¢elija da aktiviraju odredene nacine Celijske smrti (52).

Metode ispitivanja citotoksi¢nosti mogu se prema nacinu delovanja podeliti na tri dela:
1.Uticaj na bioloski sistem 2.Nacin kontakta izmedu c¢elija i materijala 3.Bioloski ishod
upraznjenog metoda. Bioloski sistem moze se sastojati od jednoslojnog i trodimenzionalnog
modelacelija. Jednoslojni model safinjavaju primarne i permanentne celijske kulture. Prednost
¢elije uzimaju sa zivog organizma, nedostatak predstavlja mnostvo faktora koji uti¢u na krajnji
ishod a ¢iji je uticaj teSko predvideti (53). Permanentne Celije se karakteriSuvelikom
reproducibilnos¢u i lakSim poredenjem rezultata, zbog ¢ega su svrstane u ISO standard (54).
Trodimenzionalnu kulturu sa¢injenu od humanih fibroblasta i keratinocita prvi je napravio
Schmalz (55). Smatra se da je to pravac buduceg razvoja testova biokompatibilnosti, jer smanjuje
potrebu za ispitivanjima na zivotinjama i pruza bolji uvid u bioloski ishod od jednoslojnih ¢elija.
Poseban znacaj kod citoloskih istrazivanja u stomatologiji imaju fibroblasti. Fibroblasti se najvise
koriste zbog njihove sposobnosti formiranja kolagenih vlakana i visoke adherence za okolne
strukture (56). Traumatski kontakt baze proteze sa potpornim tkivima moze dovesti do ulceracije
sluzokoze, kada fibroblasti dolaze u kontakt sa bazom proteze, $to dodatno povecava njihov
klini¢ki znac¢aj U in Vitro istrazivanjima.

Kontakt izmedu materijala i ¢elija moze se ostvariti direktno, indirektno i preko eluata.
Nacin kontakta je bitan za tumacenjebioloskog ishoda. Dokazano je da isti bioloski sistem sa
razli¢itim nac¢inom Kkontakta, dovodi do drugacijeg bioloskog ishoda (57). Ostvarenje kontakta
izmedu materijala 1 ¢elija zavisi od adherence ¢elija kao 1 povrSinskog napona materijala (31).
Direktan kontakt omogucava neposredno delovanje materijala na ¢elijsku kulturu, preko tankog
sloja pomocu koga se dodiruju. Kod indirektnog kontakta i eluata, interakcija se odvija sa svih
strana celija, ¢ime se Smanjuje sebroj faktora Kkoji uticu na krajnji bioloski ishod. To
doprinosiboljoj kvantifikacija rezultata i lakSoj korela