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Uticaj termicke obrade na bioloSka i mikrostrukturna
svojstva dentalnih legura

(sazetak)

Mikrostruktura je osnovni faktor koji odreduje svojstva nekog materijala. Cilj ove
studije je procena mikrostrukturnih promena nakon visestrukog pretapanja dve komercijalne
dentalne legure, Ni-Cr (Wiron 99) 1 Co-Cr (Dentalit C) i njihov uticaj na fiziolosSke procese
¢elija, kao 1 komparacija kvaliteta dve ispitivane legure, od kojih jedna sadrzi, a druga ne
sadrzi Ni.

U ovom istrazivanju poslo se od pretpostavke da vise puta topljenja i livenja dentalna
legura ima promenjenu mikrostrukturu, koja uti¢e na izmenu fizicko-mehanickih svojstava
1 bioloskog kvaliteta legura. Uzorci obe ispitivane legure izliveni su nakon prvog, ¢etvrtog
1 osmog topljenja, bez dodavanja nove legure. U cilju mikrostrukturne karakterizacije
optickom mikroskopijom uocena je tipicna dendritna struktura uzoraka Co-Cr, kao i Ni-Cr
dentalne legure, nakon razli¢itog broja topljenja i livenja. Poznato je da dendritna struktura
pokazuje razliku u hemijskom sastavu i da dendritne grane sadrze manje legirajucih i
pratecih elemenata nego medudendritni prostor. Uocene su promene u mikrostrukturi koje
su znatno izrazejnije kod Co-Cr dentalne legure. SEM analiza je dala jasnije podatke o
strukturi ispitivanih uzoraka dentalnih legura. Poznato je na osnovu binarnog dijagrama
stanja da Ni-Cr sistem pokazuje Siroku oblast rastvorljivosti u ¢vrstom stanju Cr u Ni. U
slozenom sistemu kao §to je Wiron 99 pored ¢vrstog rastvora bogatog Ni uocavaju se i
faze u medudendritnom prostoru nepravilnog oblika, koje menjaju svoj raspored u zavisnosti
od broja ponavljanih topljenja i livenja. EDS analizom utvrdeno je da se razlika u hemijskom
sastavu dendrita i medudendritnog prostora veoma mala za leguru Wiron 99. Kada je u
pitanju legura na bazi Co-Cr, bilo je moguce pracenje razlike u hemijskom sastavu izmedu
dve zone, dendrit-medudendritni prostor. Sa povecanjem broja ponovljenog topljenja 1
livenja uoceno je da dolazi do homogenizacije strukture, odnosno do smanjenja razlike u
hemijskom sastavu i da je to najuocljivije za elemente Co i Mo, dok ostali praceni elemente
Cr, Fe 1 Si imaju ravnomernu (homegenu) raspodelu u analiziranim zonama.

Rendgenostrukturnom analizom uzoraka Ni-Cr dentalne legure uocene su samo
refleksije povrSinski centrirane kubne kristalne resetke ¢vrstog rastvora a-Ni. Utvrdeno je
da sa povecanjem broja topljenja i livenja legure, menjaju relativni intenziteti difrakcionih
maksimuma. Takode se menja i preferentna orjentacija kristalita sa povecanjem broja
ponovljenog topljenja i livenja. Razlog ovakvom ponaSanju se moze traziti u promen hemijskog

sastava legure tokom sukcesivnog topljenja i livenja, odnosno ugradnj legiraju¢ih elemenata



u tano odredene ravni. Ovakvo objasnjenje se moze dati za pojavu refleksija sa ravni (220)fcc
koje nisu uocene na rendgenogramu uzorka koji je jednom pretopljen. Sa povecanjem
broja topljenja i livenja legure Sirina difrakcionih maksimuma koji odgovaraju ravni
(111)fcc se smanjuju, dok se velicina kristalita, odnosno stepen sredenosti povecava.
Rendgenostrukturna analiza uzoraka Co-Cr dentalne legure ukazuje na prisustvo dve
kristalne strukture, odnosno faze. Moze se pretpostaviti da dendritni i medudendritni region
odgovaraju hep 1 fee strukturi.

Potencijalna toksi¢nost Co-Cr i Ni-Cr denalnih legura u zavisnosti od broja topljenja
i livenja preliminarno je ispitivana na maligno transformisanoj liniji mi§jeg fibrosarkoma
L1929, a potom humanim embrionalnim fibroblastima (MRC-5) i mononuklearnim
¢elijama periferne krvi (PBMC) poreklom iz zdravog donora. Ovi tipovi ¢elija su realno
u kontaktu sa dentalnim materijalom u zivom sistemu i konstituenti su mikrosredine.
Citotoksi¢nost materijala je procenjivana kroz odredjivanje njihovog uticaja na vijabilnost
pomenutih ¢elija. U tu svrhu su koris¢ena dva eseja: MTT test, zasnovan na merenju
mitohondrijalne respiracije i test odredivanja aktivnosti kisele fosfataze (AP test). Analiza
vijabiliteta L929 ¢elija kao i MRC-5 u prisustvu Co-Cr dentalnih materijala nakon 24, 48
1 72h ukazala je na umereno smanjen broj zivih ¢elija u kulturama izlozenim delovanju
Co-Cr materijala nakon 48h i 72h u poredenju sa kontrolnom grupom ¢elija koju su rasle
u idealnim uslovima na plastici Zapazeni efekat nije bio u korelaciji sa brojem topljenja i
livenja. Zanimljivo je da se u slucaju primarnih fibroblasta, nakon 48h inkubacije,
proliferativni potencijal prezivelih ¢elija u prisustvu Co-Cr materijala u potpunosti dostigao
stopu proliferacije kontrolne grupe $to je ukazalo na njihovu potpunu adaptaciju na prisustvo
ovih materijala. Paralelno, inhibitorni uticaj Ni-Cr legura na vijabilnost i proliferativni
kapacitet kako maligno transformisanih tako i primarnih fibroblasta, za razliku od Co-Cr, bio
vrlo izrazen i u jasnoj korelaciji sa brojem topljenja i livenja. Kolizija rezultata dobijenih MTT
u odnosu na AP test, uputila je na ¢injenicu da oba materijala izazivaju snazan ,,respiratorni
Sok* ve¢ u prvih 24h kultivacije maligno transformisanih i primarnih fibroblasta ali i da
mitonodnrijalna respiracija nije adekvatan parametar za evaluaciju broja zivih ¢elija u o
ovom eksperimentalnom sistemu.

Nestimulisane mononuklearne ¢éelije periferne krvi su nakon 48h duge kultivacije
pokazale znac¢ajno manju osetljivost na izlaganje dentalnim legurama izmerenu AP testom,
izuzev u slucaju uzoraka Ni-Cr dentalne legure nakon maksimalnog testiranog broja
topljenja i livenja. Vreme kultivacije ovih ¢elija bilo je prilagodeno Cinjenici da su one
nisko proliferativne u odsustvu stimulusa.

Dvostrukim bojenjem Annexin/propidijum-jodidom i sledstvenom analizom
metodom proto¢ne citofluorimetrije utvrdeno je da izlaganje primarnih fibroblasta, kao i

mononuklearnih ¢elija periferne krvi uzorcima dentalnih legura u trajanju od 48h rezultira



indukcijom programirane Celijske smrti - apoptoze. Uocena nekroza, manifestovana
akumulacijom AnnV+/PI+ ¢elija, predstavlja nuzni kontinuitet procesa umiranja apoptozom
u in vitro uslovima, pra¢en gubitkom propustljivosti ¢elijske membrane mnogo pre nego
primarni mehanizam citotoksicnosti testiranih legura. Prisustvo umirucih ¢elija je, u skladu
sa rezultatima testova vijabiliteta, dominiralo kod Ni-Cr legure i koreliralo sa brojem
topljenja i livenja.

Kako bi se razjasnio mehanizam koji stoji u osnovi citotoksi¢nog uticaja dentalnih
legura, a imajuéi u vidu poznate podatke o destruktivnoj ulozi reaktivnih kiseoni¢nih i
azotnih vrsta produkovanih u odgovoru na prisutni materijal, proizvodnja azotmonoksida
(NO) detektovana je na unutaréelijskom nivou DAF-FM indikatorom, dok su reaktivne
kiseonicne i azotne vrsta (ROS 1 RNS) odredivane pomoc¢u DHR boje. Nivo produkovanih
reaktivnih jedinjenja azota i kiseonika je meren nakon 24h inkubacije u prisustvu uzoraka
dentalnih legura, imaju¢i u vidu da ovaj dogadaj vremenski prethodi éelijskoj smrti. Prisustvo
uzoraka dentalnih legura znacajno je potenciralo produkciju reaktivnih azotnih i
kiseoni¢nih jedinjenja, ¢iji nivo je bio znatno veéi u kulturi ¢elija izlozenih uticaju Ni-Cr
uzoraka i pozitivno je korelirao sa pove¢anjem broja topljenja i livenja. Navedeni rezultati
su uputili na ¢injenicu da je u osnovi zapazene citotoksic¢nosti materijala hiperprodukcija
reaktivnih molekula. Zaklju¢no sa ovim rezultatima, potvrdena je pozitivna korelaciju
izmedu pada vijabilnosti, prisustva ¢elijske smrti i produkcije reaktivnih jedinjenja.

Sumarno, rezultati disertacije nedvosmisleno dokazuju da ponavljano topljenje i
livenje Ni-Cr legure dovodi do mikrostrukturnih promena S$to intezivira njenu
citotoksi¢nost i smanjuje njenu biokompatibilnost. To se manifestuje potenciranom
proizvodnjom slobodnih radikala, indukcijom ¢elijske smrti i permanentnim smanjenjem
¢elijske proliferacije. Sa druge strane, nakon pocetnog toksicnog dejstva, ¢elije se adaptiraju
prisutnoj Co-Cr leguri. Nezavisno od broja topljenja i livenja, ispitivani uzorci Co-Cr dentalne
legure su pokazali ve¢u biokompatibilnost sa mikrookruzenjem, nego uzorci Ni-Cr legure.

Suprotno tome, ponavljano topljenje i livenje Ni-Cr legure je povecalo njenu toksi¢nost.
Kljuc¢ne reci: kobalt-hrom (Co-Cr) legure, nikl-hrom (Ni-Cr) legure, topljenje i
livenje dentalnih legura, citotoksi¢nost, biokompatibilnost.
Naucna oblast: Stomatologija
UZa naucna oblast: Biomaterijali u stomatologiji

UDK broj: 615.46:616.314-7(043.3)



Influence of recasting on biological and microstructural
properties of dental alloys

(summary)

Microstructure is the basic factor that determines the properties of any material.
The aim of this study is to evaluate the effect of recasting of two commercially available
dental alloys, Ni-Cr (Wiron 99) and Co-Cr (Dentalit C), on physiology of cells, as well as
comparation those two dental alloys, one containing Ni and the other not.

In this study the it was presumed that many times recasted dental alloy has changed
microstructure, which influences the physical and mechanical properties and biological
quality of the alloy. The specimens of both tested alloys were casted after the first,
fourth and eight melting, without adding any amount of new alloy. The microstructural
characterization by optical microscopy showed typical dendritic structure of Co-Cr and
Ni-Cr alloys after different numbers of recasting. It is well known that the dendritic structure
shows differences in chemical composition and that the dendrite branches contain less
alloying and trace elements than the interdendritic zone. There were noticed some
microstructural changes that were much more obvious by Co-Cr dental alloy. SEM analysis
has given more explicit informations about the structure of the examined dental alloys.
Based on the binary phase diagram, Ni-Cr alloy shows a wide region of solubillity in solid
condition Cr in Ni. In a complex system, as it is in Wiron 99, beside the solid solution of
Ni rich phase, there are also phases in the interdendritic zones with irregular shapes,
depending of the number of recasting. EDS analysis showed the differences in chemical
composition of dendritic and the interdendritic zones, that were very small for Wiron 99.
For the Co-Cr alloy it was possible to detect the differences in chemical compositions
between two zones, dentritic and interdendritic. As the number of recasting was increased,
the structure became more homogenous and the difference in the chemical composition
was decreased for Co and Mo, while the rest of the traceing elements Cr, Fe and Si were
homogenous in the analyzed zones.

X-ray analysis of the specimens of the Ni-Cr dental alloy indicate that there were
only reflections of face centered cubic crystal lattice of solid solution of a-Ni phase. It
was established that the increase of the number of recasting changes the relative intensity
of diffraction maximum. Also, there were changes in the preferred orientation of the
crystallites with the increase of the number of recasting. The reason for this could be found

in the change of chemical composition of the alloy during successive recasting and



including of alloying elements in specific planes. This explanation can be given for the
reflection in plane (220)y. that are not seen in the X-ray diffractograms of the specimens
after one casting. With increase of the number of recasting broad of diffraction peak
corresponding to the (111)¢.. plane decreased, while the crystallite size and the degree of
orderliness increases. XRD analysis of the specimens of Co-Cr dental alloys indicates the
presence of two Co rich phases. It can be assumed that dendritic and interdendritic regions
correspond to hep and fcc crystal structure.

To evaluate the potential toxicity of different dental alloy samples in correlation
with the number of recasting, in the present study preliminary experiments were performed
on mouse fibrosarcoma cell line 1929, and after that on human embryonal fibroblasts
(MRC-5) and peripheral blood mononuclear cells (PBMC). In oral environment, this tipes
of cells are in contact with the tested dental materials. The citotoxicity was evaluated
through the influence of dental alloy samples on cell viability. For this purpose there were
choosen two tests, MTT assay and acidic phosphatase test. L929 cell viability analysis, as
well as MRC-5, in presence of Co-Cr dental alloy samples after 24, 48 and 72h, showed
moderately decreased cell viability after exposure of 48 and 72h, comparing to the control.
This effect was in corelation to the number of recasting. It was interesting that MRC-5,
after 48h of incubation, showed that their proliferative potential in presence of Co-Cr dental
alloy samples has reached the proliferation rate of the control samples, which showed their
full adaptation to the presence of the tested dental alloy samples. Analogous, the inhibitory
influence of Ni-Cr samples on viability and proliferative capacity, as well as .929 fibrosarcoma
cells and also MRC-5, in opposite to Co-Cr, was very distinctive and in corelation with
the number of recasting. Colision of the results of MTT and acidic phosphatase tests lead to
the conclusion that both of the dental alloys provoke a strong respiratoty shock, already
after 24h of cultivation in presence of L929 and MRC-5, but also that mitochondrial respi-
ration is not an adecvate parameter for cell viability evaluation in this experimental sistem.

Nonstimulated PBMC showed after 48h of cultivation significantly less sensitivity
to the presence of the dental alloys measured with acidic phosphatase test, except for Ni-Cr
dental alloy after the maximum number of recasting. The cultivation time for this cells
was adapted to the fact that those cells were low proliferative in the apsence of external
stimuli.

Early apoptotic cells characterized by phosphatidylserine exposure to extracellular
environment while cell membrane integrity remains intact were detected using an annexin
V- FIT/PI staining kit. Exposure of L929 and MRC-5 to the dental alloy samples for a 48h
cultivation time showed induction of programed cell death - apoptosis. Necrosis, manifested
by AnnV+/PI + accumulation cells, is a nessesery resumption of the deth process by apoptosis

in in vitro circumstances, followed by loss of cell membrane permeability much earlier



than the primary toxic mechanism of the tested alloys. The presence of dying cells was in
harmony with the viability test results, it was dominant by Ni-Cr alloy samples and in
corelation with the number of recasting.

To explain the mechanizm that is fundamental for the citotoxic influence of dental
alloys and having in mind the well known fact of the destructive role of reactive molecules
ROS and RNS produced in reaction to the present dental material, the production of NO
was detected on the intracellular level supported by DAF-FM indicator and the reactive
molecules ROS and RNS were determinated with DHR indicator. The level of produced
ROS and RNS was measured after a 24h incubation period in presence of the alloy samples,
having in mind that this occurs before cell death. The presence of dental alloys influenced
more production of ROS and RNS and the level of this reactive molecules was much
higher by Ni-Cr samples and in positive corelation with the number of recasting. The
shown results pointed out the fact that in the base of citotoxicity of the tested dental alloys
is hiperproduction of high reactive molecules. This results led to the conclusion that there is
a positive corelation between the decrease of viability, presence of cell death and production
of reactive molecules.

All together, results of this study undoubtedly showed that recasting of Ni-Cr dental
alloy leeds to microstructural changes which decreases biocompatibility. That was manifested
by intensified production of free radicals, induction of cell death and permanent decrease
of cell proliferation. On the other hand, after the initial toxic effect, the cells adapted to
the presence of Co-Cr dental alloy. No mather the number of recasting, the exemined Co-Cr
dental alloy samples showed higher biocompatibility with the microenvironment, than the
Ni-Cr dental alloy samples. On the contrary, Recasting of Ni-Cr dental alloy increased its

toxicity.

Key words: cobalt-chromium (Co-Cr) dental alloys, nicl-chromium (Ni-Cr) dental

alloys, dental alloy recasting, citotoxicity, biocompatibility.
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Speciality: Biomaterials in dentistry
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Doktorska disertacija A. Cairovié

1. UVOD I NAUCNA OSNOVA PROBLEMA

U svakodnevnoj stomatoloskoj praksi, dentalne legure su Cesto zastupljene kao
gradivni materijali, kako za fiksne, tako i za mobilne zubne nadoknade. Dentalne legure
imaju dugu tradiciju u stomatologiji, a zlato se pominje kao prvi koris¢eni restaurativni
metal u stomatologiji jos pre 4000 godina (125). Tehnika livenja metala poznata je iz antickog
doba, ali tek pronalaskom aparata za livenje 1907. godine i primenom centrifugalne sile pri
livenju pocinje primena dentalnih legura u pravom smislu te re¢i (125). Bazne dentalne legure
su uveli u stomatologiju Eardle i Prange 1930. godine. Ove legure, pored niske cene, odlikuje

1 mala specifi¢na gustina, $to ih ¢ini pogodnim za upotrebu u stomatologiji (14,40, 46, 89, 131).

Osnovni medicinski zahtev postavljen pred ove materijale je da nisu toksicni po
ljudski organizam. Medutim, nac¢in izrade nadoknada od dentalnih legura je u koliziji sa
ovim zahtevom: dentalne legure se termicki obraduju, ¢ime dobijaju bolja mehanicka svojstva,
ali se smanjuje njihov bioloski kvalitet. Bioloski kvalitet dentalnih legura objasnjava se
njihovom biokompatibilnos¢u, a to, u Sirem smislu predstavlja harmonic¢an odnos nekog
materijala i zivih ¢elija u njegovom okruzenju. To je svojstvo materijala da u kontaktu sa
zivim tkivom ne izaziva Stetne efekte. Biokompatibilnost je Sirok pojam. Kako bi se blize
definisao, nastali su joS neki termini sa prefiksom bio-, a uloga im je da blize objasne uticaj
tj., interakciju materijala 1 Zivih ¢elija. Biotolerantni su oni materijali koje tkivo tolerise, ali
ih prepoznaje kao strana tela. Bioinertni su oni materijali na koje tkivo ne reaguje, a Celije
tkiva ih ne razlikuju od sopstvenih zivih ¢elija. Bioreaktivni su oni materijali koji svojim
prisustvom u zivom tkivu indukuju biolosku reakciju ¢elija i kao rezultat te reakcije dolazi
do stvaranja hemijske veze izmedu povrsSine materijala i ¢elija. Primer za bioreaktivnost,
koja predstavlja najvisi stupanj biokompatibilnosti, jeste osteointegracija u implantologiji.
Materijali koji se u stomatologiji svakodnevno koriste trebalo bi da opravdaju naziv
biomaterijali, s obzirom na to Sta se od njih ocekuje. Biokompatibilnost nekog materijala
odreduje se na dva nacina: odgovorom organizma na prisustvo biomaterijala i uticajem
biomaterijala na Celije 1 tkiva u okruzenju prilikom svoje degradacije. Biomaterijali, u
zavisnosti od toga kakvu interakciju imaju sa tkivima sa kojima su u kontaktu, mogu biti

bioloski neaktivni ili bioaktivni, toksi¢ni ili netoksi¢ni, resorptivni ili neresorptivni i td.

Dentalne legure treba da budu postojane u specifi¢noj korozionoj sredini, kao $to
je usna duplja, dugi niz godina, (141). U takvoj sredini deluju mnogi individualni faktori
domacina: pH pljuvacke, termicki uticaji, konzumacija za¢injene hrane, alkohola, cigareta,

bruksizam, uzimanje lekova, i td. Svi ovi uticaji dovode do prirodnog starenja legura.
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Starenje materijala, kao univerzalni proces, ispoljava se kao: degradacija, korozija, habanje
1 zamor. Korozija je od posebnog znac¢aja, imajuci u vidu specificne uslove koji postoje u
usnoj duplji (102, 124, 125).

Dentalna industrija tezi stvaranju novih legura koje bi bile biokompatibilne i
elektrohemijski otporne u korozionoj sredini, a istovremeno dobrih mehanickih svojstava.
Jasno je da idealna dentalna legura ne postoji, ali se na trzistu moze naci veliki broj dentalnih
legura razli¢itog sastava, razlicitih fizicko-mehanickih svojstava, razli¢itog bioloskog
kvaliteta i upravo sva ta svojstva odreduju njihovu pravu namenu i upotrebu u izradi
stomatoloskih nadoknada, (152).

Postoji veliki broj podela dentalnih legura, a najvaznija je podela dentalnih legura
prema sadrzaju plemenitih metala na: visokoplemenite, plemenite i bazne*. Mnogi autori
svoja istrazivanja vezuju za svojstva odredenih legura iz iste grupe kojoj pripadaju prema
sastavu. Otpornost na koroziju je svojstvo dentalnih legura koje determiniSe bioloski
potencijal ovih materijala, kao i njihovu mehanicku otpornost. Na osnovu ovih svojstava,
napravljena je podela dentalnih legura (86) prema kojoj je u odnosu na otpornost na
elektrohemijsku koroziju data podela na pet grupa, a kao referentni materijali koris¢eni

suAui Zn.

*ADA, Alloy Classification, 1984.
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1.1. O razlozima istrazivanja

Razlog za ovo istrazivanje je proistekao iz problema koji je prisutan u svakodnevnoj
stomatoloSkoj praksi. Naime, u ve¢ini zemalja koje nisu na visokom stepenu ekonomskog
razvoja, ostaci od livenja se ne bacaju, ve¢ se ponovo tope 1 liju. Dobijeni odlivci nemaju
viSe onakav sastav kakav su imali posle prvog topljenja, a kakav je sastav ovako dobijene
nadoknade 1 kakav je bioloski kvalitet iste, pitanje je kojim se bave mnogi naucnici (3, 25,
29, 85, 121). Ovakvo recikliranje dentalnih legura dovodi do toga da nadoknada dobijena
na ovaj nacin ni po bioloskim, ni po fizicko-mehani¢kim svojstvima ne odgovara uputstvu

za koriS¢enje 1 standardima proizvodaca (67).

Brojni su klini¢ki primeri, kao i podaci iz literature, koji govore o tome da
ponovljena topljenja i livenja znacajno uticu na povecanje citotoksi¢nosti dentalnih legura
(3, 49, 68, 88, 117, 146). Sustina ove pojave lezi u Cinjenici da biolosku reakciju ¢éelija
izazivaju oslobodene Cestice metala (97, 99), a reakcije koje se mogu javiti ispoljavaju se
kao alergijske manifestacije (129, 131), lokalna prebojenost gingive (135), toksi¢ne in-

flamatorne manifestacije lokalnog tipa na oralnom epitelu (115, 116, 130, 134) i dr.

1.2. Naucna osnova problema

Da bi se dobio Zeljeni odlivak dentalne legure se moraju zagrejati do odredene
temperature na kojoj su u teCnom stanju i tako se mogu izliti. Pri hladenju dobijenog
odlivka, dolazi do prelaska legure iz te¢nog u ¢vrsto stanje, pri ¢emu dolazi do stvaranja
kristalne reSetke. Kristalizacijom atomi unutar kristalne reSetke zauzimaju pravilan

raspored, tj. grade prostornu resetku.

Svimetali, izuzev Mn 1 Hg, kristaliSu u jednoj od tri karakteristicne metalne strukture:
— povrsinski centrirana kubna (fcc) slika 1,
— prostorno centrirana kubna (bcc) slika 2 ili

— gusto slozena heksagonalna kristalna reSetka (hcp) slika 3.
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Slika 1. Povrsinski centrirana kubna reSetka (FCC). Atomi prisutni u temenima
1 preseku dijagonala

Slika 2. Prostorno centrirana kubna resetka (BCC). Atomi su u temenima
1 preseku prostorne dijagonale

[0a01]
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Slika 3. Gusto sloZena heksagonalna kristalna reSetka (HCP). Atomi su u temenima
1 u bazi Sestougaone prizme, a tri atoma su u prostoru prizme
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Dentalno trziste nudi veliki broj legura kako na bazi Co-Cr-Mo tako i na bazi Ni-Cr.
Za sve njih moze se zajednicki reci da su to visekomponentni ¢vrsti rastvori, koji se mogu
posmatrati kao pseudobinarne legure. Jednu komponentu ¢ini ¢vrsti rastvor na bazi
Co-Cr, odnosno Co-Cr-Mo (kod legure Dentalit C), odnosno Ni-Cr (kod legure Wiron 99)
Sto predstavlja metalnu fazu. Drugu komponentu ¢ine razna inermetalna jedinjenja, gde se
ubrajaju i karbidi, a zajedno ¢ine nemetalnu fazu.

Poznato je da Co i Cr imaju bliske atomske precnike, Sto takode vazi i za Ni i Cr, Sto

se vidi po polozaju ovih elemenata u periodnom sistemu (slika 4).
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Slika 4. Periodni sistem elemenata

1z tih razloga Ni i Cr i Co i Cr mogu obrazovati Sirok niz ¢vrstih rastvora (slika 5
16). U zavisnosti od njihovog medusobnog masenog odnosa i odredene temperature, zapaza
se zakonitost u njihovoj medusobnoj rastvorljivosti i formiranju odredene kristalne resetke,
izdvajanjem primarnih kristala pri procesu hladenja, odnosno pri prelasku iz tecnog u
¢vrsto stanje.

Na slici 5 prikazan je ravnotezni dijagram stanja Co-Cr. Za ovaj sistem je
karakteristi¢na eutekticka reakcija na temperaturi od 1397°C, eutektickog sastava 42 mas.
(45 at.) % Cr. Na dijagramu se moze uociti nekoliko oblasti postojanja pojedinih faza:
v-Co (fcc), e-Co (hep), aCr 1 intermetalna ¢ faza promenljivog hemijskog sastava sa
aproksimativno 55-62 mas. (58-65 at.) % Cr. Jos$ jedna bitna karakteristika ovog dijagrama
stanja je uzak interval o¢vr§¢avanja Sto utice na pojavu niskog stepena kristalne

segregacije.
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Slika 5. Ravnotezni dijagram stanja Co-Cr (60)

Ravnotezni dijagram stanja Ni-Cr (slika 6) karakteriSe eutekticka reakcija 1
peritektoidno formiranje Ni,Cr. Generalno prihvacena forma dijagrama se sastoji od
jednostavnog eutektikuma na visokoj temperaturi (eutekticka temperatura 1345°C ) sa
reakcijom sredivanja na nizoj temperaturi. Peritektoidno razlaganje (Ni) + (Cr) u y’
(sredenu Ni,Cr fazu) na 590°C je prikazano na prihvaéenom dijagramu stanja Ni-Cr. Kao
i u slucaju dijagrama stanja Co-Cr uoCava se veoma uzak temperaturni interval

ocvrS¢avanja legura sa visokim sadrzajem Ni.
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Slika 6. Ravnotezni dijagram stanja Ni-Cr (10)

Ponavljana topljenja i livenja dentalnih legura ne uticu samo na mikrostrukturu i
fizicko-mehanicka svojstva (105), ve¢ i1 na bioloski kvalitet dobijenih nadoknada (24, 95,
109, 110, 140). Mikrostruktura materijala predstavlja osnovni parametar koji odreduje
njegova svojstva. Ukoliko se promeni mikrostruktura, promenice se i fizicka svojstva
materijala. Cak i mala odstupanja od preporué¢enih uslova livenja od strane proizvodaca,
dovode do znacajnih mikrostrukturnih promena Ni-Cr i Co-Cr dentalnih legura (69). Co,
Cr 1 Mo mogu da grade karbide. Karbidi se taloze na granicama zrna i vide kao zadebljanja.
Sto je temperatura livenja via, to je razmak izmedu Gestica karbida veéi. Takode, $to je
viSa temperatura livenja, brze je i hladenje odlivka, te se tako dobija diskontinuirana struktura
karbida. Temperature topljenja za legure na bazi Co su od 1400-1500°C, a za Ni-Cr legure
1275°C. Produzeno grejanje, takode, moze dovesti do smanjenja kvaliteta dobijenih odlivaka.

Od temperature topljenja i livenja, kvaliteta vatrostalne mase 1 na¢ina ulaganja,
zavisi 1 poroznost dobijenog odlivka. Na poroznost utice i veli¢ina objekta, lokalizacija i

pre¢nik ulivnih kanala i dr. Primeri greSaka u livenju prikazani su na slikama 71 8.
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Slika 7. Greske u livenju uocljive na frezovanom mestu
namenske krunice sa atecmenom

Slika 8. Greske u livenju vidljive na unutrasnjoj povrsini okluzalnog dela krunice
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2. PREGLED LITERATURE

Primena legura zlata je, pored mnogih kvaliteta koje imaju, limitirana iz ekonomskih
razloga. Zato se na trziStu moze naci veliki broj tzv. baznih ili ,,Spar-legura”, ¢ija je cena
pristupacnija. Kako iz dugogodisnje primene u praksi, tako 1 iz literaturnih podataka poznat
je kvalitet dentalnih legura na bazi zlata. S obzirom na to da protetski radovi ostaju u
ustima pacijenta dugi niz godina i da za to vreme trpe razne uticaje i promene, dentalna
industrija poslednjih decenija tezi razvoju takvih dentalnih legura koje bi bile 1

biolosko-mehanicki i ekonomski zadovoljavajuce.

Dobies, K. et al. sproveli su u Poljskoj eksperimentalnu studiju na razli¢itim Ni-Cr
legurama i pratili su kontrakciju prilikom livenja (41). Ovo istrazivanje je izvrSeno u cilju
savetovanja strucne javnosti o tome kako izabrati adekvatnu dentalnu leguru i tehnologiju
izrade protetskog rada na legurama koje sadrze Ni. U zaklju¢ku ovog istrazivanja autori
nemaju eksplicitan odgovor, ve¢ potenciraju potrebu za daljim ispitivanjima legura
na bazi Ni, jer se ove legure sve vise koriste u struci kao zamena za plemenite legure, iz
ekonomskih razloga. Stru¢na literatura obiluje referencama sa slicnim, a Cesto i

protivurecnim zakljuccima.

2.1. Mikrostruktura baznih dentalnih legura

Gatin, E. et al. proucavali su Ni-Cr dentalne legure sa ciljem da se proceni kvalitet
livenih dentalnih restauracija (56). Za potrebe izrade fiksnih i mobilnih zubnih nadoknada
koriste se mnogobrojne dentalne legure, a to otezava procenu kvaliteta ovih materijala u
tehnickom, bioloskom i klinickom smislu. Ovaj rad je u prvi plan stavio termicke faktore,
topljenje i livenje, prilikom izrade zubnih nadoknada, kod Ni-Cr dentalnih legura, kao
glavne razloge koji determiniSu fizicko-hemijska svojstva i kvalitet dobijenih nadoknada.
Pomocu elektronskog mikroskopa, prvo je izvrSeno poredenje kvaliteta povrSine
neobradenog i obradenog uzorka. Pomo¢u EDX analize utvrdene su znatne razlike izmedu
obradenih i neobradenih uzoraka. Autori naglasavaju da je testiranje Ni-Cr legura od velikog
znacaja za struku pre svega zbog njihove interakcije sa okolnim tkivima. Na osnovu
dobijenih rezultata, autor zakljucuje da je za kvalitet dobijenih nadoknada od presudnog
znacaja nacin zagrevanja, topljenja i izlivanja. Takode, veoma je vazna i procedura

centrifugiranja 1 hladenja, za koje se preporucuje da traju dovoljno dugo.
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Kulmburg, A. et al. su proucavali mikrostrukturu Co-Cr-Mo dentalnih legura pomoc¢u
SEM-a i TEM-a (79). Testirane su dve dentalne legure, jedna sa 0,4%C, 30%Cr, 5%Mo
1 ostatak je bio Co, dok je druga legura bila slicnog sastava uz dodatak 1%Nb. Ova druga
legura, koja ima dvofaznu mikrostrukturu posmatrana pod svetlosnim optickim mikroskopom,
ima znatno kompleksniju strukturu nego Sto se pretpostavlja. Slika dobijena pomoé¢u TEM
pokazala je da kod obe legure postoji veoma fina eutekticka struktura zahvaljujuéi visokom
sadrzaju Co kao i M,;C4 1 M(C karbida, gde M predstavlja Co, Cr ili neki drugi metal. Takode,
legura sa Nb sadrzi veoma fine niobium-karbonitride. Na osnovu otkrivene izuzetno fine

ternarne eutekticke strukture moguce je objasniti dobru livnost ove dve legure.

De Oliveira Bauer, J. R. et al. ispitivali su mikrotvrdo¢u uzoraka Ni-Cr legura
izlivenih pod razli¢itim uslovima livenja (38). Uslovi livenja bili su: (1) vazduh i
centrifugalna masina za livenje, pod nekontrolisanim uslovima za livenje, (2)
elektromagnetna indukcija, pod argonom u kontrolisanim uslovima, (3) elektromagnetna
indukcija u vakuumu, (4) elektromagnetna indukcija u nekontrolisanim uslovima livenja.
Testirane su tri legure: Ni-Cr-Mo-Ti, Ni-Cr-Mo-Be i1 Ni-Cr-Mo-Nb. IzvrSeno je cetiri
livenja i izliveno je po pet cilindri¢nih uzoraka pre¢nika 1,6mm i duzine 15mm. Nakon
izlivanja uzorci su postavljeni u smolu i polirani. Na osnovu rezultata, autori su doneli
zakljucak da mikrotvrdoc¢a legura zavisi od njihovog sastava i nacina livenja. Tvrdoca
Ni-Cr legura je veca kada se lije u uslovima elektromagnetne indukcije na vazduhu
pomocu centrifuge. Ozyegin L. S. et al. takode su proucavali tvrdo¢u baznih dentalnih

legura i dosli do zakljucka da tvrdoca raste sa povecanjem zastupljenosti karbida (105).

2.2. Korozija dentalnih legura

Korozija je jedan od faktora koji je pokazatelj starenja legure. Mnogi autori su
proucavali koroziju dentalnih legura u razli¢itim uslovima, Nascimento M. L. et al. (95),
Roach M. etal. (112), Saji V. S. et al. (113), Venugopalan R., R. L. W. Messer (136), Wylie
C. M. (153), Yfantis C. D. (156), Ozdemir S. (157).

Ayad M. F. et al. proucavali su koroziju visoko plemenite legure zlata u izvornom
obliku 1 nakon topljenja i livenja (12). PovrSinska struktura je proucavana skening
elektronskom mikroskopijom (SEM), a kompozicija pojedinih elemenata pomocu energijske
disperzione spoktroskopije (EDX). Obe grupe uzoraka su posmatrane sa 3 strane. Zakljucak
pokazuje da obe grupe visoko plemenite legure zlata pokazuju pasivnost pod elektrohemijskim

uslovima sli¢énim onim koji postoje u usnoj duplji.
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Mnogi objavljeni radovi su potvrdili postojanje korozije kod dentalnih legura.
Garhammer, P. et al. proucavali su prisustvo metala u biopsijama uzetih iz okoline dentalnih
legura (55). Cilj rada bio je da se ispita prisustvo metala u biopsijama oralnih tkiva iz
neposredne okoline metalnih nadoknada, gde su postojali znaci inflamacije ili diskoloracije
1 kontrolnih uzoraka koji nisu u blizini metalnih radova i bez prisustva ovih znakova, kod
28 pacijenata. Analiziran je sastav legura i uporeden je sa sastavom komponenti pronadenih
u bioptiranim tkivima. Analiza tkiva izvrSena je pomoc¢u atomske apsorpcione
spektroskopije. Takode, izvrSena je 1 rendgenostrukturna analiza. U najve¢em broju slucajeva
(84%), najmanje jedan pronadeni metal koji je bio sastojak dentalne legure, pronaden je i u
okolnom bioptiranom uzorku tkiva. Autori kao zakljucak ovog rada navode da se metalne

komponente skoro svih dentalnih legura za livenje mogu na¢i u okolnom tkivu.

Laurent, F. et al. vrsili su komparaciju korozionog ponasanja dve dentalne legure
(Ni-Cr 1 legure zlata), u prisustvu oralnih bakterija (Actinomyces viscosus ATCC 19246),
(80). Ceo eksperiment izveden je u vestackoj salivi u kojoj je uzgajen navedeni soj bakterija,
uz dodatak sterilnog ekstrakta kvasca. Pracdeni su: potencijal otvorenog kola,
potenciodinamicka kriva, polarizaciona otpornost i spektroskopska impendansa. Potencijal
otvorenog kola je kod neplemenitih legura uvek nizi nego kod legura zlata, a naseljavanje
bakterija na povrsini metala stvara prekid u kolu. Spektroskopska impendansa pokazuje da
elektroliticka rezistencija opada izmedu uzoraka sa vestackom salivom, kvascem i
bakterijama, s tim Sto je u prisustvu bakterija kod legure zlata polarizaciona rezistencija bila
u opadanju, a kod bazne legure je imala blagi porast. Uticaj bakterije Actinomyces viscosus
moze se objasniti razgradnjom sloja kiseonika u dodirnoj povrsini metala i elektrolita. Kod
baznih legura razgradnja ovog sloja kiseonika dovela je do povecanja polarizacione
rezistencije, dok se blagi pad istog parametra kod plemenitie legure objasnjava prisustvom
organskih i1 neorganskih metabolita koje otpustaju bakterije u elektrolit. Skening elektronska
mikroskopija nakon elektrohemijske analize je potvrdila odsustvo kontaminenata. Ovaj

eksperiment je nedvosmisleno potvrdio uticaj bakterija na koroziono ponasanje dentalnih legura.

Garhammer, P. et al. ispitivali su sadrzaj metala u salivi pacijenata sa i bez prisutnih
metalnih restauracija (54). Analiziran je sastav legure za livenje kod svakog pacijenta
koji je imao u ustima protetski rad od legure, pomo¢u EDX analize bioptiranog uzorka i
kompariran je sa metalima pronadenim u salivi. Analiza salive izvrSena je pomocu atomske
apsorpcione spektroskopije. Hemijska analiza obuhvatala je Ag, Au, Co, Cr, Cu, Fe, Ga,
In, Ni, Pd, Pt, Sn i Zn. Metali Ag, Cr, Cu. Fe, Ni i Zn nadeni su u salivi pacijenata koji
nisu imali metalne restauracije u ustima. Metali Ag, Au, Cr, Cu, Fe, Ni i Zn nadeni su u

salivi pacijenata sa metalnim restauracijama i to u ve¢oj koncentraciji nego u kontrolnoj
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grupi. U 77% slucajeva najmanje jedan metal je pronaden u salivi pacijenta. Sadrzaj metala
je imao statisti¢ki znacajnu razliku izmedu ponavljanih uzoraka kod istog pacijenta, uzetih
u razli¢ito vreme. Sadrzaj metala u salivi zavisi od prisustva metalnih radova u ustima
pacijenta, ali i od mnogih drugih faktora, te se, kako autori zakljucuju, ovi podaci ne mogu

koristiti kao siguran indikator za otpustanje metala iz dentalnih legura.

Hani H. je ispitivao korozione promene na povrsini krunica uklonjenih iz usta
pacijenta koriste¢i SEM (Scanning Electron Microscopy) i EPMA (Electron Probe
MicroAnalisis), (63). Posmatrana su 34 uzorka koji su podeljeni u 4 kategorije, zavisno
od tipa legure. Komparirane su povrsine krunica i svezi preseci povrsine krunica, kao i
rezultati ranijih istrazivanja. Promene kod legura zlata bile su neznatne osim u malom
sadrzaju Cu. Promene kod Ni-Cr legura bile su na nivou dendritne strukture i rastvorljivosti,

kao 1 smanjenja Ni i blagog povecanja Si i Cr.

Hisler P. A. je ispitivao hemijsku koroziju Ni-Cr legure. Pre ispitivanja biokompa-
tibilnosti neophodno je ispitati koroziju legure (66). Ovo ispitivanje je obuhvatilo merenje
anodne polarizacije u zavisnosti od pH sredine i sastava elektrolita. Rezultati su pokazali
da ispitivana Ni-Cr legura ima dobru otpornost prema koroziji u odnosu na komercijalne

legure sli¢nog sastava.

Liu J. S. Q. et al. su pratili otpustanje elemenata iz Ni-Cr legure u vestackoj salivi
i rastvoru soli, a cilj im je bio da dokazu da li period imerzije i razli¢iti imerzioni mediji i
faktori uti¢u na ovu pojavu (82). Povrsina uzoraka legura je posmatrana pomo¢u SEM-a.
Rezultati su pokazali da osim Ni u vestackoj salivi, ni jedan drugi element nije pronaden
nakon perioda od 7 dana. Nakon 30 dana akumuliran je oslobodeni Cr u oba medijuma i Ni
u vestackoj salivi. Nakon perioda od 82 dana zastupljenost Ni, Cr, Be, Al i Co je znacajno
povecana osim Mo u oba medijuma i Co u vestackoj salivi. Ukupna koli¢ina otpustenih
elemenata u rastvoru soli bila je vec¢a nego u vestackoj salivi. Zakljucak ovog rada pokazuje
da se produzenim periodom imerzije povecavao i broj i koli¢ina otpustenih elemenata u
medijumima. Dokazana je veca sklonost koroziji legura u rastvoru soli nego u vestackoj

salivi. Sli¢no istrazivanje je opisao i Sharma M. (120).

Liu Y. i Fujii H. pratili su otpusStanje metalnih jona sa restauracija izradenih od
legura metala (83). Uzeti su mali uzorci iz usta pacijenata sa povrSine metala i posmatrani su
EDX fluorescentnom spektrometrijom. Kod 14 pacijeneta od ukupno 120 uzoraka, postojala
je sumnja na alergiju na metal. Deset najcesce prisutnih metala bili su: Ag, Cu, Au, Pd, Zn,

Sn, Co, Cr, In i Mo. Vrsta i procenat sadrzaja ovih elemenata u legurama iznosio je: 65,0%
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Au-Ag-Pd, 2,5% Ag-Sn-Hg amalgam, 5,4% legura Ag, 14,6% legura Aui 10,1% legura
Ni-Cr i Co-Cr. Autori izvode zakljucak da u cilju prevencije alergije na metale kod

pacijenata treba izbegavati vise razli¢itih metala koji sadrze Ni i Hg, u ustima istog pacijenta.

Ozdemir S. 1 Arikan A. proucavali su efekte ponavljanog topljenja i livenja na
koli¢inu produkata korozije kod dve Ni-Cr legure (Wiron 99 i Willoroy), (103). Uzorci
ispitivanih legura potopljeni su 2 meseca u Meyer-ov modifikovani Fusayama rastvor i
zatim 7 dana u rastvor NaCl i mle¢ne kiseline. Merenje otpustenih jona Ni, Cr i Mo vrSeno
je atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom. Pomo¢u SEM-a posmatrana je
morfologija povrSine pre i posle testiranja korozije. Otpustanje jona Ni i Cr iz legure
Willoroy bilo je mnogo veée nego kod legure Wiron 99 u rastvoru NaCl i mlecne kiseline.
Broj topljenja i livenja je znacajno uticao na teksturu povrSine uzoraka, kao i na

koli¢inu otpustenih korozionih produkata.

Peraire M. et al. ispitivali su hemijski sastav, mikrostrukturu, mikrotvrdoc¢u i
otpustanje jona kod visokoplemenite legure, plemenite legure, legure na bazi Ni i1 Ti legure
(107). Testovi su radeni pre i posle niza uzastopnih topljenja i livenja. Znacajno povecanje
tvrdoce po Vickersu usledilo je nakon petog topljenja i livenja kod obe plemenite legure i
kod legure titana. Plemenite legure i legure na bazi Ni imale su veliku stabilnost posle
sedmog topljenja i livenja, za razliku od Ti legure, gde se ne preporucuje ponavljanje

topljenja i livenja.

U odnosu na plemenite legure, koje imaju vecu otpornost na koroziju, bazne legure su
neprestano tema za ispitivanje i sumnju. Ameer M. A. et al. (5) ispitivali su elektrohemijsko
ponasanje Ni-Cr i Co-Cr legura u vestackoj salivi, koristeéi razli¢ite hemijske i elektro-
hemijske tehnike. Redosled stepena korozije gradiran je u vestackoj salivi ovako: Wironit
< Wirolloy < Wiron 99. Ovaj redosled se podudara sa rezultatima hemijskih istrazivanja
za odredivanje kumulativne koncentracije jona. Autori zakljucuju da veci stepen korozije

koji ima Wiron 99 u odnosu na Wirolloy potice od prisustva vece koncentracije Mo.

Savremena stomatologija, u cilju preventive, sve vise koristi fluoride, aplikujuéi ih
na razlicite nacine. Amin, F. H. et al. (6) proucavali su efekat fluoridnih jona i pH na
koroziona i citotoksi¢na svojstva Ni-Cr legura. Koroziona svojstva Ni-Cr legura proucavana
su, zavisno od nacina aplikacije, u profilakti¢kim rastvorima fluorida razli¢ite koncentracije.
Takode, pracen je i efekat razli¢itih pH vrednosti u jednom od proucavanih rastvora, kao
1 bioloska svojstva legura u korozionoj sredini, sa i bez natalozenih korozionih produkata.

Korozioni test je sproveden pomocu spektroskopske impendanse. Za test anodne polarizacije
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kori$¢ena je so NaF u koncentraciji 1000-20,000 ppm. Koncentracija F u rastvoru proracunata
je hemijski i odredena koriste¢i selektivnu elektrodu fluoridnog jona. pH jednog od rastvora
varirao je od 3,5-9,0, a korozioni test je sproveden pre i posle polarizacije. Posle
polarizacije sakupljen je elektrolit i analiziran je uz pomo¢ atomskog absorpcionog
spektrometra, kako bi se utvrdile koli¢ine oslobodenih jona Ni i Cr. Pomo¢u senzitivnog testa
na kulturi pracen je bioloski efekat sa povrSine korodirane legure sa i bez akumuliranih
produkata korozije. Rezultati su pokazali da upotrebom NaF rastvora u bilo kojoj
koncentraciji i pri bilo kojoj pH, dolazi do povecanja polarizacione pasivnosti, dok
prolongirana upotreba ovih rastvora smanjuje otpornost na koroziju. Kao rezultat korozije,
otpusteni su joni Cr i Ni. Koli¢ina oslobodenih jona zavisila je od promene pH u medijumu.
Kiseli medijum od pH 3,5, kao i bazni medijum od pH 9,0 imali su podjednako destruktivan
efekat. Bioloski test je pokazao da su akumulirani korozioni produkti glavni uzrok
citotoksicnosti, dok je sama korodirana povrsina bez akumuliranih produkata imala smanjenu

citotoksi¢nost.

Angelini, E. 1 Zucchi, F. (7) ispitivali su in vitro koroziju Co-Cr i Ni-Cr legura, kao
1 uticaj termicke obrade na rezistenciju na koroziju. Istrazivanje je izvrSeno na Cetiri Co-Cr
legure i dve Ni-Cr legure. Uzorci su izlagani visokim temperaturama po 30 min. na 880°C,
980°C, 1080°C i polako hladeni na vazduhu. Elektrohemijska karakterizacija izvrSena je
pomocu anodne krive u Ringerovom rastvoru i vestackoj salivi na 37°C. U oba rastvora
utvrdeno je da starenje na 880°C Stetno utice na otpornost na koroziju Co-Cr legura; pasivna
zona je uska 1 pokazuje veliku gustinu. Nasuprot tome, uzorci tretirani na 1080°C pokazuju
povecanu rezistenciju na koroziju. SEM je pokazala da su mikrostrukturne promene

uzrokovale razliku u otpornosti na koroziju kod ispitivanih uzoraka dentalnih legura.

Bilhan, H. T. et al. proucavali su efekat mucina, IgA, uree i lizozima na koroziju
razli¢itih baznih dentalnih legura 1 Ti u vestackoj salivi (18). Korozija dentalnih legura
ima bioloske, funkcionalne i estetske konsekvence. Mnoga istrazivanja su dokazala da
proteinski rastvori mogu da inhibiraju koroziju legura. Ovaj rad je ispitivao uticaj
organskih konstituenata salive na koroziju dentalnih legura. Organski konstituenti salive
su mucin, IgA, urea i lizozim koji se sre¢u u najvecim koli¢inama u salivi, a najcesce
koriS¢ene legure u stomatologiji su Ti, Co-Cr-Mo, Ni-Cr-Mo 1 dentalni amalgami. U ovom
radu proucavana je interakcija organskih konstituenata iz salive i dentalnih legura. Uzorci
legura izloZeni su cikli¢noj polarizaciji u svakom od medijuma. Ni-Cr-Mo legure, kao i
amalgami, pokazali su veliku osetljivost na koroziju u svim ispitivanim medijumima.
Legura Co-Cr Mo je pokazala nesto vecu otpornost na koroziju, dok je Ti pokazao veliku

otpornost na koroziju u svim medijumima.
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Braude, I. S. et al. (19) proucavali su fazni sastav Ni-Cr-Mo i Co-Cr-Mo dentalnih
legura. Proucavana su fizicko-mehanicka svojstva novih i pretopljenih legura, u uslovima
zubotehnicke laboratorije. Elektronskom mikroskopijom utvrdeno je da jednom
topljena Co-Cr-Mo legura ne dovodi do gubitka komponenti, ali menja njihovu distribuciju
unutar legure. Rendgen difrakcionom analizom novih i pretopljenih uzoraka legura,
utvrdeno je da su obe ispitivane legure dvofazne, $to je dokazano merenjem mikrotvrdoce i
direktnom elektronskom mikroskopijom. Mikrotvrdo¢a druge faze premasuje matriks. U
skladu sa faznim dijagramom ternarnog sistema Co-Cr-Mo i Ni-Cr-Mo legura, smatra

se da druga faza predstavlja sigma fazu.

Chang, J. C. et al. su sproveli studiju mikrobno zavisne korozije dentalnih legura
(30). Mikrobno zavisna korozija je poznat problem u industriji dugi niz godina. Poznato je
da mikroorganizmi uti¢u na koroziju metala i metalnih legura potopljenih u vlaznu sredinu.
Pod slicnim uslovima, uticaj bakterija na koroziju metalnih materijala u usnoj duplji ostaje
nepoznat. Cilj ovog rada bio je da se ispita koroziono ponaSanje metalnih materijala u
prisustva Streptococcus mutans i njegovih produkata rasta. Uzorci su napravljeni od: cpTi,
Ti-6Al1-4V, Ti-Ni, Co-Cr-Mo, 316L nerdajuceg celika, 17Cr-4Ni nerdajuceg celika i Ni-Cr
legura. Koris¢en je Gamry korozioni test i uzorci su izlozeni: (1) Sterilnom Ringerovom
rastvoru kao kontroli za (2), (2) S. mutans pomesan sa sterilnim Ringerovim rastvorom,
(3) sterilan triptik soja-bujona kao kontrola za (4) i (4) sporedni produkti S. mutans
pomesani sa sterilnim triptik soja-bujonom su korigovani za sve testirane uzorke. Korozioni
parametri kao §to su potencijal otvorenog kola (Eycp), korozioni potencijal (Eqorg) 1
gustina struje (Ioorg) su korigovani za sve testirane uzorke. Zakljuceno je da: (1) S. mutans
smanjuje Eqcp kod cpTi, Ti-6Al-4V, Ti-Ni i 316L nerdajuceg celika i da sporedni produkti
S. mutansa smanjuju Ep kod Ti-6Al-4V, Ti-Ni, 316L nerdajuceg celika i 17Cr-4Ni Cistog
nerdajuceg Celika. (2) S. mutans je povecao Iorr kod 17Cr-4Ni nerdajuceg celika i
sporedni produkti S. mutansa su smanjili I-org kod svih uzoraka. (3) S. mutans je smanjio
Ecorr kod cpTi, Ti-6Al-4V i Ti-Ni i sporedni produkti S. mutansa su redukovali Enrg kod
Ti-Ni, 316L nerdajuceg Celika, 17Cr-4Ni nerdajuceg Celika i Ni-Cr. (4) S. mutans je smanjio
Ipass kod cpTi i sporedni produkti S. mutansa su smanjili Ipygq kod cpTi, 17Cr-4Ni

nerdajuceg Celika i Ni-Cr legura.

Chen, C. C. et al. proucavali su zavisnost hemijskog sastava na koroziona svojstva
Ni-Cr-Mo dentalnih legura u kiseloj vestackoj salivi (31). Da bi se utvrdilo koroziono
ponasanje ispitivanih uzoraka kori$¢eni su cikli¢ni potenciodinamicki i potenciostatski
testovi, u deaerisanoj vestackoj salivi sa pH 5 i na 37°C. Promene su pracene optickim

mikroskopom. PovrSinska hemijska karakterizacija radena je rendgen fotoelektronskom
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spektroskopijom i Auger-ovom elektronskom spektroskopijom, prate¢i potenciostatske
testove. Rezultati su pokazali da je otpornost na koroziju ispitivanih uzoraka Ni-Cr-Mo
legure u vezi sa formiranjem pasivnog filma na povrsini, koji sadrzi Ni(OH),, NiO, Cr,04
1 MoO;. Potencijal tackaste korozije i zona pasivizacije bili su statistic¢ki razli¢iti u okviru
razli¢itih Ni-Cr-Mo legura. Ni-Cr-Mo legure sa ve¢im sadrzajem Cr (21%) 1 Mo (8%)
imale su znatno vecu zonu pasivizacije na polarizacionoj krivoj i bile su imune na tackastu
koroziju zahvaljujuéi visokom sadrzaju Cr (max. 31-35%) i Mo (max. 12%) u povrSinskom
pasiviziraju¢em sloju. Prisustvo Ti u ovim legurama u malim koli¢inama (4%) nije imalo

efekta na otpornost na koroziju.

Huang, H. H. (65) proucavao je efekat hemijskog sastava na koroziono ponasanje
Ni-Cr-Mo dentalnih legura u kiseloj vestackoj salivi. Da bi se dokazalo koroziono
ponasanje testirane legure, koris¢eni su cikli¢ni potenciodinamicki i potenciostatski
testovi, u deaerisanoj vestackoj salivi sa pH 5,0 na 37°C. Promene su posmatrane
optickim mikroskopom. Hemijska karakterizacija povrSinske strukture izvrSena je
rendgen-fotoelektronskom spektroskopijom i Auger-ovom elektronskom spektroskopijom,
prateci potenciostaticke testove. Rezultati su pokazali da na rezistenciju na koroziju vazan
uticaj ima pasivizirajuci sloj na povrsini, koji sadrzi Ni(OH)z, NiO, Cr,05 i M0O;.
Potencijal tackaste korozije i zona pasivizacije bili su statisticki razliciti kod razlicitih
uzoraka Ni-Cr-Mo legura. Legure sa vise Cr (vise od 21,0%) i Mo (do 8,0%) imali su
znatno vecu zonu pasivizacije na polarizacionoj krivoj i bile su otporne na tackastu
koroziju zahvaljujuéi visokom sadrzaju Cr (31,0-35,0%) i Mo (maksimalno do 12,0%) u
povrsnom pasiviziraju¢em sloju. Prisustvo Ti u koli¢ini manjoj od 4,0% nije imalo efekta

na rezistenciju na koroziju.

Cheng, T. P. et al. su proucavali uticaj Be na otpornost na koroziju Ni-Cr legura
(33). Osnovna uloga Be u dentalnim legurama je da olaksa livnost tokom procesa topljenja
i livenja. U ovom radu proucavan je uticaj Be koji je dodavan u masenim procentima
0,5, 1,012,0, kao i njegov uticaj na mikrostrukturu sedam testiranih Ni-Cr i NP2 legura.
Uzorci legura su postavljeni u Ringerov rastvor na 37°C. Rezultati eksperimenta
pokazuju da dodavanje Be ima veoma znacajan uticaj na smanjenje potencijala
tackaste korozije, potencijala otvorenog kola, otpornost pasivnog sloja i nasuprot
tome povecanje kapacitivnosti pasivnog sloja. Prisustvo Be u velikoj meri smanjuje

debljinu pasivnog sloja i smanjuje otpornost na koroziju.

Cheng, H. et al. ispitivali su uticaj pretapanja Ni-Cr legure na snagu veze sa

keramikom (32). Koristili su uzorke Ni-Cr legure koja je pretapana od 1-5 puta koji su,
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prema ISO 9693 standardu, liveni u vakuumu sa argonom. Na osnovu ove studije autori
su zakljucili da nije bilo nikakve razlike u kvalitetu veze izmedu legure metala i keramike

ni kod jednog uzorka, bez obzira na broj pretapanja.

Craig, R. G.1C. T. Hanks (35) ispitivali su citotoksi¢nost eksperimentalnih dentalnih
legura u kulturi ¢elija. Ispitivano je dvadeset i devet eksperimentalnih legura i Sest Cistih
metala. Ovo istrazivanje je pokazalo da su Cisti metali, Au, Pd i Ti bili najmanje
citotoksi¢ni, a zatim Ag, Ni i na kraju Cu. Jednofazne legure sa razli¢itim sadrzajem Cu i
bez visokog sadrzaja Pd i Au imale su visoku citotoksi¢nost, kao i viSefazne legure koje su
imale ¢ak i visok sadrzaj Au i Ag. Pd je pozitivnije nego Au uticao na bolju biokompatibilnost
legura koje su sadrzale Cu. Jednofazne legure sa sastavom tipi¢nim kao za metalokeramicke
radove imale su dobru biokompatibilnost, kao i bazne legure na kojima se formirao adherentni

oksidni sloj na povrsini.

Dentalne legure tokom korozionog procesa mogu da otpuste jone Ni i da u skladu
sa njihovom interakcijom sa oralnim tkivima, dovedu do karakteristi¢nih promena imunog
sistema Celija. D’Anto V. et al. (36), Mutlu-Sagesen L. (94), Nejatidanesh F. (98), Saji V.
(114), Wataha J. C. (148), proucavali su uticaj Ni na ekspresiju funkcionalno razlic¢itih
povrsinskih antigena kod makrofaga. Ekspresija povrSinskih antigena CD 14, CD 40, MHC
klasa 1, MHC klasa 2, CD 80, CD 86, CD 54 analizirana je proto¢nom citometrijom.
Bakterijski endotoksin lipopolisaharid (LPS) koris¢en je kao pozitivna kontrola, da bi
indukovao ekspresiju antigena. Celije su stimulisane pomoé¢u NiCl, i u prisustvu i odsustvu
LPS. Nakon ekspozicije od 6, 24 1 48h, LPS je uzrokovao porast svih povrSinskih antigena.
Rezultati su pokazali da NiCl, moze da indukuje povecanu regulaciju ekspresije povrsinskih
antigena, ali da u visokim koncentracijama smanji esencijalne funkcije makrofaga

stimulisanih sa LPS.

De March, P. et al. proucavali su koroziju dentalnih legura i njihovih odlivaka
u vestackoj salivi neutralne pH vrednosti (37). Mereni su potencijal otvorenog kola i
otpornost na polarizaciju. Elektrohemijsko ponaSanje izmedu katodne oblasti i oksidacija
rastvora, karakterizirani su pomocu cikli¢ne polarizacije. Ispitivana je i moguca galvanska
korozija legura i odlivaka. Polarizaciona otpornost bila je visoka ili veoma visoka. Tokom
imerzije, najplemenitija legura bila je najotpornija, dok je Ni-Cr legura odmah pasivizirana.
Do oksidacije plemenitih elemenata doslo je samo kada su uzorci bili eksponirani veoma
visokim potencijalima koji su moguci samo u vestackim uslovima. Do problema sa
galvanskom korozijom moze do¢i jedino ako su i legura i odlivak eksponirani u salivi.

Takva korozija moze dovesti do pucanja protetskih radova.
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Denizoglu, S. et al. ispitivali su otpustanje jona iz dve bazne legure pod razli¢itim
pH uslovima (39). Ispitivane su dve dentalne legure, Co-Cr i Ni-Cr. Izradeni uzorci su
potopljeni u vestacku salivu na pH 4, pH 5 1 pH 7. Koli¢ina prisutnih jona u rastvorima
merena je nakon jednog meseca pomocu atomske apsorpcione spektrofotometrije.
Statisti¢ka analiza je pokazala da pH vrednost znacajno utice na ukupno otpustanje jona i
otpustanje jona Co, ali ne i Ni ili Cr. Tip legure nije uticao na ukupno otpustanje jona, ali
je znacajno uticalo na otpustanje jona Cr. Interakcija legure i pH znacajno je uticala na
ukupno otpustanje i otpustanje jona Cr. Da bi se sprecilo otpustanje metalnih Cestica, dentalne
restauracije bi trebalo, kad god je to moguce, izradivati od plemenitih legura i legura otpornih

na koroziju.

Dong, H. et al. proucavali su koroziono ponasanje dentalnih legura u razli¢itim
tipovima elektrolizovane vode (43). Koriste¢i sedmodnevni imerzioni test, praceno je
koroziono ponasanje ispitivanih dentalnih legura (plemenitih legura, legura zlata, Au-Ag-Pd,
Ag legura, Co-Cr i Ti legura), u razlic¢itim tipovima elektrolizovane vode: jako kiseloj,
slabo kiseloj i neutralnoj. Najupadljivija promena boje na povrSini i rastvorljivost
konstituenata zapazena je kod visoko kisele, a najmanja kod neutralne elektrolizovane
vode, kod plemenitih, zlatnih, Au-Ag-Pd i Ag legura. Narocito je bilo izraZzeno otpustanje
Au iz legura zlata u visoko kiseloj sredini. Co-Cr legura je imala ve¢u korozijon otpornost
1 otpornost na promenu boje u visoko kiseloj sredini nego u slabo kiseloj i neutralnoj.
Rendgenskom mikroanalizom otkriveno je da su korozioni produkti kod plemenitih legura
bili srebrohloridni kristali, a kod Co-Cr oksidi kobalta i hroma. Ti je bio otporan u sva tri
rastvora. Neutralan rastvor imao je najslabiju korozionu aktivnost, a ekvivalentno tome i

najslabiju baktericidnu aktivnost.

Eftekhari, A. (46) proucavao je uticaj Be u legurama Ni-Cr-Mo. Ispitivan je efekat
Be, dodatog leguri u razli¢itim koli¢inama, na koroziju u elektrolitnom rastvoru vestacke
salive. Kao kvantitativni faktor za povrSinsku analizu legura pre i posle potapanja u vestacku
salivu koris¢ena je fraktalna dimenzija. Fraktalna dimenzija povrSine elektrode odredena je
najpouzdanijim metodom u ovom kontekstu, vremenski zavisnom grani¢nom difuzijom za
sistem koji podrazumeva difuziju prema povrsini elektrode. Rezultati su pokazali da povecanje
koli¢ine Be u leguri znacajno povecava koroziju. To je povezano sa porastom fraktalne
dimenzije 1 hrapavosc¢u povrsine elektrode, a u izradi stomatoloskih radova neophodno je
postici glatku i sjajnu povrsinu. Sa metodoloske tacke gledano, koris¢enje fraktalne analize
povrsine legure (maskiranje povrSine metala slojem Au) je efikasan metod za ispitivanje
povrsine stomatoloskih radova. Ovaj pristup je naroc¢ito pogodan kod ispitivanja korozije

razli¢itih legura i metala, gde promena povrsinske strukture ima znac¢ajnu ulogu.
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Khamis, E. 1 M. Seddik (72) su proucavali koroziju kod ponavljanih topljenja i
livenja baznih dentalnih legura. Pri tom su uzorci Ni-Cr i Co-Cr komercijalnih legura topljeni
i liveni 4 puta i izliveni i testirana su njihova koroziona svojstva u salivi i slanom rastvoru.
Za eksperiment su koristili potenciokineticku tehniku za analizu elektrohemijskih
karakteristika anodne polarizacione krive. Najbitnija promena koju su otkrili bila je
rapidno povecanje postojece gustine iznad kriticnog potencijala koji predstavlja potencijal
tackaste korozije. Eksperimentalni podaci su pokazali da potencijal otvorenog kola ne
onemogucava razliku izmedu 4 ispitivane dentalne legure u ovom istrazivanju. Kod legure
Willoroy, poveéanje broja topljenja i livenja, dovodi do povecanja potencijala tackaste
korozije i na taj nacin se otpornost na koroziju povecava nakon topljenja i livenja. Takode,
utvrdeno je da Willoroy korodira 26 puta brze nego Wironit, u istim rastvorima. Legure
koje su sadrzale Co i Mo imale su vecu otpornost na koroziju nego legure na bazi Ni i na
to nije uticalo ponavljano topljenje i livenje. U hloridnom rastvoru legura Ni-Cr bila je
veoma podlozna tackastoj koroziji, dok se Co-Cr legura ponasala kao plemenite legure.
Otpornost na koroziju ispitivane 4 neplemenite legure bila je prema slede¢em redosledu:
Biocast > Wironit > Cobond > Wirroloy. Za razliku od rezultata ovog istrazivanja, postoje
1 suprotna misljenja, gde autori tvrde da veci stepen korozije potice od prisustva vece

koncentracije Mo (5).

Mareci, D. et al. proucavali su elektrohemijska svojstva pet baznih dentalnih legura
na bazi Ni i Co u vestackoj salivi (87). Korelacija izmedu sadrzaja Cr, Mo i1 V i korozionog
ponasanja izrazena je PREN indeksom (Pitting Resistance Equivalent Number). Vreme drzanja
uzoraka u medijumu utice na stepen korozije, tj., vrednosti korozije opadaju u zavisnosti
od vremena drzanja uzoraka u medijumu i u zavisnosti od pasivizacije. Mikroskopska analiza

povrsine legura pokazala je da pasivizacija ne uti¢e na tip korozije koji se javlja.

2.3. Biokompatibilnost dentalnih legura

Da bi se neka zubna nadoknada izradila od dentalnih legura ona mora pro¢i fazu
livenja. Tom prilikom se ingot (dentalna legura u izvornom obliku), topi pod razli¢itim
uslovima 1 iz ¢vrstog prevodi u te¢no stanje i lije. Nakon livenja i hladenja odseca se odlivak
od ostatka legure i dalje se standardnim putem obraduje. Medutim, taj ostatak legure ¢esto se
ne baca, ve¢ se ponovo koristi za izradu zubnih nadoknada, uz dodatak nove koli¢ine legure,
najcesce do 50%. Ako dobijeni odlivei imaju nepoznat hemijski sastav, jasno je da je potpuno
nepoznat bioloski kvalitet takve legure, Hornez J. C. (64), Tripuraneni S., C. (133).

Biokompatibilnost kao primarni uslov koji svi biomaterijali moraju da ispune, osnovni je
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parametar kojim bi stomatolog trebalo da se rukovodi pri izboru dentalne legure, Messer
R. L. W. (91), Stamenkovi¢ D. (123), Tripuraneni S. C. (133), Wataha J. C. (149), Yang
H. C. (154), Ozen J. (158).

Za ispitivanje biokompatibilnosti koristi se veliki broj standardizovanih testova in
vivo 1 in vitro. Naucnici su podeljenih misljenja u pogledu davanja prednosti testovima
koji za kratko vreme daju rezultate (short therm testovi), Nelson S. K. et al. (96) ili
testovima koji omogucéavaju duzi kontakt ispitivanih materijala sa medijumom (long therm
testovi). Wataha J.C. i Lockwood P.E. (144) proucavali su otpustanje elemenata iz dentalne
legure u medijum kulture ¢elija u periodu od 10 meseci. Ovim istrazivanjem dosli su do
zakljucka da treba dati prednost long therm testovima, jer daju bolje i sigurnije rezultate

vezane za bioloski rizik od otpustanja elemenata iz legure.

Koren V. T. et al. (177) testirali su toksi¢nost legura koje sadrze 5,0-70,0% Ni.
Uzorci ispitivanih legura su implantirani u femoralni misi¢ 360 belih pacova. Zatim su
posmatrana tkiva koja su bila u direktnom kontaktu sa legurama, kao i regionalni limfni
¢vorovi. Dobijene rezultate autori su protumacili kao bioloski indiferentne. Prouc¢avanjem
toksi¢nosti nikla bavili su se mnogi istrazivaci. Nikl je poznat po svom alergogenom i
citotoksi¢nom dejstvu na ¢elije i tkiva sa kojima dolazi u neposredni kontakt, Wataha J.
C. (145), Wataha J. C. (147).

Risti¢ LJ. et al. (111) posmatrali su pojavu diskoloracije gingive kod prisustva fiksnih
radova u ustima pacijenata. Pracene su 184 promene kod pacijenata oba pola, a prosek starosti
pacijenata bio je 52 godine. Pacijenti su podeljeni u Cetiri grupe prema vrstama legura od
kojih su bili izradeni protetski radovi. Kod 10 pacijenata postojala je indikacija za ekstrakciju
zuba 1 sa tih zuba su uzeti uzorci tkiva za histopatolosku analizu. Rezultati su pokazali
diskoloraciju gingive kod sve Cetiri ispitivane grupe, a ova pojava je bila naj¢es¢a kod
radova izradenih od Ni-Cr legura (43,5%), a najreda kod legura zlata (26,5%).
Histopatoloskom analizom nadene su Cestice metala u ¢elijama tkiva. Siva prebojenost

gingive bila je posledica prisustva metalnih Cestica u tkivu.

Al-Hiyasat, A. S. (1) opisao je u in vitro studiji otpustanje jona iz sedam komercijalnih
dentalnih legura i testirao je njihov toksi¢ni efekat. Testirane legure bile su: jedna visoko
plemenita (Bioherador N), a ostalih Sest bile su bazne legure i to Cetiri Ni-Cr (Remanium
CS, Heranium NA, Wiron 99, CB Soft), jedna Co-Cr (Wirobond C) i jedna na bazi Cu
(Thermobond). Napravljeno je po deset uzoraka oblika diska od svake testirane legure i

svi uzorci svih sedam legura kondicionirani su u destilovanoj vodi na 37°C, 72h ili 168h.
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U rastvoru za kondicioniranje pra¢eno je otpustanje jona, a njihov toksi¢ni efekat testiran
je MTT testom, uz pomo¢ Balb C fibroblasta. Rezultati su pokazali da je otpuStanje jona
bilo vece nakon 168h, nego nakon 72h. Uzorak visoko plemenite legure pokazao je najmanje
otpustanje elemenata (samo Zn), bez citotoksi¢nog efekta. Najvece otpustanje elemenata
pokazali su uzorci legura Cu i Ni-Cr (CB Soft), a njihovi uzorci su pokazali znacajno vece
otpustanje elemenata od ostalih uzoraka. Uzorci legure Co-Cr pokazali su znacajno veéu
citotoksi¢nost od uzoraka visoko plemenite legure. Na osnovu ovih rezultata zaklju¢eno
je da je otpustanje elemenata u proporciji sa viemenom kondicioniranja. Prisustvo Cr i Mo
u legurama $titi ih od rastvaranja, dok Cu uti¢e na povecanu koroziju, rastvorljivost i
povecanu citotoksicnost. Isti autor je godinu dana kasnije, Al-Hiyasat, A. S. (2) proucavao
citotoksi¢ni efekat uzoraka ovih istih sedam dentalnih legura. Po deset uzoraka od svake
legure pripremljenih kao u prethodnom radu postavljeno je u kulturu tkiva sa suspenzijom
koja sadrzi Balb / C 3T3 fibroblaste i inkubirano 3 dana na 37°C. Nakon 3 dana ispitana je
vijabilnost ¢elija pomo¢u MTT testa. U rezultatima ovog rada tumacena je korelacija
citotoksi¢nosti legura u odnosu na njihov sastav. Visoko plemenita legura je pokazivala
znacajno manju citotoksic¢nost od uzoraka ostalih ispitivanih legura. Najvecu citotoksi¢nost
su pokazali uzorci legure koja sadrzi Cu, zatom CB Soft, a obe ove legure su bile znacajno
viSe citotoksicne od ostalih. U zaljucku se navodi da je citotoksi¢nost svake od testiranih
legura bila zavisna od njihovog sastava. Razlika je postojala u citotoksicnosti izmedu
razli¢itih uzoraka legura iz iste grupe. Na vijabilnost ¢elija veoma je uticalo prisustvo Cu.
Otpustanje elemenata je fenomen koji je predmet proucavanja velikog broja publikacija,
ne samo zbog promena u samoj strukturi metala, veé, pre svega, zbog posledica koje
otpusteni joni izazivaju u kontaktu sa zivim ¢elijama, Wataha J. C. (138), Wataha J. C.
(139), Wataha J. C. (142).

Al-Hiyasat, A. S. (4) je ova ispitivanja dalje prosirio i u ovom radu ispitivao
citotoksi¢nost uzoraka dentalnih legura razli¢itog sastava, nakon njihovog kondicioniranja
u destilovanoj vodi. Ispitivana je citotoksi¢nosti sedam dentalnih legura nakon $to su bile
tretirane u destilovanoj vodi. Testirane su: jedna visoko-plemenita legura (Bioherador N)
i8est baznih legura, od kojih ¢etiri Ni-Cr legure (Remanium CS, Heranium NA, Wiron 99,
CB Soft), jedna Co-Cr legura (Wirobond C) 1 jedna Cu bazna legura (Thermobond). Po deset
uzoraka u obliku diska od svake legure su kondicionirane u destilovanoj vodi, na 37°C, 72
ili 168h. Uzorci su postavljeni u kulturu tkiva sa suspenzijom Balb / C 3T3 fibroblasta.
Nakon trodnevne inkubacije vijabilnost Celija je ispitivana MTT testom. Rezultati
pokazuju da je razlika u citotoksi¢nosti u vezi sa razli¢itim sastavom legura i viemenom
kondicioniranja. Statistickim metodom ANOVA dokazano je da postoji statisticki znacajna

razlika u citotoksi¢nosti razli¢itih legura. Bioherador N je bio znatno manje toksi¢an od
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svih ostalih legura posle 72h. Nakon 168h, njegova citotoksicnost se nije razlikovala od
citotoksi¢nosti Remanium CS, Wiron 99, 1 Wirobond C. Thermobond i CB Soft bili su
znatno vise toksicni od ostalih legura. Autori zakljucuju da citotoksi¢nost baznih legura
koje ne sadrze Cu, nakon kondicioniranja od 168h u destilovanoj vodi, ¢ini te legure po

nivou citotoksi¢nosti komparabilnim sa visokoplemenitim legurama.

Isti autor u nastavku svog istrazivanja (3) ispituje zavisnost citotoksi¢nosti od sastava
dentalnih legura i otpustanja elemenata, a na to presudan uticaj moze da ima ponavljano
topljenje i livenje. U ovoj studiji testirano je pet dentalnih legura, i to: dve Ni-Cr (Remanium
CS 1 Wiron 99), jedna Ni-Cr sa Cu (CB Soft), jedna Co-Cr (Wirobond C) i jedna Cu
(Thermobond). Izliveni su uzorci u obliku diska i to tako $to su prvu grupu cinili uzorci
sa 100% novom legurom, drugu grupu su ¢inili uzorci sa dodatkom 50% nove legure 1 50%
ponovo topljene i livene legure i trecu grupu su ¢inili uzorci sa 100% prethodno topljenenim
i livenom legurom. Citotoksi¢nost je ispitivana pomoc¢u MTT testa na Balb/C 3T3
fibroblastima. Testirano je po Sest uzoraka od svake legure. Takode, praceno je i otpustanje
elemenata. U dobijenim rezultatima prikazano je da su od sve tri grupe ispitivanih uzoraka
najmanju citotoksi¢nost imali uzorci legura Remanium CS i Wiron 99, zatim slede
Wirobond C, CB Soft i Thermobond. Statisticki metod ANOVA dokazao je znacajnu
razliku izmedu ispitivanih grupa. Takode, ponovljeno topljenje i livenje je dovelo do
povecanja citotoksi¢nosti svih ispitivanih uzoraka, kao i do povecanja otpustanja elemenata.
Prisustvo Cu u uzorcima znacajno je uticalo na njihovu citotoksi¢nost. Ponavljano topljenje

i livenje je viSe uticalo na povecanje citotoksi¢nosti Co-Cr nego Ni-Cr legure.

Bagchi, D. et al. (13) proucavali su citotoksicnost i oksidativne mehanizme razlicitih
formi hroma. Hrom postoji najcesce u dva stanja: kao trovalentan i kao Sestovalentan.
Sestovalentni Cr se koristi u industriji i dokazano je toksi¢an, mutagen i karcinogen.
Mehanizmi ispoljavanja ovih Stetnih dejstava nisu do kraja objasnjeni, ali veliki broj
nau¢nih radova dokazuje da Sestovalentni Cr indukuje oksidativni stres, ostecenja DNK,
apoptotoznu smrt ¢elija i dovodi do alteracije gena. Trovalentni Cr je, sa druge strane,
esencijalan za pravilnu funkciju insulina i neophodan je za pravilan metabolizam proteina,
masti 1 ugljenih hidrata i priznat je kao dijetetski suplement. U ovom radu vrSena je
komparativna analiza efekata trovalentnog i Sestovalentnog Cr u zavisnosti od koncentracije
1 vremena, na porast produkcije reaktivnih kiseoni¢nih grupa (ROS) i peroksidaciju lipida,
povecanje ekskrecije urinarnih lipidnih metabolita, DNK fragmentaciju i apoptotsku smrt
éelija u oba, in vitro i in vivo, modela. Sestovalentni Cr je pokazao znatno veéu citotoksi¢nost

od trovalentnog Cr.
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Bumgardner, J. D. et al. (20) istrazivali su ¢elijski odgovor na metalne jone
otpustene iz Ni-Cr dentalne legure. Postoji sumnja da zbog osetljivosti na koroziju, legure
Ni-Cr imaju poviSen potencijal otpustanja elemenata kao Sto su Ni i Be. U ovom radu
praceno je otpustanje metalnih jona iz Cetiri komercijalne Ni-Cr legure u trodnevnom testu
na ¢elijama u kulturi. Prac¢ena je korelacija otpustanja elemenata, merena atomskom
absorpcionom spektroskopijom, u odnosu na promenu morfologije ¢elija, vijabilnost i
proliferaciju. Rezultati su pokazali da testirane legure i njihovi korozioni produkti nisu
uticali na ¢elijsku morfologiju i vijabilnost, ali su uticali na smanjenje proliferacije. Vrsta i
koli¢ina oslobodenih metalnih jona, koja se slagala sa korozionim svojstvima, takode je
bila u korelaciji sa smanjenjem Celijske proliferacije nakon 72 sata. Jedna od testiranih
legura koja je imala najmanje izrazeno smanjenje proliferacije ¢elija, otpustila je najmanju
koli¢inu korozionih produkata, zahvaljujuci svojoj otpornosti na koroziju, visokom sadrzaju
CriMo i homogenom sloju oksida na povrsini. Ostale testirane legure koje su bile osetljive
na ubrzanu koroziju otpustale su viSe metalnih jona, $to je bilo u korelaciji sa smanjenjem
inkorporiranja timidina. Koli¢ina metalnih jona rasla je proporcionalno duzini trajanja testa
kod svih testiranih legura, ali nije bila u proporciji sa ukupnom koli¢inom legure. Joni Ni
su oslobodeni u nesto vecoj koli¢ini nego kod ukupne koli¢ine legure, dok su joni Be
otpusteni 4-6 puta vise nego kod ukupne koli¢ine. Povecano otpustanje jona Be bilo je

povezano sa smanjenom proliferacijom celija.

Ista grupa autora proucavala je dve Ni-Cr legure, sa manje i viSe Cr i Mo, sa i bez
Be (21). Prisustvo oksida Be na povrsini legure sa malo Cr i Mo bilo ja povezano sa
povecanom korozijom i pove¢anom osetljivosti na ubrzanu koroziju. Sloj oksida kod druge
legure sa vise Cr i Mo, bio je u vezi sa smanjenom korozijom i otpornosti na pucanje usled
korozije. Rezultati ovog rada potvrdili su zakljucke prethodnih radova ove grupe autora
da prisustvo Be u legurama smanjuje otpornost na koroziju i ostavlja osnovanu sumnju o

moguéem otpustanju toksi¢nih metalnih jona.

U svom radu vezanom za efekte baznih dentalnih legura na citoskeletne filamente
humanih fibroblasta u kulturi, Can, G. et al. (23) proucavali su bazne legure koje se ¢esto
koriste u praksi, kako bi otkrili da li su strukturne alteracije ¢elija povezane sa upotrebom
ovih legura. Napravljeno je po deset uzoraka oblika diska od Sest razli¢itih baznih dentalnih
legura. Po pet uzoraka je ispolirano, a ostalih pet je peskirano. Svi uzorci su direktno uronjeni
u humane fibroblaste, 120h. Nakon toga, ¢elije su fiksirane i obojene antitelima protiv
glavnih citoskeletnih elemenata, aktina, vimentina i mikrotubula, imunofluorescentnom
metodom bojenja. VrSena je 3D analiza pomocu konfokalnog laserskog mikroskopa, kako

bi se utvrdila citoskeletna alteracija. Autori zakljucuju da se na osnovu rezultata ovog in
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vitro eksperimenta moze potvrditi da obe grupe legura, Ni-Cr i Co-Cr, posebno njihovi
peskirani uzorci mogu imati Stetan uticaj na aktin i citoskelet.

Grill, V. et al. proucavali su uticaj dentalnih legura na proliferaciju ¢elija i uredenje
fibronektina na humanim fibroblastima u kulturi (58). Testirano je Sest jednofaznih
dentalnih legura i odredivana je korelacija izmedu stepena proliferacije ¢elija i uredenja
fibronektina (FN) u kulturi humanih fibroblasta. Za detekciju proliferacije ¢elija koris¢eni
su imunocitohemijske metode pomocu inkorporacije 5-bromodeoksiuridina (BrdU) i
organizacije fibronektina u humanim fibroblastima. Najupadljivija razlika u rezultatima
u odnosu na kontrolne uzorke detektovana je nakon 120 i 168h, a legura sa najve¢im
sadrzajem Au imala je najvecu biokompatibilnost u odnosu na sve ostale testirane uzorke i
ponasala se najsli¢nije kontrolnim uzorcima. Nasuprot tome, fibroblasti eksponirani ostalim
uzorcima imali su znatno drugacije ponasanje od kontrolne grupe. Moze se zakljuditi da
postoji korelacija izmedu organizacije FN i procenta BrdU pozitivnih éelija i da ovi parametri
zavise od prisustva razli¢itih legura. Autori u zaklju¢ku naglasavaju da opservacija
uredenja FN 1 stepen proliferacije ¢elija mogu biti moc¢no sredstvo za odredivanje
biokompatibilnosti dentalnih legura. U prilog tome, isti autori nastavljaju istrazivanja i u
svom daljem radu prate in vitro stepen proliferacije ¢elija i uredenje fibronektina kao
parametara biokompatibilnosti dentalnih legura (59). Sproveli su kratkotrajni test (72-96h)
in vitro, pri ¢emu su ispitivali biokompatibilnost Cetiri jednofazne dentalne legure. Pra¢ena
je korelacija stepena proliferacije i organizacija proteina ekstracelularnog matriksa,
fibronektina, u kulturi humanih fibroblasta. Dokazali su da je stepen proliferacije u
zavisnosti od ekspresije fibronektina. Legura sa najvise Au bila je najvise biokompatibilna
od svih, jer se sli¢no ponasala kao kontrolni uzorci. Nasuprot tome, fibroblast koji su bili
u dodiru sa legurom sa najveéim procentom Ag imala je najvece odstupanje u ponasanju
u odnosu na kontrole. Autori u zaklju¢ku navode da postoji korelacija izmedu organizacije
fibronektina 1 procenta BrdU pozitivnih ¢elija i da ti parametri variraju u zavisnosti od

sadrzaja legure.

Hanawa, T. et al. ispitivali su citotoksi¢nost oksida, fosfata i sulfida koji se mogu
formirati na dentalnim legurama, pomocu agar metode (62). Kod Ni-Cr, Co-Cr legura i
nerdajuceg celika, kobalt oksid i hrom oksid imali su visoku citotoksi¢nost, dok oksid
gvozda nije bio toksic¢an. Sulfidi koji se mogu formirati na povrsini legura srebra, bili su
citotoksicni. Oksidi i fosfati TiAl 1 hidroksiapatit nisu bili citotoksi¢ni, §to ih ¢ini pogodnim
za upotrebu u implantologiji. Ne samo valenca elementa nego i hemijska grupa vezana za

element moze da utice na citotoksi¢nost metala, tj., dentalnih legura.
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Jiao, S. et al. ispitivali su citotoksi¢nost devet komercijalnih dentalnih legura pri
¢emu su uzorke testiranih legura prvo postavljali direktno na L929 ¢elije (prvi medijum)
1 nakon 48h ¢elije su prikupljene i zatim prenesene u novi medijum (70). Nakon 0 1 4 dana
¢elije su posmatrane spektrometrom i SEM-om. Metalni joni rastvoreni u prvom medijumu
analizirani su atomskom apsorpcionom spektroskopijom. Rezultati su pokazali da se
citotoksi¢ni efekat legure na bazi Cu pripisuje sposobnosti Cu da uti¢e na citoinhibiciju,
da se visoka biokompatibilnost Ni-Cr legure i nerdajuceg celika 8-18 tumaci formiranjem
zastitnog oksidnog sloja sa Cr, a kod Ni-Ti legure taj sloj je bio TiO. Legure Ag- Pd-Au-Cu i
Ag-7Zn nisu imale znacajnu citotoksi¢nost zahvaljujuc¢i hemijskoj stabilnosti sastavnih
elemenata. Autori smatraju da citotoksi¢nost ispitivanih dentalnih legura zavisi od prisustva

nekih metalnih elemenata.

Cortizo, M. C. et al. sproveli su in vitro studiju da bi ispitali biokompatibilnost
metala i metalnih komponenti u dentalnim materijalima (34). Test je izveden na
osteoblastima UMR106 u kulturi. Celije su eksponirane uzorcima Ag, Cu, Au, Pt, Pd i
Ni/Ti na razli¢it inkubacioni period. Kao parametri biokompatibilnosti praéeni su broj
prezivelih ¢elija, mitoticki indeks, morfologija ¢elija 1 aktivnost alkalne fosfataze kao
pokazatelja i markera osteoblastnog fenotipa. Sadrzaj metalnih jona pracen je u medijumu
Cu i Ag, dok su Au, Pd, Pt i Ni/Ti bili biokompatibilni u kulturi osteoblasta. Ag i Cu su
indukovali velike morfoloske promene na UMR 106 i nakon 48h samo manji broj ¢elija je
opstao (<5,0%). Rezultati su bili u korelaciji sa koli¢inom oslobodenih jona metala u
medijumu. U zakljucku autori navode da su UMRI106 ¢elije u kulturi odgovarajuée za

ispitivanje biokompatibilnosti metala.

Elshahawy, W. et al. proucavali su otpustanje elemenata iz Cetiri razli¢ita dentalna
materijala i to: Au, Ni-Cr, keramika za CAD-CAM 1 nerdajuci celik (48). Svi uzorci su
ispolirani i o¢is¢eni ultrazvukom i etanolom. Nakon §to su potopljeni u 0,9% NaCl i 1%
mle¢nu kiselinu, 7 dana na 37°C, otpustanje elemenata mereno je masenom spektroskopijom
sa induktivno spregnutom plazmom. Dva €ista imerziona rastvora koriS¢ena su kao negativna
kontrolna grupa. Vece otpustanje elemenata bilo je evidentno kod svih metala u rastvoru
mlecne kiseline, osim kod Ag. Kod legure Au postojala je znacajna razlika izmedu Zn i
drugih oslobodenih elemenata u rastvoru NaCl, a to je otkrilo znacajnu razliku izmedu Pd
i1 Ag ili Cu, ¢ije je otkrivanje bilo vaznije nego Zn, mada bez statisticke znacajnosti, u
rastvoru mle¢ne kiseline. U oba rastvora, NaCl i mle¢noj kiselini, iz Ni-Cr legure otpusteno
je znacajno viSe Ninego drugih elemenata. Isto je primeceno i za Fe kod nerdajuceg Celika.

Bilo je znacajno veceg otpustanja K nego Al kod CAD-CAM keramike u rastvoru Na-Cl.
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Isti autori (49) ispitivali su na iste Cetiri grupe materijala, kao u prethodnom radu,
citotoksi¢nost otpustenih elemenata. Slicne koli¢ine elemenata Pd, Ag, Zn, Cu, Cu, Ni,
Cr, Mo, Be, Fe, Al i K pripremljene su kao rastvori soli. Kao pozitivna kontrola koris¢eni
su rastvori deset puta vece koncentracije, a kao negativna kontrola rastvori bez elemenata.
Citotoksi¢nost je ispitivana na L-929 fibroblastima misa u rastvoru soli, nakon
inkubacionog perioda od 7 dana. Tripan plavim testom isklju¢ivanja odreden je procenat
vijabilnih ¢elija. Rezultati su pokazali znacajnu razliku u citotoksi¢nosti razlicitih elemenata
u rastvoru soli. Najmanji procenat vijabilnih ¢elija u odnosu na koncentraciju otpustenih
Ag moze se re¢i da su srednje toksi¢ni. Najmanje toksi¢ni su Fe, Cr, Mo, Al, Pd i K.
ZakljuCak ovog istrazivanja pokazuje da su Zn i Cu oslobodeni iz legura zlata i Ni

osloboden iz legura Ni-Cr imali najve¢i toksi¢ni efekat.

Fu, J. et al. proucavali su oksidativni stres kao komponente Cr indukovane
citotoksi¢nosti kod osteoblasta misa (53). Poznato je da dentalne legure otpustaju jone u
okolna tkiva i izazivaju citotoksi¢ne efekte, ali mehanizmi tih Stetnih dejstava jos uvek su
nepoznati. U tom smislu ¢éelijski oksidativni stres moze biti pravac ¢elijskog odgovora na
metalne jone. Osnovna ideja ovog istrazivanja bila je da se dokaze hipoteza da oksidativni
stres posreduje u hromom indukovanoj citotoksi¢nosti. Sa tim ciljem osteoblasti miSa su
eksponirani razli¢itim koncentracijama Cr®" ili Cr**, u ili bez prisustva antioksidansa
N-acetilcisteina (NAC). Celijska vijabilnost, diferencijacija i intracelularne ultrastrukturne
alteracije proucavane su MTT testom, testom aktivnosti alkalne fosfataze i transmisionom
elektronskom mikroskopijom. Rezultati su pokazali da je oksidativni stres umeSan u Cr®*
indukovanu citotoksi¢nost na osteoblastima, a NAC moze da pruzi zastitu osteoblastima
protiv oksidativnog stresa koji indukuje Cr®". Prema ovim rezultatima, Cr** nema znac¢ajnu

citotoksi¢nost na osteoblaste.

Lu, Y. et al. u svom eksperimentu posli su od pretpostavke da legure na bazi Ni
mogu biti potencijalni izazivaci imunoloski uzrokovane hipersenzitivnosti (84). Samo
nekolicina literarnih podataka postoji na temu in vivo proucavanja suprotnih efekata
imunoloskih alteracija kao $to su urtikarija, respiratorne bolesti, kontaktni dermatitis
uzrokovan Ni, mikroskopska hematurija i proteinurija, oSte¢enja hepatocita i renalno
ostecenje. Dentalne legure na bazi Ni koje se koriste u stomatologiji mogu biti uzroc¢nici
nastanka imunoloski izazvane hipersenzitivnosti. Povr§ina metala koja se nalazi na rubu
metalokeramickih radova nije uvek prekrivena keramikom, te dolazi u dodir sa elektrolitima
u usnoj duplji i joni metala bivaju otpusteni u okolnu sredinu, ¢cime dolaze u kontakt sa tkivima

i ¢elijama u neposrednoj blizini ili bivaju digestivnim putem rasejani kroz organizam.
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Ukoliko ovi joni nisu biokompatibilni, moze do¢i do oStecenja i rizika od senzitizacije i
toksicnosti, ukoliko su apsorbovani u odredenoj koli¢ini. Iz ovog razloga je vazno odrediti

biokompatibilnost na dugi vremenski period za legure na bazi Ni.

2.4. Alergije izazvane dentalnim legurama

Hamano, H. et al. proucavali su alergijske reakcije na konstituente dentalnih
legura (61). Ucestalost pojave alergija je u porastu, a time i broj alergija na gradivne
stomatoloske materijale. Od 263 pacijenta koji su prijavili da sumnjaju na postojanje
alergije, kod 184 je postojala sumnja na alergiju na metale u stomatoloskim radovima i
uraden im je pac test. Od 168 pozitivnih pacijenata u pac testu, 128 su imali alergiju na
metale iz dentalnih legura. Rezultati su pokazali da: (1) pet elemenata koji su najcesce bili
izazivaci ovih promena su Hg, Co, Ni, Cr i Pd; (2). Najzastupljeniji metali u dentalnim
legurama su: Zn, Ag, Cu, Au i Pd, a naj¢esce koris¢ena legura je Au-Ag-Pd; (3) najveca
tendencija za koincidenciju izmedu alergena i metala pronadena je kod Co-Cr-Ni legura i
Pd, Ni i Cr; (4) u slucaju palmoplantarne pustuloze alergogeni metal je bio upravo onaj

koji se nalazio u leguri u ustima pacijenta.

Klotzer, W. T. (73) pratio je kod metala i dentalnih legura koroziju, toksikoloska
svojstva i senzibilizaciju. Autor potencira pravilan izbor dentalne legure kako bi se pre
svega cuvalo zdravlje pacijenta. Na izbor dentalne legure ne treba da uti¢e njena cena, ve¢
kvalitet. Autor posebno skrece paznju da legure sa Be ne treba koristiti u praksi. Zdravlje
zubnih tehnicara je ¢ak i viSe ugrozeno pri obradi legura sa Be nego zdravlje pacijenata.
Takode, ovaj autor je dosao do zakljucka da su legure sa Ni znatno manje alergogene nego

§to se smatra.

Kulak, Y. i A. Arikan (78) pratili su uticaj baznih dentalnih legura na nivo IgE i
neke krvne parametre. Iako se legure na bazi nikla veoma Cesto koriste u stomatologiji,
osnovana je sumnja u njihovu toksi¢nost. Alergogeni potencijal nikla i toksi¢ni efekat Ni
1 Be mogu ugroziti ne samo pacijente, vec i zubne tehnicare. U ovom istrazivanju pracene
su dve grupe: 19 studenata koji su protekle 2 godine radili u zubotehnickoj laboratoriji na
obradi baznih legura i 21 student koji nikada pre nije bio u kontaktu sa baznim legurama.
Ova druga grupa je predstavljala i kontrolu. Uzeti su uzorci krvi studentima iz obe grupe
1 praceni su: eritrociti, trombociti, leukociti, limfociti, granulociti i monociti i meren je
nivo IgA. Sviuzorci krvi su ponovo uzeti nakon 8 meseci. Postojao je statisticki znac¢ajan

pad broja eritrocita i trombocita u testiranoj grupi u odnosu na kontrolnu grupu. Inicijalne

27



Doktorska disertacija A. Cairovié

vrednosti broja limfocita i monocita nisu pokazale statisticki znacajnu razliku pri
ponovljenom merenju izmedu obe grupe. Takode, ni vrednosti IgE nisu se statisticki
znacajno razlikovale. Zakljuc¢ak autora ovog rada bio je da bazne legure, koje sadrze Ni,

Cr, Be i Co nisu uticale na povecanje senzitivnosti tokom perioda trajanja ovog testa.

Merk, H. F. et al. pratili su pojavu alergijskih reakcija kod pacijenata sa razli¢itim
vrstama zubnih nadoknada izradenih od razli¢itih dentalnih legura (90). Sproveden je
epikutani pac test, a uzorci legura napravljeni su za potrebe ovog testa u obliku plocica.
Najveci broj alergijskih reakcija bio je kod legura na bazi Ni, kao i kod legura sa Co.
Primecena je pojava alergijskih reakcija i kod legure zlata koja je sadrzala Co (Verinor).
Prema ucestalosti pojave alergijskih reakcija iza pomenutih legura sledile su Pd-Ag legure,
kao 1 Au legure, a najnizi alergijski potencijal evidentiran je kod Pd legura. Za dve bazne
legure, izrazito jake alergijske reakcije bile su uocljive kod pasiviziranih uzoraka. Alergijske

reakcije su bile intenzivnije nego kod uzoraka koji nisu bili pasivizirani.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

U nauci o materijalima je odavno postignut konsenzus da mikrostruktura bitno
utiCe na svojstva materijala. Polazeci od ove ¢injenice i od iskustva Klinike za stomatolosku

protetiku Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, postavljena je radna hipoteza:

vise puta topljena dentalna legura ima izmenjenu
mikrostrukturu, koja uzrokuje promenu njenih fizicko
— mehanickih svojstava i smanjenje bioloskog kvaliteta

(biokompatibilnosti).

Osnovna ideja ovog rada je bila da se dokaze promena dentalnih legura na nivou
mikrostrukture, nastala viSestrukim topljenjem i livenjem, koja je odgovorna za promenu
bioloskih svojstava ispitivanih dentalnih legura. U cilju dokazivanja radne hipoteze

postavljeni su blizi ciljevi istrazivanja:

1. ispitati mikrostrukturu i citotoksi¢nost jednom topljenih i livenih uzoraka dve
dentalne legure u cilju utvrdivanja njihovih svojstava. Rezultati ovih ispitivanja
posluzice kao referentne vrednosti;

2. ispitati 1 utvrditi mikrostrukturne promene koje se javljaju kod testiranih dentalnih
legura, kao posledicu vise ponavljanih topljenja i livenja;

3. ispitati hemijski sastav odabranih i vise puta topljenih i livenih dentalnih legura;
izmeriti 1 pratiti promene tvrdoce testiranih vise puta livenih dentalnih legura;

5. 1ispitati citotoksi¢nost dentalnih legura posle viSe puta ponovljenih termickih
obrada 1 korelirati broj livenja i citotoksi¢nost;

6. utvrditi korelaciju izmedu nastalih mikrostrukturnih promena i citotoksi¢nosti

ispitivanih dentalnih legura.
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4. MATERIJAL I METOD ISTRAZIVANJA

Ispitivanja su vrsena na dve razli¢ite dentalne legure koje imaju veoma Siroku
primenu u stomatoloskoj praksi.

U cilju dokazivanja radne hipoteze o negativnom uticaju broja ponavljanog
topljenja i livenja na bioloske karakteristike dentalnih legura, obe legure su izlozene
ponavljanim termickim obradama, odnosno ponovljenom topljenju i livenju.

Kod dobijenih uzoraka svih grupa izvrSena su bioloska istrazivanja u cilju utvrdivanja
citotoksi¢nosti, dok je za utvrdivanje mikrostukturnih karakteristika primenjena standardna
tehnika ispitivanja materijala. Na uzorcima komercijalnih legura na bazi Co-Cr sistema
(Dentalit C) 1 legura na bazi Ni-Cr sistema (Wiron 99), pradene su promene
mikrostrukture u zavisnosti od broja ponavljanog topljenja i livenja, odnosno zagrevanja

do temperature livenja i hladenja.
4.1. Materijal istrazivanja

Za ispitivanje u ovoj studiji koris¢ene su slede¢e dentalne legure: Ni-Cr legura

(Wiron 99) 1 Co-Cr legura (Dentalit C). U tabeli 1 dat je hemijski satav ispitivanih legura.

Tabela 1. Hemijski sastav ispitivanih legura (mas.%), prema deklaraciji proizvodaca

Tip legure | Komercijalni naziv legure Ni Co Cr Mo | Nb Si, Fe, C, Cu, Mn i ostali elementi

Ni-Cr Wiron 99 (Bego, Germany) | 65,00 0 22,50 | 9,50 | 1,00 Si-1,0; Fe-0,5; Ce-0,5; C-0,02

Co-Cr  |Dentalit C (Sanitaria, Austria)| 0 60,00 | 30,00 | 5,50 | 1,00 Si, Fe, Cu, Mn, C

4.1.1. Topljenje i livenje uzoraka dentalnih legura

Test uzorci dentalnih legura su liveni u zubotehnickoj laboratoriji Klinike za
stomatolosku protetiku, StomatoloSkog fakulteta u Beogradu. Uzorci legura oblika diska,
precnika 6 mm 1 debljine 1 mm (slika 9) izliveni su u indukcionom aparatu u prisustvu
vazduha. Kao polazna sirovina koris¢eni su ingoti komercijalnih Ni-Cr 1 Co-Cr legura.
Temperature livenja su izabrane po preporuci proizvodaca i iznosile su 1420°C za leguru
Wiron 99 1 1450°C za leguru Dentalit C. U tabeli 2 su dati uslovi livenja 1 pregled
oznacavanja uzoraka u radu. Nakon livenja izvrSeno je odsecanje ulivnih kanala sa

izlivenih uzoraka.
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Slika 9. Izliven, neobraden uzorak Co-Cr dentalne legure (Dentalit C)

Tabela 2. Oznacavanje uzoraka u radu i uslovi livenja

Komercijalni o Broj
_ Oznaka legure Uslovi livenja
naziv legure uzoraka

Ni-Cr legura jednom topljena u
W1 indukcionom aparatu u prisustvu 25
vazduha 1 izlivena u uslovima zu-
botehnicke laboratorije

Ni-Cr legura Cetiri puta topljena u
Wiron 99 W4 indukcionom aparatu u prisustvu 25
vazduha i izlivena u uslovima zu-
botehnicke laboratorije

Ni-Cr legura osam puta topljena u
W8 indukcionom aparatu u prisustvu 25
vazduha i izlivena u uslovima zu-
botehnicke laboratorije

Co-Cr legura jednom topljena u
D1 indukcionom aparatu u prisustvu 25
vazduha i izlivena u uslovima zu-
botehnicke laboratorije

Co-Cr legura cetiri puta topljena u
Dentalit C D4 indukcionom aparatu u prisustvu 25
vazduha i izlivena u uslovima zu-
botehnicke laboratorije

Co-Cr legura osam puta topljena
DS u indukcionom aparatu u prisus- 25
tvu vazduha i izlivena u uslovima
zubotehnicke laboratorije

Ukupan broj uzoraka 150
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4.1.2. Priprema uzoraka

ZameS$ano je testo samovezujuceg akrilata, prema recepturi proizvodaca. Kalupi
su napunjeni zamesanim akrilatnim testom i u njih su utisnuti uzorci dentalnih legura.
Tako formirani uzorci su podvrgnuti mehani¢kom mokrom brusenju silicijumkarbidnim
papirnim diskovima, fino¢e od 600 do 1200, a zatim poliranju dijamantskom pastom.
Posmatranje sadrzaja pora u uzorcima vrseno je u nenagrizenom stanju, a mikrostrukturna
karakterizacija izvrSena je na nagrizenim uzorcima. Nagrizanje uzoraka vrSeno je pomocu
rastvora 10 ml HNO; + 40 ml HCl (uzorci Ni-Cr legure) i 15 ml HNO; + 15 ml CH;COOH
+ 60 ml HC1 + 15 ml H,O (uzorci Co-Cr legure), poznatom metodom, (28, 135, 149).

4.1.3. Reagensi i rastvori

Za potrebe ovog istrazivanja koriS¢eni su: medijum za uzgajanje ¢elija RPMI-1640,
obogacen je sa 10% serumom fetusa goveceta (FCS, od engl. Fetal Calf Serum), fizioloski
rastvor sa fosfatnim puferom (PBS, od engl. Phosphate Buftfer Saline), propidijum jodid,
3-4,5 dimetiltiazol-2,5 difeniltetrazolijum bromid (MTT), dimetil-sulfoksid (DMSO),
(Superlab, Novi Beograd, Srbija), Annexin V-FITC (AnnV), (Biotium, Hayward, CA),
dihidrorodamin-123 i DAF-FM diacetat (Molecular Probes, Eugene, OR), tripsin (Difco,
Detroit, MI, SAD), p-nitro-fenol fosfat.

Medijum za gajenje ¢elija bio je RPMI-1640 obogacen sa 20 mM puferom HEPES,
50 uM 2-merkaptoetanolom, 2mM L-glutaminom, 100 [J/ml penicilina, 60 mg/ml
gentamicina, 10 mM natrijum piruvatom. Komponente sistema komplementa koje su se
nalazile u FCS-u su inaktivirane na 56°C u trajanju od 30 minuta, da bi zatim bio dodavan
u medijum u koncentraciji od 10%, kako bi se postigli optimalni uslovi za kultivaciju ¢elija.
Za pripremanje Celija koriS¢en je PBS bez dvovalentnih katjona, sa dodatkom 2 % FCS
oznacen kao preparativni medijum. Rastvor tripsina (0,25 %) u PBS-u uz dodatak 0,02 %
EDTA je sluzio za odlepljivanje adherentnih ¢elija od podloge. Za brojanje ¢elija sluzio
je rastvor boje tripan plavo (0,1 %) u PBS-u. Za odredivanje relativne brojnosti metabolic¢ki

aktivnih ¢elija korisc¢en je rastvor MTT (0.5 mg/ml) u medijumu za kultivaciju ¢elija.
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4.1.4. Celijske linije

Celijske linije koris¢ene u ovom istrazivanju su: éelijska linija migjeg fibrosarkoma
L929 (European Collection of Animal Cell Cultures, Salisbury, UK) i humani embrionalni
fibroblasti (MRC-5 dobijena iz American Type Culture Collection, Rockville, MD, SAD).
Celije su gajene u sterilnim plasti¢nim flagicama - falkonima (25¢m?) u hranljivom medijumu
(RPMI-1640 suplementiranom sa 2 mM L-glutaminom, 5x10~° M 2-mercaptoethanol,
antibioticima 1 0,01% natrijum piruvatom) oboga¢enom sa 10% inaktivisanog FCS.
Uslovi inkubacije podrazumevaju precizno definisane uslove rada (temperatura od 37°C,

vlazna atmosfera i koncentracija CO, od 5 %).

4.1.5. Priprema i kultivacija adherentnih ¢elijskih linija

L929 i MRC-5 su adherentne ¢elije, koje prilikom rasta formiraju veze sa dnom
posude u kojoj se gaje. Pre pocCetka eksperimenta neophodno je raskinuti veze celija sa

podlogom, kako bi se ¢elije sakupile za potrebe testa.

4.1.5.1. Tripsinizacija

Tripsinizacija je postupak kojim se adherirane ¢elije na dnu posude u kojoj su
gajene odlepljuju sa dna, kako bi se moglo pristupiti njthovom brojanju. Tripsinizacija je
vr$ena tako §to je medijum u kojem su ¢elije gajene prosut, zatim su falkoni (sterilne
plasti¢ne flasice za gajenje Celija, zapremine 25¢m?) oprani 2 puta sa po 5 ml PBS (da bi
se uklonile mrtve 1 neadherirane ¢elije), kako bi se uklonio FCS kao 1 viSak preostalog
medijuma. Zatim je kulturi ¢elija dodavano 500-1000 pl rastvora tripsina, ¢ija je uloga
bila da raskine meducelijske veze, ali 1 veze ¢elija sa podlogom. Dodavanjem medijuma
za kultivaciju u falkone sa odlepljenim ¢elijama, zaustavljen je dalji proces tripsinizacije.
Ovako prikupljene ¢elije su centrifugirane 5 minuta na 500g. Talog dobijen na ovaj nacin

resuspendovan je u Iml svezeg medijuma za kultivaciju. Zatim se pristupilo brojanju Celija.

4.1.5.2. Bojenje celija

Broj ¢elija je odredivan bojenjem tripan plavim. Tripan plavo je boja koja ulazi u
citoplazmu ¢éelija koje imaju oste¢enu membranu, dok Zive ¢elije ostaju neobojene. Celije
su mesane sa tripan plavim u odnosu 1:1 ili 1:10. Brojanje ¢elija vrSeno je pod svetlosnim

mikroskopom u komori po Burker-Turku, a broj ¢elija po ml suspenzije je racunat kao:
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broj ¢elija

——— x faktor razblazenja x 10°
broj polja

Nakon odredivanja broja raspolozivih ¢elija, podesen je njihov broj koji je bio

neophodan za eksperimentalni rad.

4.1.5.3. Izolacija mononuklearnih celija iz periferne krvi

Heparinizovana periferna krv zdravog donora centrifugirana je na 120g 10 minuta.
Uocena su dva sloja: Zuckasti gornji sloj koji predstavlja plazmu, i donji crveni sloj u kojem
se nalaze eritrociti. Po 1 ml gornjeg sloja seruma pazljivo je nanet na 4ml fikola (Lymphocyte
separation medium). Potom su epruvete sa datim sadrzajem centrifugirane 2 minuta na 800g.
Kao rezultat dobijena su tri prstena: gornji zuti, koji predstavlja krvne plocice, donji sloj
fikola i izmedju njih sloj leukocita. Celije su nakon toga isprane dva puta u PBS-u na 700g
10 minuta i potom resuspendovane u RPMI medijumu (koji je suplementiran antibioticima
i sadrzi 10% FCS-a). Celije su bojene tripan plavom bojom (koja boji mrtve Celije) i

Turkovom bojom (koja boji leukocite) kako bi se razlikovale zive od mrtvih ¢elija.

4.1.6. Priprema uzoraka za bioloSke eksperimente

Uzorci legura oblika diska, izliveni su kao $to je opisano u poglavlju 4.1.1., a zatim
su mokro bruseni 1 polirani. Nakon toga, uzorci su oprani deterdzentom, isprani teku¢om
vodom, pa destilovanom vodom 1 na kraju 70% etanolom. Nakon toga je svaki uzorak

sterilisan UV svetlom, sa svake strane po 15min.

4.1.7. Priprema celija za bioloSke eksperimente

Za odredivanje vijabiliteta ¢elija MTT testom adherentne ¢elije su sadene u gustini

7x10° po bunar¢icu.

Za analizu vijabilnosti ¢elija testom kisele fosfataze adherentne celije su sadene u

gustini 3x10%, a neadherentne u gustini 1x103 po bunar¢icu.

Za citofluorimetrijske analize adherentne celije su sadene u gustini 5x10%, a

neadherentne u gustini 1x10° po bunar¢icu.
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4.2. Metod istrazivanja
4.2.1. Mikrostrukturna karakterizacija legura

Uzorci Ni-Cr legure nagrizani su u rastvoru 10 ml HNO; +40 ml HCL, a Co-Cr legura
u rastvoru 15 ml HNO; + 15 ml CH;COOH + 60 ml HCI + 15 ml H,O. Polirani (nenagrizeni
uzorci) posmatrani su koris¢enjem svetlosnog mikroskopa (Karl Zeiss Axiovert 25) koji
je opremljen digitalnom kamerom Panasonic WV-CD50. Nagrizeni uzorci su analizirani
koris¢enjem svetlosnog mikroskopa (Karl Zeiss Axiovert 25) i skenirajuceg elektronskog
mikroskopa SEM FEI Quanta 200, formiranjem slike sekundarnih (SE) i povratnih elektrona
(BSE). Na nagrizenim uzorcima izvedena je kvantitativna mikrohemijska analiza pomocu
,,Oxford Instrumental INCA X-sight” sistema za energetsko-disperzivnu spektroskopsku
analizu EDS, povezanog sa SEM Quanta 200 metodom analize po povrsini, liniji i u tacki
(57, 81, 108, 109).

4.2.2. Rendgenostrukturna analiza (XRD)

Rengenostrukturna analiza vrSena je na uzorcima koji su koris¢eni za mikrostruktur-
nu karakterizaciju. Ispitivanja su uradena na rendgenskom difraktometru za prah firme
,»Siemens” model D500 PC sa CuK, zrac¢enjem, koriS¢enjem Ni filtra pri naponu od 35 kV
i struji od 20 mA. Identifikacija faza izvrSena je pomoc¢u programskog paketa DIFFRACTP"s
uz koris¢enje JCPDS (Internacional Centre for Diffraction Date) baze podataka. Snimanje
je izvrSeno u opsegu uglova 260, od 30° do 90°, kontinuiranim skeniranjem brzinom od
0,01° 26/s. Takode, merene su Sirine maksimuma na polovini visine (Full Width at Half

Maximum-FWHM) u literaturi poznato i pod nazivom polusirina refleksije (B), (71).
4.2.3. Merenje makro i mikrotvrdoce

Makro 1 mikro tvrdo¢a merena je na nagrizenim metalografskim uzorcima primenom
uredaja Buehler SemiMacro Vickers 5112 HV112 1 Buehler MicroMet 5101 Vickers sa

opterecenjem od 1kgfu trajanju od 5s 1 25gf u trajanju od 10s, respektivno. U radu su dati

srednje vrednosti merenja makro i mikro tvrdoce sa odgovaraju¢om greskom merenja.
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4.2.4. Testovi za odredivanje vijabiliteta
4.2.4.1. MTT test

MTT test se bazira na redukciji MTM (3-4,5 dimetiltiazol-2,5 difeniltetrazolijum
bromid, tetrazolijumska so) u formazan, kao rezultat mitohondrijalne aktivnosti zivih ¢elija.
MTT je supstanca Zute boje koja se u Zivim ¢elijama redukuje u formazan purpurne boje,
pod dejstvom mitohondrijalnih reduktaza.

Nakon kultivacije, medijum sa ¢elijama je uklanjan i 50 ul MTT rastvora dodavano
jeu svaki bunar¢i¢ sa 96 mesta. PloCe su inkubirane 1h na 37°C. Da bi se rastvorio formazan,
¢ija koli¢ina je proporcionalna intenzitetu ¢elijske respiracije, dodavan je DMSO. Absorbanca
je merena na 570nm automatskim ¢itacem za mikrotitarske ploc¢e (LKB 5060-006). Vrednosti
dobijene merenjem na konkretnoj talasnoj duzini proporcionalne su broju vijabilnih ¢elija,

odnosno intenzitetu ¢elijske respiracije (2, 3, 4, 27, 53, 104).
4.2.4.2. Test vijabiliteta merenjem Kkisele fosfataze

Ovaj test je zasnovan na hidrolizi p-nitro-fenol fosfata intracelularnim kiselim
fosfatazama u p-nitro fenol, u vijabilnim ¢elijama. Jedinjenje koje se dobija je bezbojno, ali
povecanjem pH u rastvoru, rastvor postaje bazan i zuto prebojen. Vrednost pH se menja
dodavanjem NaOH.

Nakon eksperimentom predvidene kultivacije, kulturama je dodato 50 pul supstrata
za kiselu fosfatazu (rastvor koji sadrzi p-nitro-fenil-fosfat, TritonX i 0,3% Na-acetat). Ova
reakcija je prekinuta pomocu 50 pl 1,3M NaOH nakon 2 sata inkubacije na 37°C. Intenzitet
boje odreden je merenjem apsorbance na talasnoj duzini od 405nm automatskim ¢itacem
za mikrotitarske ploce (LKB 5060-006, LKB, Be¢, Austrija).

4.2.4.3. Odredivanje prisustva ¢elijske smrti dvostrukim aneksin-propidijum jodid

bojenjem

U cilju detekcije apoptoze proto¢nom citofluorimetrijom, koris¢eno je dvostruko
bojenje aneksin/propidijum-jodid. Osnovna karakteristika rane apoptoze jeste translokacija
fosfatidilserina sa unutrasnje na spoljasnju stranu membrane. Ovaj fenomen moguce je

detektovati bojenjem Aneksinom V, koji se u prisustvu kalcijumovih jona vezuje za
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fosfatidilserin sa visokim afinitetom. Propidijum-jodid je kori§¢en zbog svoje osobine da
se veze za dvostruki heliks DNK, s obzirom da je permeabilitet ¢elija u kasnoj fazi apoptoze

narus$en i da je time omogucen ulazak ove boje u ¢eliju.

U ovom eksperimentu ¢elije (PBMC 1 fibroblasti) su zasejane u petoplikatima u
ploce sa 96 bunarci¢a ravnog dna i uzgajane u hranljivom medijumu. Posle 48h inkubacije
¢elije su resuspendovane, kolekcionirane i bojene prema uputstvu proizvodaca. Nakon
resuspendovanja u 100 ul Ann/PI rastvora, ¢elije su inkubirane 15 minuta u mraku, na
sobnoj temperaturi. Reakcija je prekinuta dodavanjem ¢istog Annexin Binding Buffer-a,
a zatim su ¢elije analizirane FACSCalibur protoénim citometrom. Celije u ranoj apoptozi
detektovane su kao aneksin +/ propidijum-jodid -, dok su kao dvostruko pozitivne ¢elije

oznacene one koje su bile u kasnoj apoptozi ili sekundarno nekroti¢ne Celije.

4.2.4.4. Merenje intracelularnog azotmonoksida (NO) i reaktivnih kiseoni¢nih
(ROS) i azotnih (RNYS) jedinjenja

Produkcija reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta detektovana je primenom DHR
boje. Rec€ je o nepolarnom jedinjenju koje lako ulazi u ¢elije u kojima postaje fluorecsentno
nakon reakcije sa reaktivnim kiseoni¢nim i azotnim vrstama. U ovom testu ¢elije su prvo
obojene pomocu 1uM dihidrorodamina-123, 20 min., zasejane u petoplikatima, a potom
eksponirane uzorcima dentalnih legura. Nakon perioda kultivacije u trajanju od 24h, ¢elije su
oprane i resuspendovane u PBS. Detekcija produkcije ROS 1 RNS izvrSena je pomocu proto¢nog

citometra (FACSCalibur), a analiza pomocu softverskog programa CellQuestPro, (13).

Za kvantifikaciju unutarcelijskog NO koris¢en je DAF-FM diacetat (74, 75, 76).
To je fluorescentna boja koja pasivno difunduje kroz ¢elijske membrane, a deacetilacijom
¢elijskim esterazama biva zarobljena u citoplazmi ¢elija. Sam DAF-FM ima svoju
fluorescencu koja se dramati¢no povecava nakon reakcije sa NO, kada nastaje derivat
benzotriazola (74, 75, 76). Za merenje intracelularnog NO ¢elije su inkubirane 1h na 37°C,
sa 2uM DAF-FM, indikatorom za NO, u RPMI 1640 10%, bez fenol crvenog. Celije su
zatim oprane i inkubirane jo§ 15min. na 37°C u svezem RPMI 1640, kako bi se postigla
kompletna deesterifikacija intracelularnih diacetata. Zatim su ¢elije resuspendovane u PBS

1 analizirane pomocu proto¢nog citometra.
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4.3. Statisticka obrada podataka

Informacije o rezultatima istrazivanja date su preko osnovnih pokazatelja deskriptivne
statistike. Od pokazatelja centralne tendencije izracunate su aritmeticka sredina i medijana.
Varijabilitet podataka kvantifikovan je preko standardne devijacije, standardne greske
aritmeticke sredine i koeficijenta varijacije.

Izbor metoda za statistiCku analizu determinisan je postavljenim hipotezama i
karakteristikama podataka. U radu, izbor izmedu alternativnih metoda izvrSen je u skladu sa
vrednostima koeficijenata varijacije. Koeficijent varijacije je koris¢en kao aproksimativni
kriterijum, za proveru pretpostavke o distribuiranosti podataka po modelu normalne
raspodele, na kojoj se zasniva parametarska statistika.

U radu su proveravane hipoteze o jednakosti uzoraka poredenjem srednjih vrednosti.
Za proveru hipoteze o jednakosti tri i vise sredina u slucaju homogenih podataka u
uzorcima (Cy;<30%) koriS¢en je parametarski model metoda analize varijanse, a u slucaju
heterogenih podataka (C,>30%) neparametarski Kruskal Wallis-ov model analize varijanse.
Testiranje razlike dve srednje vrednosti u slucaju homogenih podataka u uzorcima
(Cy<30%) izvrSeno je testom najmanje znacajne razlike (LSD), dok je u sluCaju heterogenih
podataka (C>30%) primenjen Mann-Whitney-ev test.

Za ocenu znacajnosti razlike tri prose¢ne vrednosti vezanih merenja (posle 24, 48
1 72h) koriS¢ena je parametarska analiza varijanse za ponovljena merenja, u slucaju
homogenih vrednosti u uzorcima, a u slucaju heterogenih podataka primenjena je
Friedman-ova analiza varijanse. Pojedinacna poredenja tj. poredenja prosecnih vrednosti
dva vezana uzorka, izvrSena su na bazi rezultata t-testa za zavisne uzorke (Cy,<30%) 1
Wilcoxon-ovog testa ekvivalentnih parova (C,>30%).

Statisticka analiza eksperimentalnih rezultata izvrSena je upotrebom paketa
STATISTICA v. 6.0 (Statsoft, Inc., Tulsa, USA).
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. Rezultati ispitivanja mikrostrukturne karakterizacije
uzoraka dentalnih legura

Tipicna dendritna struktura uzoraka ispitivanih dentalnih legura nakon razli¢itog
broja topljenja 1 livenja prikazana je na slici 10, Wiron 99 (a-c) 1 Dentalit C (d-f).
Mikrostruktura jednom topljenih 1 livenih uzoraka ispitivanih dentalnih legura je tipi¢na
dendritna struktura koja pokazuje razliku u hemijskom sastavu. Dendritne grane sadrze
manje legiraju¢ih 1 prate¢ih elemenata u poredenju sa medudentritnim prostorom.
Karakteristi¢ne su i razli¢ite faze nepravilnog oblika u medudendritnom prostoru. Zbog
takvog razli¢itog hemijskog sastava uzorci se nagrizaju razli¢itom brzinom (9). Na osnovu

navedenog ¢ak 1 pri manjim povecavanjima, uocavaju se promene u mikrostrukturi sa

povecanjem broja topljenja i livenja. Ove promene su znatno izrazenije kod legure Dentalit C.

Slika 10 (a-c). Tipi¢na mikrostruktura
Ni-Cr dentalne legure nakon (a) prvog;
(b) Cetvrtog 1 (c) osmog topljenja i livenja,
dobijena optickom mikroskopijom
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Slika 10 (d-f). Tipi¢na mikrostruktura
Co-Cr dentalne legure nakon (d) prvog;
(f) Cetvrtog i (g) osmog topljenja i livenja,
dobijena opti¢kom mikroskopijom

Skenirajuca elektronska mikroskopija nam daje malo viSe informacija o strukturi
dentalnih legura.

Naslici 11 (a-c) prikazane su SEM mikrofotografije mikrostrukture legure Wiron
99 nakon (a) prvog, (b) cetvrtog i (¢) osmog topljenja i livenja. Na osnovu binarnog dijagrama
stanja je poznato da Ni-Cr sistem pokazuje Siroku oblast rastvorljivosti u ¢vrstom stanju
Cr u Ni (slika 6). U sloZzenom sistemu kao $to je Wiron 99 pored ¢vrstog rastvora uocavaju
se 1 faze u medudendritnom prostoru nepravilnog oblika, koje menjaju svoj raspored u

zavisnosti od broja topljenja i livenja, slika 11 (a-c).
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Slika 11 (a-c), SEM mikrofotografije
strukture legure Wiron 99 dobijene nakon
(a) prvog; (b) cetvrtog i (c) osmog
topljenja i livenja. Prikazana je povr$ina na
kojima je radena EDS analiza. Na slici 11b
strelica oznac¢ava mikro-lunker

W8(c)

Rezultati EDS analize po povrsini prikazanoj na slici 11 (a-c) uzoraka legure W1,
W4 1 W8 prikazani su u tabeli 3, a trend promene glavnih legiraju¢ih elemenata prikazan

jenaslici 12.
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Tabela 3. Hemijski sastav legure Wiron 99 odreden EDS analizom (mas.%).

mas.% Mo

mas.% Cr

mas.% Ni
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Slika 12. Promena glavnih legiraju¢ih elemenata (Ni, Cr, Mo)
u leguri Wiron 99 sa promenom broja topljenja i livenja.
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Legura Zona Ni Cr Mo
Wi Povrsina 65.51 21.91 8.48
W4 PovrSina 61.16 18.86 7.83
W8 Povrsina 60.29 20.79 11.82
1 4

| 1
1 4
T 4
Broj livenja
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EDS analiza faza u medudendritnom prostoru (slika 13, a i b) ukazuje da se radi o

slozenim karbidima ¢iji su odgovarajuc¢i EDS spektri prikazani na slici 13, ¢ i d.
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(©) (d)

Mo

Mo Mo

Slika 13. SEM mikrofotografije i EDS spektri uzorka legure W1
(a) sa uocenim fazama u medudendritnom prostoru,
(b) morfologija analiziranih faza,
(c) EDS spektar faze 1 u medudendritnom prostoru,
(d) EDS spektar faze 2 u medudendritnom prostoru.
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Slika 14. SEM mikrofotografija uzorka legure W4, sa uoenim fazama u
medudendritnom prostoru, sa EDS spektrom faze u centru mikrofotografije.
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Slika 15. SEM mikrofotografija uzorka
legure W8 sa linijskim spektrom (1) 1
EDS analizom faze (2).

Naslici 15 prikazan je deo mikrostrukture legure Wiron 99 nakon osmog topljenja

1 livenja. UocCeno je prisustvo razli€itih faza. Linijskom EDS analizom prikazanoj na slici

utvrdeno je da se u slucaju faze 1 radi zapravo o oksidnom ukljucku SiO,.
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DI (a)

Slika 16. (a-c), SEM mikrofotografije
strukture legure Dentor C dobijene nakon
(a) prvog; (b) cetvrtog i (c) osmog
topljenja i livenja. PovrSina na kojima je
radena EDS analiza.

DS (c)

Livenjem se dobija tipi¢na dendritna, nehomogena struktura. U tabeli 4 su
prikazani zbirni rezultati EDS analize legure Dentalit C za sva tri uslova livenja D1, D4 i
D8 i to radeni povrsinski za oblast dendrit, medudendritni prostor i zbirno obe oblasti,
slika 16. Uocavaju se da se razlike u hemijskom sastavu smanjuju sa poveéavanjem broja
livenja i topljenja i livenja, odnosno dobija se homogenija struktura. Ovo je takode u
saglasnosti sa rezultatima mikrotvrdoce, gde se razlika u nivou vrednosti mikrotvrdoce

smanjuje sa povecanjem broja topljenja i livenja.
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Tabla 4. Hemijski sastav pojedinih zona dendritne strukture legure Dentalit C
odreden EDS analizom (mas.%).
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Legura Zona Co Cr | Mo Fe Si
Dendrit 65,10 | 27,72 | 4,89 | 1,19 | 1,10

D1 Medudend. prostor 49,08 | 28,23 | 17,221 0,83 | 1,68
Povrsina 60,57 | 27,33 | 7,10 | 1,01 | 1,26

Dendrit 61,49 | 28,55 |4,97 0 10,48

D4 Medudend. prostor 53,41 | 24,67 | 12,29 1,17 | 1,58
Povrsina 61,86 | 28,13 | 5,96 | 1,27 0,79

Dendrit 65,40 | 24,79 | 4,92 | 1,09 | 0,92

D8 Medudend. prostor 60,51 | 26,20 | 8,17 [ 098 | 1,11
Povrsina 62,43 | 25,83 | 6,78 | 1,06 | 0,74

5.2. Poroznost odlivaka

Jedna od najces¢ih gresaka koje se javljaju kod livenja je poroznost koja je uslovljena

pojavom dva fenomena. Prvi je poroznost uslovljena zapreminskim skupljanjem pri

prelazu iz tenog u ¢vrsto stanje. Drugi fenomen je gasna poroznost uslovljena izdvajanjem

gasova u toku livenja i javlja se u obliku okruglih pora ili lunkera, kako na povrsini, tako

1 u unutrasnjosti uzorka. Ovakvi defekti se ne mogu ukloniti u toku postupka brusenja i

poliranja. Za razliku od legura zlata koje se koristi u stomatoloskoj praksi kod kojih je

linearna kontrakcija pri prelazu iz te€nog u ¢vrsto stanje oko 1,25%, za bazne dentalne legure

je karakteristina nesto visa vrednost zapreminskog skupljanja oko 2,12 —2,24%. Na slikama

161 17 su prikazane tipicne greske na ispitivanim uzorcima.
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¢) uzorakW§8
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b) uzorakW4

Slika 16. SEM mikrofotografije Ni-Cr legure
(Wiron 99).

a) - mikroporoznost
b) - lunker u odlivku usled nedolivenosti
¢) - lokalizovana poroznost
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a) uzorak D4 b) uzorak D4

Slika 17. SEM mikrofotografije Co-Cr
legure (Dentalit C).

a) - mikroporoznost

b) - lunker u odlivku usled nedolivenosti
¢) - lokalizovana poroznost

¢) uzorak D8

5.3. Rezultati rendgenostrukturne analize (XRD)

Za dobro poznavanje strukture materijala potrebno je pre svega poznavanje
kristalne strukture. Mehanicke, termicke, magnetne, opticke 1 hemijske osobine materijala
direktna su posledica strukturnih osobina. Struktura i osobine materijala, tj. njihovo

karakteristi€éno ponaSanje u datim uslovima odreduju njegovu primenu.
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5.3.1. Rezultati rendgenostrukturne analize uzoraka legure Wiron 99

Rendgenogrami dentalne legure na bazi Ni-Cr sistema (Wiron 99) nakon prvog,
Cetvrtog 1 osmog topljenja 1 livenja prikazani su na slici 18. Na svim rendgenogramima
uocene su samo refleksije povrSinski centrirane kubne kristalne reSetke (fcc) ¢vrstog
rastvora o-Ni (m). Identifikacija faze izvr§ena je pomocu programskog paketa DIFRACTP
uz koriS¢enje JCPDS (Internacional Centre for Diffraction Date), broj PDF kartice 4-0850.
Moze se videti da sa povecanjem broja topljenja i livenja legure, menjaju relativni intenziteti
difrakcionih maksimuma sa ravni (111)g., (200) g 1(220) ¢ - Takode se menja i preferentna
orjentacija kristalita sa (111)g,. — (200)¢... Razlog ovakvom ponaSanju se moze traziti
u promeni hemijskog sastava legure tokom sukcesivnog topljenja i livenja, odnosno ugradn;ji
legirajucih elemenata u tatno odredene ravni. Ovakvo objasnjenje se moze dati 1 za pojavu
refleksija sa ravni (220). koje nisu uoCene na rendgenogramu uzorka koji je jednom

topljen i liven, W1.
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Slika 18. Rendgenogrami legure Wiron 99 nakon prvog (W1);
cetvrtog (W4) 1 osmog toplenja i livenja (WS).
m — povrSinski centrirana kubna kristalna reSetka ¢vrstog rastvora a-Ni

Poznato je da se Sirine maksimuma na rendgenogramima mogu koristiti za
odredivanje stepena kristaliniteta, odnosno dimezija kristalnih regiona u kojima struktura
nije bitno narusena, odnosno pravilna je (71). Za odredivanje veli¢ine kristalita u ovom

radu koriS¢ena je Scherrer-ova formula (22, 132).
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0.894
Dy =——
fcosf
gde je:

Dy — debljina kristalita, odnosno proseCna dimenzija kristalita u pravcu

normalnom na niz ravni sa kojih difraktuju rendgenski zraci (1&)*,

A — talasna duzina upotrebljenog rendgenskog zracenja (A), u ovom slucaju
CuK , zradenje (L = 1.5406 A)
B — Sirina difrakcione linije nastala usled strukturnih faktora i izraunata je

kao B = B-b, gde je B sirina na poluvisini refleksije difrakcionog maksimuma,
a b je korekcija instrumentalnog Sirenja

0 — Bragg-ov ugao.

Sa povecanjem broja topljenja i livenja legure, Sirina difrakcionih maksimuma koji
odgovaraju ravni (111)¢ . se smanjuju, dok se veliina kristalita, odnosno stepen sredenosti
povecava, slika 19. Kada bi kristali bili savrSeni onda bi Sirina difrakcione linije zavisila
od instrumentalnih faktora i bila bi mala. Predmet proucavanja su realne slozene legure
koje su slozeni polikristalni agregati koji poseduju blokmozai¢nu strukturu. To znaci da
je svako kristalno zrno izgradeno od vise kristalita. Kristaliti su delovi kristalnog zrna sa
kojih se rendgenski zraci koherentno rasipaju. Izmedu kristalita, susednih regiona jednog
kristalnog zrna, nema meduprostora. Dele ih granice podzrna. I sa jedne i sa druge strane
granice subzrna (dislokacione linije) isti je atomski raspored. Medutim, svaki kristalit je

malo pomeren u odnosu na drugi.

*dozvoljena je upotreba ovih jedinica u kristalografskim tekstovima (1 A=0.1 nm)

50



Doktorska disertacija A. Cairovié

o
5y
=]

T T 40

<435

o
»
o
T
1
w
S

1
N
o

3
T
1
B
(wu) ‘eppeISLD| BUIONOA

1
o

Sirina maksimuma na polovini visine, (0)
o
'Y
o
T

o
w
S
o

prvo cetvrto 0Smo
Broj livenja

Slika 19. Promena Sirine maksimuma (111).. (®) i veli¢ine kristalita
(A) sa povecanjem broja topljenja i livenja

5.3.2. Rezultati rendgenostrukturne analize uzoraka legure Dentalit C

U leguri na bazi Co-Cr sistema (Dentalit C) mnoga svojstva nastaju kao posledica
kristalne prirode Co. Kobalt stvara jedinstvene legure zato §to, po ravnoteznim dijagramima
stanja ima dve alotropske modifikacije. Cist kobalt na niskim temperaturama (do ~ 420°C)
ima gusto sloZenu heksagonalnu kristalnu reSetku (hep) prostorne grupe P63/mmc, a od
navedene temperature do temperature topljenja povrsinski centriranu kubnu resetku (fcc),
prostorne grupe Fm3m. Legiraju¢i elementi: Fe, Ni, Mn 1 C imaju tendenciju da stabilizuju
fee strukturu 1 povecéaju energiju greske u redosledu, dok elementi Cr, Mo, V 1 Si stabilizuju

hep strukturu 1 smanju energiju greSke u redosledu (9).

Rendgenogrami dentalne legure na bazi Co-Cr sistema, Dentalit C nakon prvog,
cetvrtog 1 osmog topljenja i livenja prikazani su na slici 20. Analiza rendgenograma ukazuje
na prisustvo dve kristalne strukture, odnosno faze u uzorcima legure u stanju D1, D4 1 D8
uz koris¢enje PDF kartica Co (fcc) 15-0806 1 Co (hep) 5-0806. Moze se pretpostaviti da
dendritni 1 medudendritni region odgovaraju hcp 1 fce strukturi (113). Kao 1 kod Wiron-a
99 1 kod Dentalit-a C se uocava da sa povecanjem broja topljenja i livenja dolazi do pojave
refleksija sa ravni visokih indeksa, §to moze da bude posledica ugradnje novih atoma sa

niskim vrednostima atomskih precnika.
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Slika 20. Rendgenogrami legure Dentalit C nakon prvog (D1),
cetvrtog (D4) 1 osmog topljenja i livenja (DS).
m — Co,, heksagonalna kristalna reSetka,
V- Co, povrsinski centrirana kubna reSetka

5.4. Rezultati merenja makro i mikrotvrdoce ispitivanih
dentalnih legura

Makrotvrdoca, kao bitan pokazatelj mehanickih karakteristika legure i uslova
livenja postepeno se smanjuje sa 328,5 na 282,8 MPa sa pove¢anjem broja livenja kod legure
Dentalit C (tabela 5 i slika 21), Sto iznosi 13,91%. Sli¢an trend pokazuje i promena vrednosti

makrotrvdoce legure Wiron 99, kod koje smanjenje iznosi 11,71%.

Tabela 5. Statisticki pokazatelji makrotvrdoce ispitivanih legura

L Aritmeticka |  gtand Koeficijent Stand
cgura i livenia | Broj pon. (n . : varijacije .
Broj livenja 18- () sredina devijacija (CVJu 0/3) greska

Prvo 3 328,500 2,193 0,668 1,266

Dentalit C Cetvrto 3 321,067 1,350 0,421 0,780
Osmo 3 282,833 3,513 1,242 2,028

Prvo 3 190,467 2,212 1,161 1,277

Wiron 99 Cetvrto 3 158,400 2,364 1,493 1,365
Osmo 3 168,167 1,856 1,103 1,071

Pri merenjima vrednosti u uzorcima su bile homogene (¢, <30%). Takode, prema
rezultatima Leveneovog testa (F=0,694; p=0,638) varijanse uzoraka nisu se znacajno
razlikovale, pa je testiranje razlika prose¢nih makrotvrdoca ispitivanih uzoraka izvrSeno
parametarskim modelom analize varijanse i t-testom.

Rezultati dvofaktorske analize varijanse (tabela 5) ukazuju da se legure Dentalit C
1 Wiron 99 vrlo znacajno razlikuju po prose¢noj makrotvrdo¢i. Pri razli¢itom broju topljenja

1 livenja prose¢na makrotvrdo¢a dentalnih legura se razlikuje vrlo znacajno. Vrednosti

52



Doktorska disertacija A. Cairovié

parcijalnih eta kvadrata (tabela 6) ukazuju na vrlo jaku zavisnost makrotvrdo¢e od
pojedinac¢nog uticaja legure (99,9%) i broja livenja (98,2%) kao i njihovog zajedni¢kog
uticaja (96,3).

Tabela 6. Rezultati dvofaktorske analize varijanse za makrotvrdo¢u

Parcijalni eta
Izvor varijabiliteta Stepeni slobode| P kvadrat
Legura 1 1926,46 | <0,001** 0,999
Broj livenja 2 59,31 <0,001%* 0,982
Legura x broj livenja 2 39,19 <0,001%** 0,963

p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Dalje, testiranjem razlike izmedu parova uzoraka, t-testom, dobijeni su rezultati
(tabela 7) na osnovu kojih se moze zakljuciti da se uzorci po makrotvrdo¢i medusobno
znacajno razlikuju. Pri tom, najmanje se po makrotvrdo¢i razlikuju uzorci legure Dentalit C
topljen i liven jedan i Cetiri puta (p=0,021) 1 uzorci legure Wiron 99 topljeni i liveni Cetiri i
osam puta (p=0,003). Posmatrane legure topljene i livene isti broj puta vrlo znacajno
(p<0,001) se razlikuju po prosec¢noj makrotvrdoc¢i. Nivoi znacajnosti svih ostalih razlika
prose¢nih makrotvrdoca su nizi od 0,001.

Tabela 7. Nivoi znacajnosti razlika prose¢nih makrotvrdoc¢a uzoraka legura
Dentalit C i Wiron 99 topljenih i livenih jedan, Cetiri i osam puta, na bazi t-testa

Ispitivani uzorak D4 D8 W1 W 4 W 8
D1 0,021* <0,001** <0,001** <0,001** <0,001**
D4 <0,001** <0,001** <0,001** <0,001**
D8 <0,001** <0,001** <0,001**
Wil <0,001** <0,001**
W4 0,003**

0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

360 -
340
320 A o~ =

300 S<
280 =
260
240 |

%8 ] == Wiron 99

180 B\ﬂ/ﬂ =¥ Dentalit C
160 {

140
120

Makrotvrdo¢a HV,; (MPa)

prvo Cetvrto 0osmo

Broj livenja

O Aritmeti¢ka sredina T 95% interval pouzdanosti

Slika 22. Promena makrotvrdoée legura Wiron 99 i Dentalit C
u zavisnosti od broja topljenja i livenja
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Na osnovu jasne razlike u strukturi, dendrit-medudendritni prostor (tabela 8, slika 22),
bilo je moguce meriti vrednosti mikrotvrdo¢e pojedinih zona kod legura Wiron 99 i
Dentalit C.

Kada je u pitanju legura Dentalit C, uo¢ava se pad vrednosti mikrotvrdoce i dendritne
i medudendritne oblasti sa pove¢anjem broja topljenja i livenja (slika 23). Kod legure Wiron
99 mikrotvrdoca dendrita se povecava sa povecanjem broja topljenja i livenja, a mikrotvrdoc¢a
medudendritnog prostora za leguru livenu ¢etiri puta je manja nego kod legure livene jedan i
osam puta (slika 23).

Tabela 8. Statisticki pokazatelji mikrotvrdo¢e u dendritnoj i medudendritnoj zoni
ispitivanih legura livenih razlicit broj puta

Legura | Zona | Broj livenja |Broj pon. (n) Ar;;r;ieitr::ka dc:S\/tSI;S{ia Koeﬁc(l_:sx:lt (\)2)21)r1]acue Stand. greska
2 prvo 3 253,267 8,545 3,374 4,933
&) g cetvrto 3 237,667 3,868 1,628 2,233
b= = 0Smo 3 208,000 6,935 3,334 4,004
% g 5 prvo 3 402,433 4,272 1,062 2,467
A "§ % cetvrto 3 377,033 24,080 6,387 13,903
E s 0SmMOo 3 316,667 5,200 1,642 3,002
= prvo 3 150,267 2,597 1,728 1,499
=y % cetvrto 3 154,933 3,550 2,291 2,050
= © 0smo 3 165,633 4,974 3.003 2,872
'§ —g § prvo 3 216,533 4,528 2,091 2,614
38 cetvrto 3 178,167 4,652 2,611 2,686
= 0Smo 3 180,433 5,138 2,848 2,967
450
= 400 e
: E
< 350 >
g S
: )
> 300 A
E =+ W dendrit
8 250 1 Qe 3 ~#- W medud. prostor
_g i ..................... &~ D dendrit
£ 200 - ) =& D medud. prostor
£ I i
S 150 | g/ﬁ/’/ﬁ
100 T
prvo cetvrto 0smo
Broj livenja
[} ,-o- Aritmeticka sredina T 95% interval pouzdanosti

Slika 23. Promena mikrotvrdoce legura Wiron 99 i Dentalit C u zavisnosti
od broja topljenja i livenja u dendrit-medudendritnom prostoru

S obzirom na istu veli¢inu uzoraka, mada je Leveneov test pokazao da varijanse
uzoraka nisu homogene (F=36,982; p<0,001), kao i homogenost podataka u svim uzorcima

(cy<30%), ispitivanje znacajnosti razlika u mikrotvrdo¢i sprovedeno je trofaktorskom
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analizom varijanse sa faktorima: legura, broj livenja i zona posmatranja. Prosecne
mikrotvrdoée razlikovale su se za nivoe svih faktora i nivoe interakcija po dva faktora
(tabela 9). Prema eta kvadratima (tabela 9), koji se krec¢u izmedu 64,6% 1 99,9%, svi faktori
pojedinacno, po dva faktora posmatrana zajedno kao i tri analizirana faktora posmatrana

istovremeno uticali su vrlo znacajno na mikrotvrdocu.

Tabela 9. Rezultati trofaktorske analize varijanse za mikrotvrdo¢u

Izvor varijabiliteta Stepeni slobode F p Parcijalni eta kvadrat
Dentalna legura 1 1926,46 | <0,001%** 0,999
Broj livenja 2 5931 | <0,001%* 0,988
Zona 1 863,42 | <0,001** 0,832
Legura x broj livenja 2 39,19 <0,001** 0,973
Legura x zona 1 294,52 <0,001** 0,766
Broj livenja x zona 2 21,94 <0,001%* 0,925
Legura x broj livenja x zona 2 2,95 0,071 0,646

p>0,05 razlika nije znadajna, p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Dalje, testiranje razlika izmedu dve prosecne vrednosti mikrotvrdoca izvrSeno je preko
t-testa.

Kada se analizira odnos nivoa samo faktora broj livenja, na osnovu dobijenih rezultata
proizilazi da postoji vrlo znacajna razlika (p<0,001) izmedu mikrotvrdoc¢e uzoraka jedan i
Cetiri, jedan i osam, kao i Cetiri i osam puta livenih. Rezultati testiranja interakcije legure i
broja livenja (Tabela 10) ukazuju na vrlo znacajnu (p<0,001) razliku izmedu uzoraka legura
Dentalit C 1 Wiron 99 isti ili razli¢it broj puta livenih, vrlo znacajnu razliku uzoraka legure
Dentalit C razlicit broj puta livenih i vrlo znacajnu razliku mikrotvrdo¢e uzorka od legure

Wiron 99 livenog Cetiri puta u odnosu na uzorke od iste legure livene jedan i osam puta.

Tabela 10. Nivoi znacajnosti razlika prosecne mikrotvrdoc¢e uzoraka dentalnih legura
Dentalit C 1 Wiron 99 livenih jedan, ¢etiri i osam puta, na bazi t-testa

Ispitivani uzorak D4 D8 W1 W 4 W 8
D1 <0,001** <0,001** <0,001** <0,001** <0,001**
D4 <0,001** 0,002** <0,001** 0,046*
D8 <0,001** <0,001** <0,001**
W1 0,024* 0,201
w4 0,001**

p>0,05 razlika nije znacajna, 0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Prema nivoima znacajnosti t-testa za interakciju faktora legura i faktora zona
merenja (tabela 11), koji su manji od 0,001, moze se zakljuciti da se mikrotvrdoc¢a u oblasti

dendrita i medudendritnom prostoru kod legure Dentalit C i kod legure Wiron 99 vrlo
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znacajno razlikuje, a vrlo znacajno se razlikuju i mikrotvrdoce u istoj oblasti pri upotrebi

razlicitih legura.

Tabela 11. Nivoi znac¢ajnosti razlika mikrotvrdoc¢e legura Dentalit C i Wiron 99
u zoni dendrita i medudendritnom prostoru, na bazi t-testa

Ispitivani uzorak D4 D8 W1 W4 W 8
Dl <0,001** <0,001%** <0,001** <0,001** <0,001**
D4 <0,001%* 0,002%* <0,001** 0,046*
D8 <0,001** <0,001** <0,001**
W1 0,024* 0,201
W4 0,001**

p>0,05 razlika nije znacajna, 0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Mikrotvrdoca se u oblasti dendrita statisticki znacajno ne razlikuje pri jednom i
Cetiri livenja (p=0,278) i Cetiri i osam livenja (p=0,066), a u oblasti medudendritnog prostora
vrlo znacajno se razlikuje (p<0,001), tabela 12. Pri upotrebi uzoraka jednom, Cetiri i osam
puta livenih utvrdena je statisticki vrlo znacajna razlika (p<0,001) u mikrotvrdo¢i u zoni
dendrita i medudendritnom prostoru.

Tabela 12. Uticaj broja livenja uzoraka dentalnih legura na mikrotvrdo¢u
u zoni dendrita i medudendritnom prostoru, na bazi nivoa znacajnosti t-testa

Broj livenja oblast Prvo/medud. Cetvrto dendrit |Cetvrto/medud. prostor|Osmo dendrit Osmo/medud.
) l
prostor Prostor

Prvo/dendrit <0,001%* 0,278 <0,001** 0,006** <0,001%*
Prvo/medud. Prostor <0,001** <0,001** <0,001** <0,001**
Cetvrto/dendrit <0,001%** 0,066 <0,001%*
Cetvrto/medud. Prostor <0,001** <0,001**
Osmo/dendrit <0,001**

p>0,05 razlika nije znacajna, p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Rezultati t-testa za poredenje nivoa sva tri faktora (tabela 12) ukazuju da su sa
povecanjem broja topljenja i livenja, kod obe legure, znacajnije promene u mikrotvrdoc¢i
u medudendritnom prostoru nego u dendritu. Sa porastom broja topljenja i livenja promene
mikrotvrdo¢e u dendritnoj zoni kod posmatranih legura se kre¢u u suprotnom smeru,
odnosno kod legure Dentalit C mikrotvrdoca opada, a kod legure Wiron 99 raste. Pri tom,

intenzivnija je promena kod legure Dentalit C.
Mikrotvrdo¢a u medudendritnom prostoru pokazuje opadajucu tendenciju sa

povecanjem broja topljenja i livenja posmatranih legura. I u ovoj oblasti intenzivnija je
promena kod legure Dentalit C (tabela 13).
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Kada je legura Wiron 99 u pitanju, sa pove¢anjem broja topljenja i livenja smanjuje
se razlika u vrednosti mikrotvdoc¢e izmedu dendrita i medudendritnog prostora, odnosno
struktura postaje homogenija. Mikrotvrdoc¢a dendritnog regiona raste, a medudendritnog

opada, Sto ukazuje na sasvim drugaciju raspodelu hemijskih elemenata.

U cilju dobijanja informacije o razlici uzoraka prema mikrotvrdo¢i u dendritu i
medudendritnom prostoru istovremeno, uradena je diskriminaciona analiza. Na osnovu
rezultata ove analize moze se zakljuciti da se uzorci vrlo znacajno razlikuju prema
mikrotvrdo¢i (F=57,572; p<0,001). Pri tom, samo se uzorci legure Wiron 99 liveni Cetiri
1 osam puta statistiCki znacajno ne razlikuju po mikrotvrdo¢i (p=0,099), tabela 14. Po

mikrotvrdo¢i vrlo znacajno se razlikuju i uzorci dve legure liveni isti broj puta.

Tabela 14. Nivoi znacajnosti razlika mikrotvrdo¢e u dendrit-medudendritnom prostoru
uzoraka legura Dentalit C i Wiron 99 livenih jedan, Cetiri i osam puta,
prema Mahalanobis-ovom kvadratnom odstojanju

Ispitivani
uzorak D4 D8 w1 W4 w38
D1 0,002%* <0,001** <0,001** <0,001%* <0,001**
D4 <0,001** <0,001%* <0,001%* 0,001%*
D8 <0,001%* <0,001%* <0,001**
Wil 0,005%* 0,002**
W4 0,099

0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Na dendrogramu (slika 24) koji je rezultat grupisanja uzoraka prema slicnosti
mikrotvrdo¢e pomocu klaster analize zasnovane na Mahalanobis-ovom kvadratnom
odstojanju i Ward-ovom metodu povezivanja uzoraka, uo¢ava se da su uzorci iste legure
medusobno sli¢niji po mikrotvrdoéi, kao i da je veca sli¢nost uzoraka legure Wiron 99
topljene 1 livene razlicit broj puta. Na osnovu distance izmedu grupa uzoraka legure
Dentalit C i legure Wiron 99 moze se zakljuciti da su u pitanju legure vrlo razli¢ite po

mikrotvrdo¢i, kao S$to je kvantifikovano diskriminacionom analizom.

2000 4
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1000 A
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0 T v + + 4 +
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Slika 24. Sli¢nost uzoraka legura Wiron 99 i Dentalit C prema mikrotvrdo¢i
u dendrit-medudendritnom prostoru
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Rezultati diskriminacione analize ukazuju da se uzorci legura Dentalit C i Wiron 99
livenih jedan, Cetiri i osam puta vrlo znacajno razlikuju po makrotvrdoci i mikrotvrdo¢i u obe
zone posmatrano istovremeno (F=63,673; p<0,001). Uklju¢ivanjem i makrotvrdo¢e u analizu
uzorci legure Dentalit C 1 legure Wiron 99 su se vrlo znacajno razdvojili (p<0,005), tabela

15. Po tvrdo¢i vrlo znacajno se razlikuju i uzorci dve legure liveni isti broj puta.

Tabela 15. Nivoi znacajnosti razlika makrotvrdo¢e i mikrotvrdoce
u dendrit-medudendritnom prostoru uzoraka legura Dentalit C i Wiron 99 livenih
jedan, Cetiri i osam puta, prema Mahalanobis-ovom kvadratnom odstojanju

Ispitivani
uzorak D4 D8 WA W4 A
D1 0,004** <0,001** <0,001** <0,001** <0,001**
D4 <0,001** <0,001** <0,001** <0,001**
D8 <0,001** <0,001** <0,001**
Wi 0,001** <0,001**
W4 0,005**

0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

U cilju detaljnije analize tvrdoc¢e uzoraka od ispitivanih legura uraden je dendrogram
(slika 25) na osnovu Mahalanobis-ovog kvadratnog odstojanja i Ward-ovog metoda
povezivanja. I u ovom slucaju se uocava da su uzorci iste legure medusobno sli¢niji po
tvrdo¢i, kao i da je veca sli¢nost uzoraka legure Wiron 99 topljene i livene razli¢it broj
puta. Na osnovu distance izmedu grupa uzoraka legure Dentalit C i legure Wiron 99 moze
se zakljuciti da su u pitanju legure vrlo razlicite po tvrdoc¢i na $ta je ukazao nivo znacajnosti
razlika odreden diskriminacionom analizom. Uvodenjem makrotvrdoc¢e u analizu povecala

se oko Sest puta distanca izmedu legura, a povecane su i distance izmedu uzoraka.
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Slika 25. Sli¢nost uzoraka legura Wiron 99 i Dentalit C prema mikro i makrotvrdoc¢i
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5.5. Rezultati testova za ispitivanje vijabiliteta

U cilju preciznijeg odredivanja biokompatibilnosti uzoraka ispitivanih dentalnih
legura odabrani su tipovi ¢elija koji bi najadekvatnije simulirali mikrosredinu u koju bi u
realnim uslovima uzorak bio postavljen.

Istrazivanje je sprovedeno u nekoliko faza. U prvoj fazi je najpre evaluiran
tokisi¢an uticaj uzoraka ispitivanih dentalnih legura na vijabilnost ¢elija miSjeg
fibrosarkoma 1.929, dok je u slede¢em segmentu ispitivan njihov efekat na odgovaraju¢im
primarnim fibroblastima humanog porekla, kao i mononuklearnim ¢elijama periferne krvi

zdravog donora.
5.5.1. Rezultati testova za ispitivanje vijabiliteta na 1.929 Celijama

Kako bi se dobile inicijalne informacije o biokompatibilnosti ispitivanih uzoraka
kao 1 ispitao uticaj ponavljanog topljenja i livenja na isti, testiran je vijabilitet linije L.929
¢elija misjeg fibrosarkoma kultivisanih u prisustvu uzoraka dentalnih legura nakon 24, 48 1

72h, a njihova vijabilnost je odredivana pomocu dva testa: MTT testa i testa kisele fosfataze.
5.5.1.1. Rezultati ispitivanja vijabiliteta 1.929 ¢elija MTT testom

Rezultatima dobijenim MTT testom (slika 26) ustanovljen je pad u intenzitetu
mitohondrijalne respiracije ve¢ 24h po izlaganju testiranim dentalnim legurama D1, D4,
D8, W1, W4 1 W8 u poredenju sa respiracijom celija u kontroli. Narednih 48h kultivacije
ukazali su na povecanje broja vijabilnih ¢elija u svim testiranim uzorcima u korelaciji sa
vremenom kultivacije. Ono §to je medutim bilo ocigledno, fenomen je bio drasti¢no nizi
u odnosu na isti u kontrolnom uzorku. Nakon trodnevne kultivacije, respiracija izmerena
u svim kulturama izloZenim dentalnim materijalima je pokazala drasti¢no nize vrednosti
u poredenju sa relevantnom kontrolom koju ¢ine ¢elije gajene u medijumu na plastici.
Ukoliko izmedu intenziteta respiracije 1 broja ¢elija u kulturi postoji pozitivna korelacija, ovaj
fenomen se moZze protumaciti snizenom stopom proliferacije i/ili pove¢anom smrtnoséu
¢elija kultivisanih u prisustvu dentalnih materijala, bez jasne zavisnosti od broja topljenja
1 livenja.

Ono $to, medutim, predstavlja manjkavost MTT testa jeste Cinjenica da nize vrednosti
respiracije detektovane u svim ¢elijama izlozenim delovanju D ili W uzoraka, mogu biti
posledica manjeg broja zivih ¢elija u kulturi izlozenoj dentalnim legurama, ali i snizenog

nivoa respiracije po ¢eliji.
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Slika 26. Efekat uzoraka ispitivanih dentalnih legura D1, D4, D8, W1, W4 i W8
na 1929 ¢elije detektovan MTT testom

Statisticka obrada rezultata MTT testa

Vijabilitet L929 ¢elija utvrden MTT testom povecavao se u prisustvu svih uzoraka
dentalnih legura sa produzetkom vremena inkubacije (tabela 16). Najhomogeniji su bili
podaci dobijeni za kontrolni uzorak, mada se heterogenost podataka povecavala sa
protokom vremena. Pri merenju posle 24h inkubacije ¢elija, najheterogeniji vijabilitet
Celija je bio izrazen kod uzorka D4 (¢,,=53,47%), a zatim W4 (c,,=46,49%). Takode,
vrednosti su bile heterogene za merenja u prisustvu uzoraka legura D8 (¢,,=31,90%) i W8
(cy=31,90%). I posle 48h najvece variranje vijabiliteta Celija utvrdeno je u prisustvu uzorka
D4 (¢,=69,67%), a heterogeni su bili i rezultati merenja uzoraka W8 (c,,=47,80%) i W4
(cy=44,41%). Posle inkubacije u trajanju od 72h maksimalna heterogenost konstatovana
je za W1 (c,=36,89%). Koeficijenti varijacije preko 30% dobijeni su za vijabilitet za
uzorke W4 (¢,,=35,42%) i D8 (c,~=31,77%). Najhomogenije vrednosti za vijabilitet L929
¢elija ispitivan MTT testom dobijene su za kultivaciju od 72h, a najheterogenije za
kultivaciju od 48h.
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Tabela 16. Osnovni statisti¢ki pokazatelji vijabiliteta L929 ¢elija odredenog na osnovu
MTT testa, za razliCit period kultivacije

Vreme Ispitivani Broj Aritmeti¢ka Stand. Koeficijent Stand.
inkubacije uzorak pon. (n) sredina Medijana devijacija varijacije (%) gresSka
K 5 0,039 0,038 0,002 4,948 0,001

D1 5 0,017 0,017 0,004 26,419 0,002

D4 5 0,037 0,039 0,020 53,474 0,009

24h D8 5 0,019 0,017 0,006 31,901 0,003
W1 5 0,018 0,020 0,005 25,888 0,002

W4 5 0,024 0,021 0,011 46,491 0,005

W8 5 0,027 0,024 0,009 33,102 0,004

K 5 0,120 0,123 0,011 9,279 0,005

D1 5 0,039 0,040 0,005 11,575 0,002

D4 5 0,058 0,042 0,041 69,671 0,018

48h D8 5 0,038 0,038 0,010 25,273 0,004
Wi 5 0,057 0,053 0,015 26,982 0,007

W4 5 0,049 0,046 0,022 44,411 0,010

W8 5 0,056 0,054 0,027 47,802 0,012

K 5 0,331 0,343 0,067 20,348 0,030

D1 5 0,091 0,080 0,024 26,683 0,011

D4 5 0,066 0,059 0,016 24,923 0,007

72h D8 5 0,100 0,101 0,032 31,775 0,014
W1 5 0,104 0,097 0,038 36,891 0,017

W4 5 0,130 0,125 0,046 35,417 0,021

W8 5 0,068 0,072 0,020 29,759 0,009

S obzirom na heterogenost podataka u navedenim uzorcima statisticka analiza je
izvrSena neparametarskim testovima zasnovanim na medijanama, kao adekvatnim prose¢nim
vrednostima.

Prosecan vijabilitet ¢elija znacajno se razlikovao u kontrolnoj grupi i u ispitivanim
¢elijama sa prisutnim uzorcima ispitivanih dentalnih legura Dentalit C i Wiron 99 posle 24h
(p=0,030) 1 48h (p=0,020), a vrlo znacajno (p=0,002) posle 72h (tabela 17). Sa produzetkom
vremena inkubacije razlike u broju vijabilnih ¢elija su bile sve izrazenije, tj., znacajnije
(0,030>0,020>0,002).

Na osnovu rezultata MTT testa primenjenog na 1929 Celije, posle 24h kultivacije u
kontrolnoj grupi vijabilitet ¢elija je bio vrlo znacajno (p=0,008) ve¢i u odnosu na vijabilitet
¢elija u prisustvu uzoraka legura D1, D8 i W1, a znacajno (p=0,044) veci u odnosu na
vijabilitet ¢elija pri upotrebi uzorka W4 (tabela 17). Razlike nisu bile znacajne izmedu
prosecnog vijabiliteta ¢elija kada je koriS¢en kontrolni uzorak i uzorci D4 (p=0,916) i W8
(p=0,113).

Posle 48h kultivacije, samo se vijabilitet ¢elija u prisustvu uzorka D4 nije statisticki
znacajno (p=0,059) razlikovao od vijabiliteta ¢elija u kontrolnoj grupi (tabela 17).

Na kraju kultivacionog perioda (posle 72h), rezultati za vijabilnost ostvarenu u
prisustvu ispitivanih uzoraka sa dentalnim legurama su se vrlo zna¢ajno (p=0,009)

razlikovali od rezultata dobijenih u kontrolnom uzorku.
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Tabela 17. Rezultati Kruskal Wallis-ove analize varijanse za poredenje

vijabiliteta L929 ¢elija u prisustvu ispitivanih uzoraka legura,

nakon inkubacionog perioda od 24, 48 1 72h, na osnovu MTT testa

ingiﬁglceije Ispitivani uzorci H vrednost | p (nivo znacajnosti)

K,D1,D4,D8,W1,W4 i W8 13,981 0,030*

24h D1, D41 D8 3,020 0,221
W1, W41 W8 3,386 0,184
K,D1,D4,D8,W1,W4 i W8 15,072 0,020*

48h D1, D41 D8 0,457 0,796
W1, W41iW8 0,570 0,763
K,D1,D4,D8,W1,W4 i W8 20,567 0,002**

72h D1, D4 i D8 4,940 0,085
W1, W41W8 5,670 0,059

p>0,05 razlika nije znacajna, 0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Tri uzorka legure Dentalit C, kao i tri uzorka legure Wiron 99, nisu se razlikovala
prema efektu na vijabilitet posle 24h, 48h 1 72h (tabela 17). Medutim, rezultati Mann-Whitney
U-testa (tabela 18) ukazuju na znacajnu (p=0,047) razliku u vijabilnosti ¢elija, posle 24h

kultivacije, izmedu uzoraka u prisustvu dentalne legure Wiron 99 topljene 1 livene jedan

1 osam puta, kao i na znacajnu (p=0,021) razliku izmedu uzoraka u prisustvu D1 i W8.

Posle 48h inkubacije (tabela 18) ustanovljena je znacajna razlika u vijabilitetu izmedu

broja ¢elija u kulturi u prisustvu uzoraka W1 i D1 (p=0,028) i D8 (p=0,045). U prisustvu

uzorka D1 vijabilitet ¢elija je bio statisticki znacajno nizi u poredenju sa vijabilitetom
¢elija u prisustvu uzoraka legura D8 (p=0,047) 1 W4 (p=0,028), u toku 72h inkubacije.
Takode, posle 72h, u kulturi u prisustvu uzorka legure W8 bilo je znacajno (p=0,047)

manje zivih ¢elija u poredenju sa uzorcima kultivisanim u prisustvu iste legure topljene i

livene manji broj puta, kao 1 u uzorku D8.
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Tabela 18. Nivoi znacajnosti razlika vijabiliteta L929 ¢elija, na osnovu MTT testa, pri
periodu inkubacije 24h, 48h i 72h u prisustvu uzoraka dentalnih legura Dentalit C i
Wiron 99, topljenih i livenih jedan, Cetiri i osam puta, na bazi Mann-Whitney U-testa

Vreme Ispitivani

inkubacije uzorci D1 D4 D38 W1 W4 W38
K 0,008%** 0,916 0,008%** 0,008%** 0,044 * 0,113
D1 0,117 0,754 0,402 0,463 0,021
D4 0,175 0,117 0,245 0,602

24h
DS 0,917 0,600 0,295
Wi 0,463 0,047
W4 0,463
K 0,009%* 0,059 0,009%* | 0,009%* 0,009%* | 0,009*
D1 0,675 0,753 0,028* 0,602 0,117
48h D4 0,528 0,465 0,917 0,754
DS 0,045* 0,600 0,246
Wl 0,465 0,917
w4 0,602
K 0,009%* 0,009% 0,009%% | 0,009%* 0,009%* | 0,009*
DI 0,076 0,754 0,465 0,175 0,24S
h D4 0,047* 0,117 0,028* 0,917
DS 0,917 0,251 0,047
Wi 0,465 0,047
W4 0,047

p>0,05 razlika nije znacajna, 0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Kod svih ispitivanih uzoraka prosecan vijabilitet L929 ¢elija, odreden MTT testom,
statisticki znacajno ili vrlo znac¢ajno se razlikovao izmedu inkubacionih perioda razli¢ite
duzine (tabela 19, rezultati Friedman-ove analize varijanse). U kontroli i kulturama ¢elija
u kojima je koriS¢ena legura Dentalit C livena jedan i osam puta utvrdene su znacajne
razlike u efektima na vijabilnost ¢elija izmedu duzine kultivacije od 24h i 48h, 24h i 72h,
kao 1 48h 1 72h (tabela 19, rezultati Wilcoxon-ovog testa ekvivalentnih parova). Efekti
uzoraka legura D4 1 W1 znacajno (p=0,043) su se razlikovali posle 48h i 72h u odnosu na
efekte u toku 24h. Statisticki znacajne (p=0,043) promene u vijabilnosti ¢elija izmedu 24h
1 48h prema 72h inkubacije desile su se u kulturi ¢elija u kojoj je koriS¢en uzorak legure
W4. Prisustvo testiranog uzorka legure Wiron 99 topljenja i livenja osam puta prouzroko-
valo je znacajnu razliku u vijabilitetu ¢elija posle 72h u odnosu na vijabilitet nakon 24h

inkubacije (tabela 19, rezultati Wilcoxon-ovog testa ekvivalentnih parova).
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Tabela 19. Rezultati testiranja razlika prosec¢nih vrednosti vijabiliteta L929 ¢elija
u kontroli 1 u kulturi u prisustvu uzoraka dentalnih legura Dentalit C i Wiron 99,
topljenim i livenim jedan, Cetiri i osam puta, u razli¢itim inkubacionim periodima,
na osnovu rezultata MTT testa

Friedman-ova Wilcoxon-ov test ekvivalentnih parova

Ispitivani ANOVA 24h/48h 24h/72h 48h/72h
uzorci " p 7z P 7 P 7 P
K 10,000 0,007** 2,023 0,043* 2,023 0,043* 2,023 | 0,043°
D1 10,000 0,007** 2,023 0,043* 2,023 0,043* 2,023 | 0,043°
D4 8,400 0,015* 2,023 0,043* 2,023 0,043* 0,674 0,500
D8 10,000 0,007** 2,023 0,043* 2,023 0,043* 2,023 | 0,043°
W1 8,400 0,015* 0,674 0,043* 0,674 0,043* 1,753 0,080
W4 7,600 0,022* 1,214 0,225 2,023 0,043* 2,023 | 0,043°
W8 7,684 0,021* 1,826 0,068 2,023 0,043* 0,944 0,345

p>0,05 razlika nije znacajna, 0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

5.5.1.2. Rezultati ispitivanja vijabiliteta L929 celija testom Kkisele fosfataze

Kako bi izbegli moguénost pogresne interpretacije rezultata dobijenih MTT testom,
uticaj dentalnih legura na vijabilnost ¢elija u kulturi odredivali smo i alternativnim testom
zasnovanim na merenju aktivnosti kisele fosfataze u vitalnim ¢elijama. Rezultati testa,
prikazani na slici 27, jasno pokazuju da nakon 24h kultivacije broj vijabilnih ¢elija nije
bio znacajno promenjen prisustvom ni jednog od testiranih uzoraka dentalnih legura, u
poredenju sa kontrolom. U narednih 48h, i pored proliferacije ¢elija u svim testiranim
uzorcima, prisustvo dentalnih materijala se odrazilo negativno na vijabilnost L929 ¢elija.
Toksican efekat Ni-Cr uzoraka bio je snazniji u poredenju sa Co-Cr i dobijao je na
intenzitetu ponovljenim topljenjem i livenjem. Ovakva korelacija je u potpunosti izostala
kod uzoraka D (slika 27).
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Slika 27. Efekat uzoraka ispitivanih dentalnih legura D1, D4, D8, W1, W4 1 W8
na L.929 ¢elije detektovan testom kisele fosfataze

Statisticka obrada rezultata dobijenih testom kisele fosfataze

Na osnovu dobijenih rezultata, statisticka obrada podataka je dala osnovne

statistiCke parametre za razli¢ite periode inkubacije u tabeli 20.

Tabela 20. Osnovni statisticki pokazatelji vijabiliteta L929 Celija,
odredenog testom kisele fosfataze, za razli¢ito vreme inkubacije

o ) ) Koeficijent

Vreme Ispitivani Br. ponav. Aritmeticka Stand. varijacije Stand.
inkubacije Uzorci (n) sredina devijacija (cy u %) greska
K 5 0,933 0,077 8,246 0,034

D1 5 0,956 0,024 2,508 0,011

D4 5 0,965 0,042 4,360 0,019

24h D8 5 0,931 0,027 2,904 0,012
W1 5 0,888 0,022 2,505 0,010

W4 5 0,862 0,036 4,143 0,016

W38 5 0,885 0,090 10,120 0,040

K 5 1,569 0,062 3,935 0,028

D1 5 1,419 0,101 7,148 0,045

D4 5 1,490 0,055 3,717 0,025

48h D8 5 1,436 0,021 1,486 0,010
W1 5 1,330 0,082 6,189 0,037

W4 5 1,200 0,117 9,725 0,052

W38 5 0,936 0,200 21,343 0,089

K 5 1,767 0,033 1,848 0,015

D1 5 1,442 0,056 3,909 0,025

D4 5 1,498 0,043 2,889 0,019

72h D8 5 1,576 0,031 1,978 0,014
Wi 5 1,268 0,080 6,306 0,036

W4 5 1,228 0,161 13,079 0,072

W8 5 0,995 0,204 20,494 0,091
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S obzirom na cilj istrazivanja i konstatovanu homogenost podataka u ispitivanim
uzorcima statisticka analiza je sprovedena preko parametarskih testova za ispitivanje razlika
aritmetickih sredina.

U cilju utvrdivanja zavisnosti vijabiliteta ¢elija od uticaja uzoraka dentalnih legura
1 trajanja inkubacije, eksperimentalni rezultati su analizirani modelom kombinovane
dvofaktorske analize varijanse. Dobijeni rezultati (tabela 21) ukazuju na to da se prosecan
vijabilitet ¢elija izmedu uzoraka (p=0,005), kao i za razli¢ito vreme trajanja inkubacije
(p<0,001) vrlo znacajno razlikuje. Razlike u vijabilitetu ¢elija nastale pod dejstvom
interakcije faktora uzorak i faktora vreme inkubacije su statisticki znacajne (p=0,011).
Prema vrednostima parcijalnog eta kvadrata posmatrani faktori i njihova interakcija imaju
veliki uticaj (55-80%) na vijabilitet .929 ¢elija odreden testom kisele fosfataze.

Tabela 21. Rezultati kombinovane dvofaktorske analize varijanse za vijabilitet
L929 ¢elija, odreden testom kisele fosfataze

Izvor varijabiliteta Stepeni slobode | F p Parcijalni eta kvadrat
Uzorak 6 5,297 0,005** 0,694
Vreme inkubacije 2 54,258 <0,001** 0,795
Uzorak x vreme inkubacije 12 2,851 0,011* 0,550

0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Nakon 24h kultivacije, prosecan vijabilitet L929 ¢elija u testu kisele fosfataze
statisticki znacajno se razlikovao izmedu svih ispitivanih uzoraka posmatranih istovremeno
(tabela 22, F=2,809; p=0,029), a kasnije vrlo znacajno (p<0,001). Razlike izmedu
prosecnog broja zivih ¢elija u kulturama u kojima su bili prisutni ispitivani uzorci legure
Dentalit C, kao i legure Wiron 99 nisu bile znacajne posle 24h kultivacije, a bile su vrlo
znacajne i znacajne posle 72h trajanja eksperimenta (tabela 22). Pri tom, utvrden je vrlo
znacajan efekat broja topljenja i livenja legure Wiron 99, ve¢ posle 48h, §to nije slucaj pri

koris¢enju legure Dentalit C.
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Tabela 22. Rezultati analize varijanse za poredenje vijabiliteta L929 ¢elija u razli¢itim
grupama uzoraka za razli¢ito vreme inkubacije, na osnovu rezultata testa kisele fosfataze

Vreme nivo
inkubacije Uzorak F-vrednost znerl)é(ajnosti)
K,D1,D4,D8,W1,W4 1 W8 2,809 0,029*
24h D1, D41D8 1,509 0,260
W1, W41 W8 0,302 0,745
K,D1,D4,D8,W1,W41 W8 20,456 <0,001**
48h D1, D41D8 1,464 0,270
W1, W4iWs 10,014 0,003 %
K,D1,D4,D8,W1,W41 W8 27,944 <0,001**
72h D1, D41 D8 11,323 0,002**
W1, W41 W8 4,416 0,037*

p>0,05 razlika nije znacajna, 0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znaCajna (**)

Prosecan vijabilitet ¢elija kultivisanih u prisustvu uzoraka legure Dentalit C
topljenih i livenih jedan i Cetiri puta bio je statisticki znacajno, odnosno vrlo znacajno veci
u poredenju sa vijabilitetom ¢elija inkubiranih u prisustvu svih uzoraka legure Wiron 99.
Takode, u prisustvu uzorka od legure Wiron 99 topljene i livene Cetiri puta posle 24h
inkubacije utvrden je statisticki znacajno manji vijabilitet ¢elija u odnosu na kontrolni

uzorak i uzorak legure Dentalit C topljen i liven osam puta (tabela 22).

U poredenju sa ostalim analiziranim uzorcima, kod uzorka izloZzenog dejstvu
dentalne legure Wiron 99 topljene i livene osam puta ostvaren je vrlo znacajno nizi
prosecan vijabilitet ¢elija, posle 48h i 72h (tabela 23). Efekat prisustva uzorka W4 u kulturi
¢elija, u toku svih merenja (24h, 48h i 72h) nije bio znacajno lo$iji samo u odnosu na
uzorak dentalne legure Wiron 99 livene jedanput. Posle 48h kultivacije vijabilitet ¢elija u
kontrolnom uzorku znacajno se razlikovao u poredenju sa zivim ¢elijama u kulturama sa
dejstvom uzoraka D1 i W1. Utvrdena je i znacajna razlika izmedu uzoraka sa tretmanima
D41 WI.

U svim merenjima, vrednosti u kontroli su bile najvise, ali tek sa produzetkom
vremena inkubacije na 72h razlike u odnosu na sve ostale testirane uzorke su postale

znacajne (tabela 23).
Vijabilitet kod uzoraka legure Dentalit C nije se znacajno razlikovao u toku trajanja

eksperimenta. Upotrebom legure Wiron 99 topljene i livene Cetiri puta nije ostvaren znacajno

nizi vijabilitet ¢elija nego upotrebom iste legure topljene i livene jedanput. Nakon 48 i
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72h vijabilitet u uzorku izlozenom dejstvu legure Wiron 99 topljene i livene osam puta
statisticki vrlo znacajno je bio nizi u odnosu na uzorke u kojima je koris¢ena ista legura

livena manji broj puta.

Tabela 23. Nivoi znacajnosti razlika vijabiliteta L929 ¢elija utvrdenih testom kisele
fosfataze, pri razli¢itom trajanju inkubacije, u kontrolnom uzorku i u prisustvu
uzoraka dentalnih legura Dentalit C i Wiron 99, topljenim i livenim jedan,
Cetiri 1 osam puta, na bazi t-testa

Vreme
inkubacije Uzorak D1 D4 D8 w1 W4 W8
K 0,492 0,337 0,952 0,182 0,040* 0,157
D1 0,781 0,455 0,048* 0,008** 0,040*
24h D4 0,308 0,026* 0,004** 0,022*
D8 0,202 0,046* 0,175
Wi 0,441 0,933
W4 0,492
K 0,033* 0,245 0,056 0,001** | <0,001** | <0,001**
D1 0,302 0,808 0,190 0,003** <0,001**
48h D4 0,427 0,024* | <0,001** | <0,001**
D8 0,123 0,001** <0,001**
Wi 0,061 <0,001%**
w4 <0,001**
K <0,001** | <0,001** | 0,009** | <0,001** | <0,001** | <0,001**
Dl 0,417 0,058 0,017* 0,004** <0,001**
72h D4 0,260 0,002** | <0,001** | <0,001**
DS <0,001%* | <0,001** | <0,001**
Wi 0,553 <0,001**
W4 0,002**

p>0,05 razlika nije znacajna, 0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Prosecan vijabilitet ¢elija povecavao se statisticki znacajno sa prolongiranjem vremena
inkubacije (tabele 23 i 24) kod uzoraka u kojima su bile prisutne ispitivane dentalne legure,
osim kod uzorka W8. Porast od 24h do 48h i od 24h do 72h bio je znacajan kod svih ispitivanih
uzoraka, osim kod uzorka legure Wiron 99 livene osam puta. Produzetkom vremena
inkubacije od 48h na 72h doslo je do statisticki znacajne promene u kontrolnom uzorku i
uzorku D8. To znaci da se vijabilitet ¢elija zna¢ajno menja do 48h, a posle toga promena

je bila slabija, $to je posledica eksperimentalnih limita,tj. gustine ¢elijske kulture.
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Tabela 24. Rezultati testiranja razlika prosec¢nog vijabiliteta .929 ¢elija utvrdenog
testom kisele fosfataze, pri razli¢itoj duzini inkubacije kontrolnog uzorka
1 uzoraka ispitivanih dentalnih legura, livenih razli¢it broj puta

ANOVA za vezana t-test za vezana merenja
Ispitivani merenja 24h/48h 24h/72h 48h/72h
uzorak F P t P t p t P

K 434,660 | <0,001**] -16,095| 0,001** | -33,520 | 0,001** [ -9,431 0,001+
Dl 131,925| 0,001** | -10,502| 0,001** | -21,095 | <0,001** | -0,723 0,510
D4 199,671 | <0,001**| -19,660 | <0,001** | -21,500 | <0,001** | -0,208 0,845
D8 991,886 | <0,001**| -29,788 | <0,001** | -33,232 | <0,001** | -24,672 | <0,001**
W1 48,909 | <0,001**| -12,014| <0,001** | -8,715 | <0,001** | 1,000 0,374
w4 11,295 | 0,005%* | -5,426 | 0,006** | -6,043 | 0,004** [-0,233 0,827
W8 0,453 0,651 -0,417 0,698 -0,885 0,426 | -0,597 0,583

p>0,05 razlika nije znacajna, p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Sumiranjem rezultata dobijenih uporednom analizom primenjnih testova vijabiliteta
moze se zakljuciti da je prisustvo svih dentalnih uzoraka dovelo do prvobitnog toksi¢nog
Soka, manifestovanog snizenom respiracijom ¢elija i konsekventnog pada u broju vijabilnih
¢elija svih testiranih uzoraka. Za razliku od ¢elija gajenih u prisustvu D uzoraka, toksi¢ni
uticaj W uzoraka, manifestovan intenzivnijim smanjenjem broja zivih ¢elija u kultuiri je bio
perzistentan i intenziviran sa poveéanjem broja topljenja i livenja. Toski¢nost D uzoraka je
inicijalno manja od W uzoraka i za razliku od njega, ponovljena topljenja i livenja ne

potenciraju citotoksicnost ove legure.

5.5.2. Rezultati testova za ispitivanje vijabiliteta na MRC-5 Celijama

Imajuéi u vidu da su gore navedeni rezultati dobijeni na maligno transformisanoj
liniji mi§jeg porekla, te i Cinjenicu da osetljivost ovih ¢elija moze biti razlic¢ita od
odgovarajucih primarnih ¢elija, bilo je potrebno ispitati njihov uticaj na primarnu kulturu
fibroblasta humanog porekla, kako bi §to bolje simulirali realno okruzenje u koje bi
materijal bio aplikovan.

Za potrebe ovog testa MRC-5 ¢elije su kultivisane u trajanju od 24, 48 1 72h, a
vijabilitet je izmeren MTT testom i testom kisele fosfataze.
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5.5.2.1. Rezultati ispitivanja vijabiliteta pomoc¢u MRC-5 ¢elija MTT testom

Inkubacija MRC-5 ¢elija u trajanju od 24h nije u znac¢ajnoj meri promenila ukupnu
respiraciju po kulturi $to je ukazalo na ¢injenicu da je vijabilnost ¢elija bila postojana u svim
ispitivanim uzorcima te i da prisustvo dentalnih materijala nije detektabilno uticalo na
broj zivih ¢elija u kulturama izloZzenim uticaju legura (slika 28). U sledec¢ih 24h respiracija
izmerena u kulturama izloZenim dentalnim legurama je neselektivno bila snizena u poredenju
sa kontrolnim uzorkom ukazujuéi na to da je proliferativni potencijal ¢elija znacajno
kompromitovan prisustvom D i W uzoraka legura. Potom, inhibitorni efekat bio je
najizrazeniji kod ¢elija izlozenih uzorku W8. I kona¢no, analiza rezultata dobijenih nakon
72h kultivacije podrzava prethodno zakljuceno, uz jedno zapazanje: proliferativni potencijal
same kontrole nakon trodnevne kultivacije, znacajno je opao u poredenju sa onim koji je
izmeren nakon 48h, §to je najverovatnije uzrokovano gustinom kulture ¢elija i svojstvom
kontaktne inhibicije (slika 28).
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Slika 28. Efekat uzoraka ispitivanih dentalnih legura D1, D4, D8, W1, W4 1 W8
na MRC-5 ¢elije detektovan MTT testom
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Statisticka obrada podataka dobijenih MTT testom

Statisticka obrada podataka prikazana je u tabeli 25. Ovim testom su dobijeni
homogeniji podaci za sve kolonije ¢elija primarnih humanih fibroblasta u odnosu na rezultate
za 1929 ¢elije. I u ovom slucaju, podaci za vijabilitet ¢elija su bili najhomogeniji u
kontrolnom uzorku. Posle 24h inkubacije najheterogeniji su bili rezultati za uzorak u
kojem je koriS¢ena legura Wiron 99 jedanput livena (c=33,99%), a posle 48h za uzorak

sa prisustvom testiranog uzorka legure D4 (¢, =37,45%).

Tabela 25. Osnovni statisti¢ki pokazatelji vijabiliteta ¢elija
primarnih humanih fibroblasta (MRC-5) na osnovu MTT testa

Koeficijent
Vreme Ispitivani | Br. ponay. (n)| Aritmeticka B Stand. varijacije Stand.
inkubacije uzorci sredina Medijana | devijacija (%) greska
K 3 0,074 0,075 0,003 4,364 0,002
D1 3 0,063 0,065 0,012 18,632 0,007
D4 3 0,090 0,090 0,017 18,889 0,010
24h D8 3 0,069 0,067 0,006 8,451 0,003
W1 3 0,055 0,060 0,019 33,994 0,011
W4 3 0,077 0,085 0,016 21,126 0,009
W8 3 0,081 0,084 0,020 24,287 0,011
K 3 0,209 0,204 0,012 5,699 0,007
D1 3 0,144 0,133 0,025 17,609 0,015
D4 3 0,114 0,132 0,043 37,453 0,025
48h D8 3 0,145 0,131 0,028 19,162 0,016
W1 3 0,156 0,159 0,006 3,899 0,004
W4 3 0,132 0,140 0,035 26,287 0,020
W8 3 0,095 0,094 0,007 7,419 0,004
K 3 0,103 0,108 0,009 8,674 0,005
Dl 3 0,074 0,091 0,029 38,835 0,017
D4 3 0,105 0,119 0,044 41,633 0,025
72h D8 3 0,088 0,085 0,012 13,972 0,007
W1 3 0,075 0,070 0,025 33,917 0,015
W4 3 0,077 0,090 0,025 32,408 0,014
W8 3 0,055 0,056 0,013 23,517 0,008

Prema rezultatima Kruskal-Wallis-ove analize varijanse (tabela 26) moze se
zakljuciti da se u analiziranim ¢elijama primarnih humanih fibroblasta (MRC-5) vijabilitet
utvrden MTT testom znacajno (p=0,048) razlikovao samo posle 48h inkubacije u kontroli
iuzorcima sa prisutnim dentalnim legurama. Kao §to su pokazali rezultati Mann-Whitney
U-testa (tabela 26), ta razlika je nastala zbog znacajne razlike izmedu kontrolnog uzorka i
svih ostalih uzoraka, kao i uzorka sa W8 u odnosu na uzorke D1, D8 i W1. Posle 24h
inkubacije znacajno se razlikovao broj zivih ¢elija u kulturi sa prisutnim uzorkom legure W1
prema vijabilitetu u kontrolnom uzorku i kod ¢elija gajenih u prisustvu D4. Na kraju
inkubacionog perioda od 72h vijabilitet ¢elija u kontrolnoj grupi bio je znacajno veéi nego u
uzorcima D1, W4 i W8, a znacajno se razlikovao i u uzorcima sa prisutnim uzorcima
legura D8 i W8.
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Na ucesc¢e zivih ¢elija u kulturi najvise je uticao broj topljenja i livenja legure
Dentalit C posle 24h (p=0,061), a najmanje posle 48h (p=0,875), tabela 26. Efekat broja
topljenja i livenja legure Wiron 99 na vijabilitet ¢elija najjace se ispoljio posle kultivacije
od 48h (p=0,099), a najslabije posle 72h (p=0,430).

Tabela 26. Rezultati Kruskal Wallis-ove analize varijanse za poredenje vijabiliteta
¢elija primarnih humanih fibroblasta (MRC-5) inkubiranih 24, 48 i 72h
u prisustvu razlicitih uzoraka legura, na osnovu rezultata MTT testa

Vreme L p (nivo
inkubacije Ispitivani uzorak H-vrednost znadajnosti)

K,D1,D4,D8,W1,W4 i W8 8,080 0,232

24h D1,D4iD8 5,600 0,061
W1, W4iW8 2,084 0,353
K,D1,D4,D8,W1,W4i W8 12,675 0,048*

48h D1,D41D8 0,267 0,875
W1, W4iW8 4,622 0,099
K,D1,D4,D8,W1,W4 i W8 8,823 0,184

72h D1,D4i1D8 1,156 0,561
W1, W4iW8 1,689 0,430

p>0,05 razlika nije znacajna, 0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*)

Tabela 27. Nivoi znacajnosti razlika vijabiliteta ¢elija primarnih humanih fibroblasta
(MRC-5), na osnovu MTT testa, nakon perioda inkubacije od 24, 48 i 72h
legura Dentalit C 1 Wiron 99, topljenih i livenih jedan, Cetiri i osam puta,
na bazi Mann-Whitney U-testa

Vreme | Ispitivani
inkubacije | uzorci D1 D4 D8 Wl W4 W8
K 0,1266 | 0,2752 0,3758 0,0495%* 0,5127 0,5127
Dl 0,1266 0,5127 0,5127 0,2752 0,2752
24h D4 0,1266 0,0495* 0,2752 0,5127
D8 0,2752 0,5127 0,5127
W1 0,2752 0,1840
W4 0,8273
K 0,0495% | 0,0495* |  0,0495* 0,0495* 0,0495* 0,0495*
D1 0,5127 0,8273 0,5127 0,8273 0,0495%
48h D4 0,8273 0,0495 0,5127 0,5127
D8 0,5127 0,8273 0,0495%*
W1 0,5127 0,0495*
W4 0,1266
K 0,0495% | 0,5127 0,1266 0,1266 0,0495* 0,0495*
D1 0,2752 0,8273 0,8273 0,8273 0,5127
D4 0,5127 0,2752 0,2752 0,1266
72h D8 0,3758 0,8273 0,0495*
W1 0,8273 0,2752
W4 0,2752

p>0,05 razlika nije znac¢ajna, 0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*)
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Na osnovu rezultata Friedman-ove analize varijanse (tabela 28) utvrden je
statistiCki znacajan (p=0.049) uticaj duzine inkubacije na vijabilitet ¢elija u kontrolnom
uzorku i uzorku D8. Rezultati pojedinacnog Wilcoxon-ovog testa ekvivalentnih parova

ne ukazuju na znacajnu promenu ucesSca zivih ¢elija izmedu dva perioda inkubacije.

Zakljucci na bazi rezultata ova dva testa nisu saglasni. To se moze objasniti
¢injenicama da su nivoi znacajnosti Friedman-ove analize varijanse vrlo blizu grani¢nog,
da su uzorci mali i da su podaci u njima homogeni (¢,,<30%). S obzirom na homogenost

podataka samo u ova dva uzorka za njihovu analizu je bolje koristiti parametarsko testiranje.

Prema parametarskom modelu analize varijanse za ponovljena merenja razlike u

vijabilitetu utvrdenom prilikom tri merenja su jos znacajnije (p<0,009).

Rezultati za t-test za zavisne uzorke govore da se vijabilitet ¢elija u kontrolnom
uzorku posle 48h inkubacije vrlo znacajno razlikovao u odnosu na vrednosti posle 24h
(p=0,002) 1 72h (p=0,004), dok je razlika vijabiliteta ¢elija posle 24h i posle 72h statisticki
znacajna (p=0,044). U prisustvu uzoraka legure Dentalit C postignut je statisticki znacajno
razli¢it (p=0,028) vijabilitet ¢elija u toku kultivacije od 48h 1 72h.

Tabela 28. Rezultati testiranja razlika, na osnovu MTT testa utvrdenog vijabiliteta ¢elija
primarnih humanih fibroblasta (MRC-5) u kontroli i u kulturi i1 u prisustvu uzoraka
dentalnih legura Dentalit C i Wiron 99, topljenim i livenim jedan, Cetiri i osam puta,

u razli¢itim inkubacionim periodima

Friedman-ova Wilcoxon-ov test ekvivalentnih parova
Ispitivani ANOVA 24h/48h 24h/72h 48h/72h
uzorak 1 P Z P Z P Z P

K 6,000 0,049* 1,604 0,109 1,604 0,109 1,604 0,109
D1 4,667 0,097 1,604 0,109 0,535 0,593 1,604 0,109
D4 0,666 0,717 1,069 0,285 1,069 0,285 0,535 0,593
D8 6,000 0,049* 1,604 0,109 1,604 0,109 1,604 0,109
Wi 4,667 0,097 1,604 0,109 1,069 0,285 1,604 0,109
W4 4,667 0,097 1,604 0,109 0,000 1,000 1,604 0,109
W8 2,667 0,264 0,535 0,593 1,604 0,109 1,604 0,109

p>0,05 razlika nije znacajna, 0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*)
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5.5.2.2. Rezultati ispitivanja vijabiliteta pomo¢u MRC-5 ¢elija testom kisele fosfataze

Obzirom na ograni¢enu pouzdanost MTT testa, MRC-5 ¢elije su kultivisane u
trajanju od 24, 48 1 72h, a vijabilitet je evaluiran alternativnim testom za detekciju

vijabiliteta - testom kisele fosfataze

Uopsteno, za razliku od 1929 ¢elija, u kulturama MRC-5 ¢elija kultivisanih 24h u
prisustvu uzoraka ispitivanih dentalnih legura, nije postojala razlika u odnosu na vijabilnost
relevantne kontrole. U narednih 24h kultivacije primecuje se statisticki znacajno smanjenje
u broju vijabilnih MRC-5 ¢elija izloZzenih uzorcima Ni-Cr legure (Wiron 99), kao 1 Co-Cr
legure (Dentalit C), slika 29. Po isteku 72h, medutim, primetan je kontinuitet u padu broja
vijabilnih primarnih fibroblasta u prisustvu uzoraka Ni-Cr legure (Wiron 99), a efekat je
intenziviran sa povecanjem broja topljenja i livenja (slika 29). Nasuprot tome, nakon ne
velikog, ali statisti¢ki znac¢ajnog pada vijabiliteta u kulturama izlozenim delovanju uzoraka
Co-Cr (Dentalit C) nakon 48h, prezivele ¢elije nastavljaju neometano da se dele, te je i
evidentno da je njihov proliferativni potencijal u poslednjih 24h kultivacije potpuno uporediv
sa onim koji se uocava u kontrolama. Proliferacioni kapacitet ¢elija kultivisanih na
uzorcima Ni-Cr (Wiron 99) legure znatno je nizi u poredenju sa kontrolnim uzorkom, $to
moze biti uzrokovano gubitkim deobnog kapaciteta ovih ¢elija, ali i manjim brojem ¢elija

koje proliferisu.
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Slika 29. Efekat uzoraka ispitivanih dentalnih legura D1, D4, DS, W1, W4 1 W8
na MRC-5 ¢elije testom kisele fosfataze
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Statisticka obrada podataka dobijenih testom kisele fosfataze

Sa produzetkom vremena kultivacije povecavao se vijabilitet ¢elija u svim
uzorcima. Posle kontrole najveci porast je bio u prisustvu uzorka D8, a najmanji u

prisustvu uzorka W8 (tabela 29). Podaci za sve uzorke su bili homogeni (c,<30%), pa su

analizirani na bazi parametarskih testova.

Tabela 29. Osnovni statisticki pokazatelji vijabiliteta ¢elija primarnih humanih
fibroblasta (MRC-5) odredeni testom kisele fosfataze, za razliCite periode inkubacije

Vreme Ispitivani Br.ponav. | Aritmeticka Stand. Koeficijent Stand.
inkubacije uzorak (n) sredina Devijacija varijacije (¢v u %)|  Gregka

K 3 0,732 0,008 1,105 0,005

D1 3 0,698 0,017 2,415 0,010

D4 3 0,713 0,026 3,578 0,015

24h D8 3 0,707 0,004 0,589 0,002
A 3 0,693 0,006 0,916 0,004

W4 3 0,666 0,054 8,149 0,031

W8 3 0,685 0,032 4,643 0,018

K 3 1,730 0,014 0,818 0,008

D1 3 1,230 0,140 11,399 0,081

D4 3 1,384 0,039 2,837 0,023

48h D8 3 1,385 0,059 4,274 0,034
A 3 1,373 0,101 7,338 0,058

W4 3 1,294 0,191 14,773 0,110

W38 3 1,288 0,114 8,822 0,066

K 3 2,605 0,063 2,429 0,037

DI 3 2,187 0,096 4,368 0,055

D4 3 2,104 0,014 0,649 0,008

72h DS 3 2,363 0,279 11,795 0,161
W1 3 2,283 0,239 10,480 0,138

W4 3 1,972 0,275 13,928 0,159

W8 3 1,402 0,038 2,710 0,022

U cilju utvrdivanja zavisnosti vijabiliteta ¢elija od uticaja uzoraka dentalnih legura
1 perioda inkubacije eksperimentalni rezultati su analizirani modelom kombinovane
dvofaktorske analize varijanse. Dobijeni rezultati (tabela 30) ukazuju da se prosecan
vijabilitet ¢elija izmedu sedam ispitivanih uzoraka, kao i za razli¢ito vreme trajanja
inkubacije vrlo znacajno razlikuje (p<0,001). Takode, razlike u broju zivih ¢éelija nastale
pod dejstvom interakcije faktora uzorak i faktora vreme inkubacije su statisticki vrlo
znacajne (p<0,001). Na osnovu vrednosti parcijalnog eta kvadrata moze se zakljuciti da
posmatrani faktori i njihova interakcija imaju jak uticaj (82-99%) na vijabilitet ¢elija

primarnih humanih fibroblasta (MRC-5) odreden testom kisele fosfataze.
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Tabela 30. Rezultati kombinovane dvofaktorske analize varijanse vijabiliteta celija
primarnih humanih fibroblasta (MRC-5) odredenog testom kisele fosfataze

[zvor varijabiliteta Stepeni slobode F p Parcijalni eta kvadrat
Uzorak 6 10,602 | <0,001** 0,820
Vreme inkubacije 2 1086,599 | <0,001** 0,987
Uzorak x vreme inkubacije 12 12,438 | <0,001%* 0,842

p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Tek posle 48h od pocetka eksperimenta, prosecan vijabilitet ¢elija primarnih
humanih fibroblasta (MRC-5) odreden testom kisele fosfataze, statisticki vrlo znacajno
se razlikovao izmedu svih ispitivanih uzoraka posmatranih istovremeno (tabela 31,
p=0,002), kao i kasnije (p<0,001). Razlike izmedu prosecnog broja zivih ¢elija u kulturama
u kojima su bili prisutni ispitivani uzorci legure Dentalit C nisu bile znacajne do kraja
eksperimenta. Uzorci u kojima je koriS¢ena legura Wiron 99 nisu se znacajno razlikovali
po broju zivih ¢éelija u prva dva dana. Medutim, na kraju treceg dana, razlike su bile vrlo
znacajne (tabela 31). Pri tom, utvrden je vrlo znacajan efekat ponavljanja livenja legure

Wiron 99, ve¢ posle 48 Casova, §to nije slucaj sa legurom Dentalit C.

Tabela 31. Rezultati analize varijanse vijabiliteta ¢elija primarnih humanih fibroblasta
(MRC-5) odredene testom kisele fosfataze za razlicite grupe ispitivanih uzoraka,
pri razli¢itoj duzinu izloZenosti uzoraka dejstvu ispitivanih dentalnih legura i kontrole

Vreme o p (nivo Parcijalni
inkubacije Ispitivani uzorak F-vrednost znadajnosti) | eta kvadrat
K,D1,D4,D8, W1,W4i W8 1,873 0,156 0,445
24 Casa DI1,D4iD8 0,517 0,621 0,147
W1, W4i W8 0,451 0,657 0,131
K,D1,D4,D8,W1,W4 i W8 6,680 0,002** 0,741
48 ¢asova | D1, D4 1iD8 2,887 0,132 0,490
W1, W4T W8 0,340 0,725 0,102
K,D1,D4,D8 W1,W4 1 W8 13,400 <0,001%* 0,852
72 Casa DI1,D4iD8 1,811 0,242 0,376
W1, W4iWs8 13,388 0,006** 0,817

p>0,05 razlika nije znacajna, p<0,01 razlika je vrlo znaCajna (**)

Posle 24h inkubacije prosecan broj zivih ¢elija gajenih u prisustvu dentalne legure
W4 bio je znacajno (p=0,048) nizi od vijabiliteta u kulturi sa prisutnom legurom D4 i vrlo
znacajno (p=0,009) nizi u odnosu na kontrolu (tabela 32). Na kraju drugog dana kultivacije
vijabilitet ¢elija u kontrolnom uzorku bio je vrlo znacajno veci nego u uzorcima sa prisutnim

ispitivanim dentalnim legurama. Posle 72h prosecan vijabilitet ¢elija kultivisanih u kontrolnoj
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grupi nije se statisticki znac¢ajno razlikovao od vijabiliteta u uzorku u kojem je koris¢en

uzorak D8. Suprotno kontrolnom uzorku, broj zivih ¢elija kultivisanih u prisustvu legure

W28 bio je vrlo znacajno manji u odnosu na ostale uzorke. Na kraju tre¢eg dana utvrdena je i

statisticki znacajna razlika u broju zivih MRC-5 ¢elija izmedu uzoraka D8 i W4.

Tabela 32. Nivoi znacajnosti razlika vijabiliteta ¢elija primarnih humanih
fibroblasta (MRC-5) utvrdenim testom kisele fosfataze pri razli¢itom trajanju
inkubacije u kontrolnom uzorku i uzorcima legura Dentalit C i Wiron 99,
topljenih i livenih jedan, Cetiri i osam puta, na bazi t-testa

Vreme Ispitivani
inkubacije uzorci D1 D4 D38 Wi W4 W8
K 0,149 0,407 0,284 0,101 0,009** 0,049
D1 0,513 0,687 0,822 0,157 0,542
24h D4 0,799 0,383 0,048** 0,216
D8 0,532 0,077 0,317
Wi 0,226 0,698
W4 0,399
K <0,001** 0,002%* 0,002%* 0,001%* <0,001** <0,001*
D1 0,109 0,107 0,134 0,489 0,531
4%h D4 0,991 0,904 0,333 0,303
D8 0,895 0,328 0,298
W1 0,393 0,359
W4 0,948
K 0,013* 0,004** 0,122 0,045* 0,001** <0,001%*
D1 0,583 0,248 0,523 0,165 <0,001*
79h D4 0,099 0,243 0,381 <0,001*
D8 0,590 0,018* <0,001%*
Wil 0,052 <0,001*
W4 0,002%**

p>0,05 razlika nije znacajna, 0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Na osnovu rezultata analize varijanse za vezana merenja (tabela 33), broj zivih éelija

u svim uzorcima vrlo znacajno se razlikovao izmedu 24, 48 1 72h kultivacije. U kontrolnom

uzorku, kao i u svim uzorcima u kojima su koris¢ene dentalne legure, posle 48h kultivacije

vijabilitet ¢elija je bio znacajno ili vrlo znacajno ve¢i u odnosu na vijabilitet ¢elija nakon

24h, a nakon 72h sve razlike u vijabilnosti ¢elija bile su statisticki vrlo znacajne. [zmedu

48h 1 72h kultivacije znacajno ili vrlo znacajno je promenjen vijabilitet ¢elija u svim

uzorcima, osim kod uzorka W8.
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Tabela 33. Rezultati testiranja razlika prose¢nih vrednosti ispitivanja vijabiliteta ¢elija
testom kisele fosfataze na primarnim humanim fibroblastima (MRC-5),
pri razli¢itoj duzini inkubacije uzoraka ispitivanih dentalnih legura,
razli¢it broj puta topljenih i livenih i kontrole

o ANOVA za vezana t-test za vezana merenja
Ispitivan merenja 24h/48h 24h/72h 48h/72h
uzorak F b t D t b t P

K 1675,710 <0,001** -77,799 <0,001** -57,903 <0,001%** -19,883 0,003
D1 265,226 <0,001** -6,609 0,022* -31,630 0,001** -14,793 0,005
D4 1247,12 <0,001** -18,619 0,003** -78,713 <0,001%** -26,868 0,001
D8 97,717 <0,001** -21,166 0,002** -10,416 0,009%* -7,675 0,017
Wl 98,845 <0,001** -11,508 0,007** -11,219 0,008** -7,418 0,01¢
W4 79,579 0,001 -7,668 0,017* -10,164 0,010* -7,169 0,01¢
W8 126,450 <0,001%* -9,604 0,011* -23,496 0,002%* -2,452 0,13

zoraka ispitivanih dentalnih legura, razli¢it broj puta pretopljenih i kontrole
p>0,05 razlika nije znacajna, 0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

5.5.3. Rezultati testova za ispitivanje vijabiliteta na PBMC

Kako se moze oc¢ekivati da u odgovoru na dentalni materijal uzmu ucesce i ¢elije
imunskog sistema, te i da iste u odredenom trenutku mogu do¢i u kontakt sa njim, analiziran

je uticaj ovih materijala na vijabilnost mononklearnih ¢elija periferne krvi zdravog donora.
5.5.3.1. Rezultati testova za ispitivanje vijabiliteta na PBMC testom Kkisele fosfataze

Nakon §to su izolovane iz krvi zdravog donora, ove ¢elije su izlozene uticaju
dentalnih materijala u trajanju od 24 i 48h, a njihov vijabilitet je odredivan testom kisele
fosfataze. Ove celije su niskoproliferativne u odsustvu spoljasnjeg stimulusa Cesto ulaze
u spontanu apoptozu pri prolongiranoj inkubaciji, tako da je njihova vijabilnost merena u
manjem vremenskom opsegu u odnosu na predasnje tipove ¢elija. Obzirom da je uticaj
materijala na proliferativni potencijal ¢elija pod ovakvim okolnostima nemerljiv, rezultati
su predstavljeni kao procenat kontrole. Kako se jasno vidi na slici 30, nije postojala
znacajna razlika u vijabilnosti ¢elija tokom prvih 24h kultivacije u prisustvu svih ispitivanih
uzoraka dentalnih legura (slika 30) u poredenju sa kontrolom. Nakon 48h, statisti¢ki znacajan

pad u broju zivih ¢elija u kulturi uo€en je samo u prisustvu uzorka W8 (slika 30).
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Slika 30. Efekat uzoraka ispitivanih dentalnih legura D1, D4, D8, W1, W4 i W8
na PBMC ¢celije detektovan testom kisele fosfataze
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Statisticka obrada podataka dobijenih testom kisele fosfataze

W8

Broj zivih mononuklearnih ¢éelija periferne krvi (PBMC) utvrdenim testom kisele

fosfataze smanjen je u svim ispitivanim uzorcima sa produzetkom vremena inkubacije od

24h na 48h (tabela 34). Podaci dobijeni za pojedinane uzorke su bili homogeni (¢,,<30%),

pa su analizirani parametarskim statistickim testovima.

Tabela 34. Osnovni statisticki pokazatelji vijabiliteta mononuklearnih ¢elija periferne
krvi (PBMC) utvrdenim testom kisele fosfataze, izlozenih dejstvu dentalnih legura
Dentalit C i Wiron 99 u trajanju od 24 i 48h

Vreme Ispitivani | BI-ponav.|  Aritmeticka Standardna Koeficijent Standardna
inkubacije uzorak (n) sredina devijacija varijacije (%) greska
K 3 2,682 0,258 9,619 0,149
D1 3 2,630 0,249 9,457 0,144
D4 3 2,862 0,070 2,442 0,040
24h D8 3 2,913 0,197 6,773 0,114
Wl 3 2,631 0,188 7,146 0,109
w4 3 2,726 0,069 2,518 0,040
W8 3 2,440 0,076 3,127 0,044
K 3 2,258 0,308 13,645 0,178
D1 3 1,872 0,150 8,011 0,087
D4 3 2,023 0,031 1,554 0,018
48h D8 3 1,915 0,155 8,116 0,090
W1 3 1,998 0,009 0,450 0,005
w4 3 2,026 0,102 5,024 0,059
W8 3 1,627 0,125 7,707 0,072
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Uticaj koris¢enih uzoraka legura i duzine njihovog dejstva analiziran je modelom
kombinovane analize varijanse. Na osnovu dobijenih rezultata (tabela 35) moze se
zakljuciti da se broj vijabilnih mononuklearnih ¢elija periferne krvi (PBMC) utvrdeno
testom kisele fosfataze vrlo znacajno (p=0,002) razlikovao izmedu uzoraka, kao i za
razli¢ito vreme inkubacije (p<0,001). Uticaj interakcije posmatranih faktora nije
prouzrokovao statisticki znacajne razlike (p=0,266) vijabiliteta izmedu uzoraka. U skladu
sa navedenim, parcijalni eta kvadrat ukazuje na vrlo visok stepen zavisnosti vijabiliteta
mononuklearnih ¢elija periferne krvi (PBMC) od faktora uzorak legure (73%) i faktora

vreme inkubacije (92%).

Tabela 35. Rezultati kombinovane dvofaktorske analize varijanse
vijabiliteta PBMC odredene testom kisele fosfataze

Izvor varijacija Stepeni slobode F b Parcijalni eta kvadrat
Uzorak legure 6 6,303 0,002 0,730
Vreme inkubacije 1 169,569 <0,001** 0,924

Uzorak x vreme
inkubacije

p>0,05 razlika nije znacajna, p<0,01 razlika je vrlo znaCajna (**)

6 1,444 0,266 0,382

Dalje je izvrSena analiza razlike vijabiliteta izmedu svih kolonija i uzoraka sa
prisustvom iste dentalne legure metodom jednofaktorske analize varijanse (tabela 36).
Dobijeni rezultati ukazuju da se prosecan vijabilitet mononuklearnih ¢elija periferne krvi
(PBMC) statisticki znacajno ne razlikuje kod ispitivanih uzoraka i kontrole posle 24h
inkubacije (p=0,083), a da se vrlo znac¢ajno razlikuje posle 48h inkubacije (p=0,009).
Takode, vijabilitet PBMC u prisustvu uzoraka legure Dentalit C razlicit broj puta livene
ne menja se statisticki znacajno (p=0,225) posle 24h inkubacije, kao ni posle 48h
(p=0,380). Prosec¢ne vrednosti vijabiliteta ¢elija posle 24h inkubacije u prisustvu uzoraka
legure Wiron 99 topljene i livene razli¢it broj puta ne razlikuju se statisti¢ki znac¢ajno
(p=0,073). Medutim, prolongiranjem inkubacije do 48h dolazi do statisticki vrlo znacajnih
razlika u prosecnim vrednostima vijabiliteta ¢elija, zavisno od broja topljenja i livenja
prisutne legure Wiron 99 (p=0,003). Prema vrednostima eta kvadrata na broj zivih ¢elija
slabiji uticaj je ispoljilo prisustvo uzoraka legure Dentalit C (39% i 28%), nego legure
Wiron 99 (58% 1 85%). Takode, sa produzetkom vremena inkubacije uticaj legure Dentalit C
slabi, a legure Wiron 99 jaca (tabela 36).
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Tabela 36. Rezultati analize varijanse za poredenje razlicitih grupa uzoraka
mononuklearnih ¢elija periferne krvi (PBMC), pri razli¢itom periodu
inkubacije 1 prisustvu uzoraka dentalnih legura i kontrole

Vreme L P Parcijalni eta
inkubacije Ispitivani uzorak F-vrednost (nivo znadajnosti) kvadrat
K,D1,D4,D8,W1,W4i W8 2,405 0,083 0,508
24h D1,D4iD8 1,936 0,225 0,392
W1, W41 W8 4,164 0,073 0,581
K,D1,D4,D8,W1,W4i W8 4,551 0,009** 0,661
48h D1,D4iD8 1,142 0,380 0,276
W1, W41W8 17,078 0,003** 0,851

p>0,05 razlika nije znacajna, 0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Nakon 24h dejstva ispitivanih uzoraka legura, statisticki vrlo znacajno (p=0,005)
se razlikovao vijabilitet mononuklearnih ¢elija periferne krvi (PBMC) samo u uzorcima
u kojima su koris¢ene legure topljene i livene osam puta (tabela 37). Isti uticaj (p=0,995)
imale su legure livene jedanput. Povecavanjem broja livenja legura povecéavala se razlika
izmedu uticaja legura Dentalit C i Wiron 99 na vijabilitet ¢elija.

Znacajnost uticaja ispitivanih uzoraka posle 48h rezultat je razlike vijabiliteta ¢elija
u kontroli i uzoraka legura D1, D8 i W8, kao i razlike u uticaju uzorka W8 u odnosu na
sve ostale ispitivane uzorke dentalnih legura, osim na uzorak D1 (tabela 37).

Posle 48h kultivacije u prisustvu uzorka legure W8 vijabilitet ¢elija je znacajno
nizi u poredenju sa vijabilitetom ¢elija izloZenih uticaju W1 (p=0,011 ) i W4 (p=0,007).

Tabela 37. Nivoi znacajnosti razlika vijabiliteta mononuklearnih ¢elija periferne krvi
(PBMC) utvrdenim testom kisele fosfataze pri razli¢itom trajanju inkubacije
u kontrolnom uzorku i uzorcima legura Dentalit C i Wiron 99, livenih jedan,
Cetiri 1 osam puta, na bazi t-testa

_Vreme | Ispitivani | D4 D38 W1 W 4 W8
inkubacije | uzorci
K 0,722 0,234 0,132 0,727 0,768 0,114
Dl 0,130 0,070 0,995 0,518 0,208
24h D4 0,727 0,132 0,361 0,011*
D8 0,071 0,215 0,005%*
Wi 0,522 0,206
W4 0,067
K 0,009** 0,085 0,017* 0,059 0,089 <0,001**
Dl 0,253 0,738 0,337 0,244 0,074
48h D4 0,410 0,847 0,979 0,007%*
D8 0,525 0,396 0,039*
Wil 0,826 0,011*
W4 0,007%*

p>0,05 razlika nije znacajna, 0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*), p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)
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Prema rezultatima t-testa za vezane uzorke (tabela 38) u odnosu na vrednosti nakon
24h inkubacije, posle 48h inkubacije znacajno je opao (smanjen) vijabilitet ¢elija u prisustvu
svih uzoraka legura, a u kontroli nije.

Tabela 38. Rezultati testiranja uticaja duzine inkubacije u prisustvu uzoraka ispitivanih

dentalnih legura na vijabilitet ¢elija odreden testom kisele fosfataze za mononuklearne
¢elije periferne krvi (PBMC), pomocu t-testa za vezane uzorke

Ispitivani uzorak t-vrednost p (nivo znacajnosti)
K 1,412 0,293
DI 9,945 0,010%
D4 35,607 0,001%*
D8 5,274 0,034*
Wil 5,602 0,030*
W4 8,033 0,015*
W8 12,052 0,007**

p>0,05 razlika nije znacajna
0,01<p<0,05 razlika je znacajna (*)
p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

U celini, navedeni rezultati jasno ukazuju na to da su Ni-Cr legure (Wiron 99)
ispoljili jacu toksi¢nost na primarnim ¢elijama, te i da je ovaj efekat bio proporcionalan
broju topljenja i livenja. Dalje, osetljivost mononuklearnih ¢elija periferne krvi manja je

u poredenju sa primarnim humanim fibroblastima.

5.5.4. Rezultati odredivanja prisustva ¢elijske smrti dvostrukim
aneksin-propidijum jodid bojenjem

S obzirom na ¢rnjenicu da se kultivacija MRC-5 i PBMC ¢elija u prisustvu uzoraka
dentalnih legura odrazila na vijabilnost ¢elija, bilo je od interesa precizirati koji uzroci su
doveli do citotoksicne manifestacije. U tu svrhu, navedeni tipovi ¢elija su inkubirani sa
uzorcima dentalnih legura 48h, a zatim je analizirano prisustvo rano apoptoti¢nih Celija
oznacenih kao Ann+PI- i nekroti¢nih ¢elija oznac¢enih kao Ann+PI+, pomocu proto¢ne
citofluorimetrije. Povecan broj rano apoptoti¢nih i nekroti¢nih ¢elija u kulturama MRC-5 i
u PBMC ¢elija (slika 31A 1 31B) koje su bile izlozene uticaju D1, D4, D8 1 W1, W4, W8
uocen je nakon 48h kultivacije. U skladu sa predasnjim rezultatima, prisustvo umiruéih ¢elija
bilo je izrazenije kod Ni-Cr uzoraka (W1, W4, W8) u poredenju sa D uzorcima. Paralelno,
zastupljenost ¢elija oznacenih kao apoptoti¢ne i nekroti¢ne pozitivno je korelirala sa brojem
topljenja i livenja kod W uzoraka (slika 31A 1 31B).
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Dobijeni rezultati su ukazali da je indukcija apoptoze u osnovi pada vijabiliteta
primarnih ¢elija uzrokovanim dentalnm materijalima. Nekroza je u ovom slucaju
najverovatnije sekundarni proces u kome su membrane apoptoticnih ¢elija u kulturi izgubile
svojstvo permeabilnosti. Akumulacija umirucih ¢elija je znacajno izrazenija kod W uzoraka

1 pozitivno korelira sa pove¢anjem broja topljenja i livenja.

Slika 31. Efekat uzoraka ispitivanih dentalnih legura D1, D4, DS, W1, W4 1 W8
na pojavu celijske smrti apoptozom (A) MRC-5, (B) PBMC
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Statisticka obrada dobijenih rezultata

Statisticka analiza rezultata prikazana je u tabeli 40. Rezultati y>-testa (y= 4122,32;
p<0,001) ukazuju da tri subpopulacije ¢elija (zive, apoptoti¢ne i nekroti¢ne) nisu bile isto
zastupljene u kontroli i kulturama MRC-5 ¢elija, koje su bile izlozene uticaju razliitih
dentalnih legura (tabela 39).

Odnos zivih, rano apoptoti¢nih i nekroti¢nih ¢elija razlikovao se vrlo znacajno
(p<0,001) u kulturama u kojima je koris¢ena legura Dentalit C livena razli¢it broj puta.
Daljom analizom odnosa po dva rasporeda ¢elija (tabela 39) utvrdeno je da se samo u prisustvu
legure Dentalit C livene jedan i Cetiri puta odnos zivih, apoptopicnih i nekroti¢nih ¢elija
nije razlikovao statisti¢ki znacajno (p=0,267).
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Uces¢e zivih, apoptoti¢nih i nekroti¢nih ¢elije vrlo znacajno se razlikovalo
(p<0,001) u kulturama MRC-5 ¢elija koje su bile izlozene uticaju legure Wiron 99 topljene
1 livene razlic¢it broj puta (tabele 39 i1 40).

Tabela 39. Rezultati testiranja razlika u zastupljenosti zivih, apoptoti¢nih i nekroti¢nih
¢elija kod primarnih humanih fibroblasta (MRC-5) i mononuklearnih ¢elija periferne
krvi (PBMC) u razli¢itim grupama uzoraka legura

MRC-5 PBMC
Uzorci 1’ p 1’ P
K, D1,D4, D8, W1, W41 WS 4122,32 <0,001** 190,825 <0,001**
DI1,D41D8 406,728 <0,001%** 624,110 <0,001**
W1, W41 W8 858,850 <0,001** 582,249 <0,001**

p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Tabela 40. Rezultati analize zastupljenosti razli¢itih subpopulacija ¢elija primarnih

humanih fibroblasta (MCR-5) i mononuklearnih ¢elija periferne krvi (PBMC),
odnosa zivih, apoptoti¢nih i nekroti¢nih

MRC-5 PBMC
Uzorak Xz p X2 P
DI 1623.446 | <0,001%* 123.249 <0,001%*
D4 1564314 | <0,001%* 43,825 <0,001%*
DS 1111284 | <0,001%* 5,936 0,051
K wi 1011,469 | <0,001%* 0,581 0,748
W4 2086,692 | <0,001%* 33,387 <0,001%*
w8 2662,666 | <0,001%* 29,291 <0,001%*
D4 2.642 0,267 23.882 <0,001%*
DS 305,224 <0,001%* 89,860 <0,001%*
DI [ Wi 584.265 <0,001%* 107,032 <0,001%*
W4 64,464 <0,001%* 28,574 <0,001%*
w8 481,016 <0,001%* 32,779 <0,001%*
DS 332,780 <0,001%* 31,617 <0,001%*
Wi 619,373 <0,001%* 34,498 <0,001%*
D4 ™ ya 91,532 <0,001%* 2,387 0,304
w8 548218 <0,001%* 2,483 0,289
W1 50,718 <0,001%* 3913 0,141
DS | w4 309,053 <0,001%* 19,010 <0,001%*
w8 383,017 <0,001%* 16,957 <0,001%*
W4 563,583 <0,001%* 25177 <0,001%*
W1 ™ wg 516,267 <0,001%* 21,633 <0,001%*
W4 | W8 218,768 <0,001%* 0,187 0,911

p>0,05 razlika nije znacajna; p<0,01 razlika je vrlo znacajna (**)

Takode, raspodela subpopulacija PBMC ¢elija u svim kulturama posmatranim
istovremeno se razlikovala statisticki vrlo znacajno (¥*=190,82; p<0,001, tabela 40), a vrlo
znacajno se razlikovalo i ucesce ove tri subpopulacije PBMC ¢elija u kulturama u kojima je
koris¢ena legura Dentalit C livena razli¢it broj puta. Broj topljenja i livenja legure Wiron 99

odrazio se vrlo znacajno na odnos zivih, apoptoti¢nih i nekroti¢nih ¢elija (tabela 40).
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Ako se rano apoptoti¢ne i nekroticne ¢elije posmatraju zajedno, onda se odnos
broja zivih prema ukupnom broju apoptoticnih MRC-5 ¢elija, kao i PBMC ¢elija, vrlo
znacajno razlikuje se u prisutvu uzoraka D1, D4 i D8, u prisustvu uzoraka W1, W41 W8
1 svim posmatranim ¢elijama (K, D1, D4, D8, W1, W4 i W8), tabela 41.

Tabela 41. Rezultati testiranja razlika u zastupljenosti zivih i umirucih celija
kod primarnih humanih fibroblasta (MRC-5) i mononuklearnih ¢elija
periferne krvi (PBMC) u razli¢itim grupama uzoraka

. MRC-5 PBMC
Uzorci 3 3
X p X p
K, D1,D4, D8, W1, W41 W8 3019,637 <0,001** 119,636 <0,001**
D1,D41D8 70,004 <0,001** 51,030 <0,001**
WI1, W4iW8 517,013 <0,001** 22,404 <0,001**

p<0,01 razlika je vrlo znac¢ajna (**)

U skladu sa dobijenim rezultatima, prisustvo umirucih ¢elija bilo je izrazenije kod
Ni-Cr legura (W1, W4, W8) u poredenju sa D uzorcima. Paralelno, zastupljenost ¢elija
oznacenih kao apoptoti¢ne i nekroti¢ne pozitivno je korelirala sa brojem topljenja i livenja
kod W uzoraka. Dobijeni rezultati su ukazali da je indukcija apoptoze u osnovi pada
vijabiliteta primarnih ¢elija uzrokovanim dentalnm materijalima. Citocidni efekat je

znacajno izrazeniji kod W uzoraka i pozitivno korelira sa brojem topljenja i livenja.

5.5.5. Rezultati merenja intracelularnog azotmonoksida (NO)
i reaktivnih kiseoni¢nih (ROS) i azotnih (RNS) jedinjenja

Jedna od najbrzih reakcija ¢elije na toksi¢ni stimulus jeste produkcija reaktivnih
kiseoni¢nih i azotnih vrsta. Hiperprodukcija ovih jedinjenja uzrokuje ozbiljna unutaréelijska
ostecenja i u krajnjoj instanci dovodi do ¢elijske smrti. Kako bi se utvrdilo da li su ROS i
RNS bar delom odgovorni za citocidni efekat dentalnih legura, odredivana je njihova
produkcija na unutarcelijskom nivou i to u prvih 24h izlaganja ispitivanim uzorcima.
Produkcija visokoreaktivnih kiseonickih (ROS) i azotnih (RNS) jedinjenja kao i koli¢ina
endogenog NO, odredivana fluoresentnim indikatorima DHR (ROS/RNS) i DAF-FM u
citoplazmi MRC-5 i PBMC bila je znacajno potencirana prisustvom uzoraka ispitivanih
dentalnih legura. Rezultati su prikazani na slici 32 i jasno ukazuju na to da je nivo produkovanih
ROS i RNS bio primetno veéi u kulturi ¢elija izloZenih uticaju Ni-Cr uzoraka (W1, W4, W8),

slika 32A i 32B. Uopste uzevsi, ranijim rezultatima pokazana toksicnost W uzoraka, kao
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1 korelacija ovog fenomena sa brojenja topljenja i livenja, u potpunosti je sinhronizovana
sa produkcijom reaktivnih jedinjenja u kvantitativnom smislu, ¢ime upucuje na zakljuc¢ak
da je u osnovi niske bioloske kompatibilnosti ovog materijala, a posebno svojstava koje

stice topljenjem i livenjem, oksidativni stres.
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Slika 32. Efekat uzoraka ispitivanih dentalnih legura D1, D4, DS, W1, W4 1 W8
na produkciju NO, ROS i RNS, (A) MRC-5, (B) PBMC

Ranijim rezultatima pokazana toksi¢nost W1, W4 i W8 uzoraka, kao i korelacija
ovog fenomena sa brojem topljenja i livenja, sinhronizovana je sa produkcijom reaktivnih
jedinjenja, Sto upucuje na zakljucak da je to u osnovi rezultat niske bioloske kompatibilnosti
ovog materijala, a posebno svojstava koje legura stice topljenjem i livenjem usled

oksidativnog stresa.
Statisticka obrada dobijenih rezultata

Grupisanje MRC-5 i PBMC ¢elija na osnovu bliskosti prema produkciji visokore-
aktivnih kiseoni¢nih (ROS) i1 azotnih (RNS) jedinjenja kao i koli¢ini endogenog NO u

citoplazmi izvr$eno je klaster analizom zasnovanom na Euclid-skim odstojanjima i Ward-ovom

metodu povezivanja (slika 33).
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Na dendrogramu koji prikazuje sli¢nost ¢elija, izdvajaju se dva klastera prema
intenzitetu fluorescence detektovane indikatorima DHR i1 DAF, u prisustvu razli¢itih uzoraka
ispitivanih dentalnih legura (slika 33). Prvi ¢ine ¢elije u kojima su bili prisutni uzorci dentalnih
legura topljeni i liveni Cetiri i osam puta, a drugi kontrola i ¢elije izloZene dejstvu legura
livenih jedanput. To ukazuje na sli¢niju reakciju ¢elija sa legurama koje nisu topljene i
livene sa kontrolom i da se sa povecavanjem broja livenja legura povecava njihova razlika

u odnosu na kontrolu prema produkciji visokoreaktivnih kiseoni¢nih i azotnih jedinjenja

1 koli¢ini endogenog NO.
35
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8 20
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Slika 33. Sli¢nost uzoraka legura Wiron 99 i Dentalit C prema fluorescentnim
indikatorima DHR i DAF u citoplazmi MRC-5

Prema vrednostima Euclid-skih distanci (tabela 42 i slika 32) najsli¢niji intenzitet
fluorescence indikatora DHR i DAF imaju kulture izloZene uticaju legure Dentalit C livene
cetiri 1 osam puta (d=0,92), zatim kulture izloZene uticaju legura Dentalit C i Wiron 99
livene jedanput (d=2,97), pa kulture izloZene uticaju legure Wiron 99 livene Cetiri i osam
puta (d=5,00). Po sli¢nosti dalje se grupiSu kulture sa prisutnim legurama Dentalit C i
Wiron 99 livenem cetiri i osam puta (slika 32; d=10,99). Kontrola se pridruzuje ¢elijama

sa D1 i W1 nanivou 12,10. Sve ¢elije se udruzuju na distanci od 32 jedinice.

Tabela 42. Euclid-ske distance izmedu ¢elija primarnih humanih fibroblasta
(MRC-5) na osnovu intenziteta fluorescence indikatora DHR i DAF

Ispitivani uzorak D1 D4 D8 W1 W 4 W 8
K 8,49 15,97 15,08 11,15 17,87 22,79

D1 12,24 11,62 2,97 11,97 16,30

D4 0,92 10,59 4,54 8,75

D8 10,13 5,08 9,53

W1 9,47 13,51

W4 5,00
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Prema intenzitetu fluorescentnih indikatora DHR i DAF u citoplazmi PBMC
grupisanje (slika 34) nije isto kao kod MRC-5. U ovom sluc¢aju najsli¢nije su ¢éelije sa
prisutnim jedanput livenim uzorcima dentalnih legura (d=1,24), zatim im se pridruzuje
kontrola na distanci od 2,14 jedinica i kultura izlozena dejstvu legure Dentalit C livene
Cetiri puta. Ova grupa celija Cini jedan klaster (slika 34). U drugom klasteru su ¢elije u
kojima su bili prisutni uzorci legura D8 i W4. Kultura u kojoj je koriS¢ena legura Wiron
99 topljena i livena osam puta ima toliko razli¢ite vrednosti indikatora DHR 1 DAF da

¢ini zaseban klaster sve do distance od 20 jedinica kada se udruzuje sa ostalim.

Sve kulture ¢elija primarnih humanih fibroblasta spajaju se u jednu grupu na distanci
od 32 jedinice, a sve kulture mononuklearnih ¢elija periferne krvi udruzuju se u jedan
klaster na distanci od 19,98 jedinica, pa se moze zakljuciti da je efekat legura i broja njihovog
topljenja i livenja na produkciju visokoreaktivnih kiseoni¢nih i azotnih jedinjenja i kolic¢inu

endogenog NO slabiji kod mononuklearnih ¢elija periferne krvi.

20

19,98

Distance
=)

4.22

w38 w4 D8 D4 Wi D1 K
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Slika 34. Sli¢nost uzoraka legura Wiron 99 i Dentalit C prema fluorescentnim
indikatorima DHR i DAF u citoplazmi PBMC

Od kontrolne kulture najvise odstupa kultura sa prisutnim uzorkom legure W8
(tabela 43). Maksimalno odstojanje izmedu dve kulture mononuklearnih ¢elija periferne

krvi je izmedu kultura sa prisutnim uzorcima legura D4 i W8.
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Tabela 43. Euclid-ske distance izmedu kolonija mononuklearnih ¢elija periferne krvi
(PBMC) na osnovu intenziteta fluorescence indikatora DHR i DAF

Ispitivani uzorak DI D4 D8 W1 W 4 W 8
K 2,01 4,49 3,66 1,83 3,18 13,12
D1 2,49 5,66 1,24 4,96 15,07
D4 8,15 3,14 7,25 17,44
D8 5,29 2,40 9,76
W1 4,12 14,31
W4 10,20
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6. DISKUSIJA

Predmet istrazivanja za ovu disertaciju proistekao je iz rezultata magistarskog rada.
Rezultati dobijeni ispitivanjem biokompatibilnosti nakon viSestrukog topljenja i livenja
Cetiri komercijalne dentalne legure, razlicitog sastava i namene, otvorili su brojna nova
pitanja. U ovoj doktorskoj disertaciji odabrane su dve dentalne legure: Co-Cr (Dentalit C)
1 Ni-Cr (Wiron 99), koje imaju istu namenu i koriste se za izradu metalokeramickih krunica
1 mostova, a u praksi su u upotrebi svakodnevno.

Na kvalitet metalokeramickih fiksnih nadoknada bitno utice kvalitet spoja izmedu
legure metala 1 keramike. Dve dentalne legure koje su testirane u ovom radu koriste se za
izradu ovakvih nadoknada i iz literature je poznato da viSestruko topljenje 1 livenje Co-Cr
1 Ni-Cr dentalnih legura znacajno utice na kvalitet metalokeramickog spoja. Sa
povecanjem broja topljenja i livenja debljina metalokeramickog spoja se smanjuje. 1z tog
razloga trajnost metalokeramicke nadoknade moze biti kompromitovana, te se viSestruko
topljenje i livenje dentalnih legura ne preporucuje, Mirkovi¢ N., M. Draginjac (92).

Trajnost fiksnih nadoknada je zahtev koji ovakve nadoknade moraju da ispune.
Na fizicko-mehanicki kvalitet protetskih radova, a to je ono Sto garantuje trajnost, uticu
mnogi faktori, medu kojima su: nacin izrade, temperatura zagrevanja i livenja, brzina
hladenja i dr., Bezzon O. L. (16). Ovi faktori uti¢u na tvrdocu, koja raste sa povecanjem
broja topljenja i livenja, na modul elasti¢nosti, koji opada sa povecanjem broja topljenja
1 livenja. Sa metalografskog aspekta, moze se tumaciti uticaj topljenja i livenja na homogenost
1 dendritnu strukturu, kao i1 na veli¢inu zrna (126). Strogo kontrolisani uslovi livenja, tj.,
ispravnost postupka topljenja i livenja treba da obezbedi homogenost izlivenih objekata 1
spreci pojavu mikroporoznosti. Naknadnom termickom obradom se postize homogenizacija
(127). Strogo kontrolisani uslovi i ispravnost postupka rada sa dentalnim legurama doprinosi
kvalitetu izradenih nadoknada, kako fizicko-mehani¢kom, tako i bioloSkom, Faria A. C. L.
(52). Rezultati navedenih radova su u saglasnosti sa rezultatima ove disertacije.

Pri radu sa dentalnim legurama, stomatoloski tehnicari su skloni da pri izboru dentalne
legure daju prednost onoj koja se lakse lije. Neki elementi, kao Sto je Be, dodaju se dentalnim
legurama kako bi im se poboljsala livnost, zanemarujuéi Stetnost Be, Palascar J. (106).
Stomatolog ima profesionalnu odgovornost pri izboru dentalnih legura, jer to direktno
determiniSe koji metali 1 u kojoj koli¢ini, pod odredenim uslovima, mogu biti otpusteni u
usnu duplju i time izazvati eventualni sistemski efekat. Problem toksi¢nosti dentalnih legura
nije vezan samo za osnovne konstituente, ve¢ i za one elemente koji su u dentalnim legurama

zastupljeni u manjoj kolicini ili u tragovima.
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U prilog tome govore i radovi koji opisuju da i redovno odrzavanje higijene zuba
pranjem cetkicom moze dovesti do otpustanja jona u usnu duplju, Molina C. et al. (93),
Nogues L. et al. (100). Wataha J. C. et al. (150) proucavali ovu pojavu na nekoliko dentalnih
legura razli¢itog sastava: Au-Pt legura, Au-Pd legura, Pd-Cu-Ga legura i Ni-Cr legura.
Uzorci ovih legura potopljeni su u bioloski medijum 7 dana, kako bi se dovelo u ekvilibrijum
otpustanje elemenata, a zatim su uzorci ¢etkani mekom cetkicom za zube brzinom od 90
poteza u minuti i silom od 200gr. Cetkanje se odvijalo u neutralnoj i blago kiseloj sredini
(pH 4), sa i bez paste za zube. Zatim su uzorci ponovo potopljeni u bioloski medijum jo$
7 dana. Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da kisela sredina i upotreba paste za zube
povecava oslobadanje elemenata iz dentalnih legura, a najvise Ni iz Ni-Cr legure ¢ak i do
30 puta. Pri drugom potapanju uzoraka u bioloski medijum u trajanju od 7 dana, otpustanje
elemenata bilo je povecano nakon ¢etkanja samo kod Ni-Cr legure, dok je u kiseloj sredini
otpustanje elemenata bilo povecano kod svih testiranih uzoraka dentalnih legura osim Au-Pd
legure. Isti autor (146) opisuje efekat pranja zuba na citotoksi¢nost dentalnih legura in
vitro. ZakljuCak ovog rada je da pranje zuba Cetkicom povecava citotoksi¢nost dentalnih

legura, ali da na to veoma mnogo utice sastav dentalne legure i uslovi pranja zuba ¢etkicom.

Na trajnost stomatoloskih radova utice i otpornost legure na koroziju. Poznata je
koroziona rezistentnost plemenitih metala. Poslednjih godina razvijaju se novi proizvodi
na dentalnom trziStu koji imaju za cilj da baznim legurama povecaju otpornost na koroziju
dodavanjem plemenitih metala Au, Pt i Ru, (110). Medutim, rezultati nisu bili zadovoljavajuéi,
jer je ovakvim postupkom dobijena heterogena struktura legure, $to nije rezultiralo

povecanjem, ve¢ smanjenjem otpornosti na koroziju.

6.1. Diskusija rezultata istrazivanja

U mnogim drzavama nizeg ekonomskog standarda, ostaci od livenja pri izlivanju
stomatoloskih radova se ne bacaju, ve¢ se ponovo tope i liju uz dodatak do 50% nove koli¢ine
legure, (122). Tako dobijeni odlivei imaju nepoznat hemijski sastav i strukturu. Na ovaj
nacin u svakom novom odlivku mogu se naci ostaci od prethodnih izlivanja koji su se
nebrojeno puta ponovo reciklirali. U ovom radu imali smo za cilj da detektujemo koje su
to promene u sastavu i strukturi vise puta topljenih i livenih uzoraka dentalnih legura, Sta
se desava sa povecanjem broja topljenje i livenja i da uporedimo dve legure, od kojih je
jedna na bazi Ni, a druga ne sadrzi Ni. Obe ispitivane legure (Wiron 99 i Dentalit C) imaju

veoma Siroku primenu u stomatoloskoj praksi.
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Obe legure u sva tri stanja, odnosno nakon odredenog broja topljenja i livenja
(prvo, cetvrto i osmo) pokazuju tipi¢nu dendritnu strukturu koja je karakteristi¢na za
komercijalne livene legure. Cak i pri malim poveéanjima se uoava da se dendritna struktura
menja u zavisnosti od broja ponovljenog topljenja i livenja. Kod Ni-Cr legure (Wiron 99)
intermetalne faze se uoCavaju po granicama zrna i u medudenritnom prostoru, a sa povecanjem
broja topljenja i livenja uoCeno je i prisustvo oksidnih ukljucaka tipa SiO Sto je posledica
topljenja u vazduhu. EDX analiza dendrita i medudendritnog prostora nije ukazala na bitne
razlike u hemijskom sastavu izmedu ove dve zone, tako da je samo na osnovu povrsinske
EDX analize u centru ispitivanih uzoraka uoceno da se smanjuje sadrzaj osnovnog elementa,
odnosno nikla. Na malu razliku u koncentraciji elemenata izmedu dendritnog i medudenritnog
prostora ukazuje i mala razlika u nivou mikrotvrdo¢e izmedu ove dve zone koja opada u
nizu 66—22—15 MPa.

Kada je u pitanju legura na bazi Co-Cr (Dentalit C), bilo je moguce pracenje razlike
u hemijskom sastavu izmedu dve zone dendrit-medudendritni prostor. Sa povecanjem broja
ponovljenog topljenja i livenja uoceno je da dolazi do homogenizacije strukture, odnosno
do smanjenja razlike u hemijskom sastavu i da je to najuocljivije za elemente Co i Mo
(tabela 2, hemijski sastav pojedinih zona), dok ostali prac¢eni elemente Cr, Fe 1 Si imaju

ranomernu (homegenu) raspodelu u analiziranim zonama.

Ova pojava se zbirno moze prikazati pomoc¢u odnosa koncentracije elemenata Co i
Mo u medudendritnom prostoru i osnovi uzoraka u zavisnosti od broja pretapanja (slika 35).
Ovakav trend ponasanja elememenata Co i Mo navodi na sumnju da bi se nakon deveteg,
odnosno desetog topljenja i livenja eleminisala razlika u hemijskom sastavu, odnosno ovaj
odnos tezi vrednosti 1. Takode se smanjuje razlika u vrednosti mikrotvrdoce izmedu dendrita
1 medudendritnm prostoru u nizu 150—140— 110 MPa (slika 35).

o Co
O Mo 9

Odnos

4 8
Broj topljenja i livenja

Slika 35. Odnos koncentracije Co i Mo u medudendritnom prostoru i osnovi
uzoraka u funkciji broja ponavljanih topljenja i livenja.
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Svako novo topljenje i livenje povlaci za sobom 1 o¢vr§éavanje, odnosno formiranje
novih zrna. Kada je temperatura topljenja i livenja ista kao $to je ovde bio slucaj, veli¢ina
novoformiranih zrna zavisi od koncentracije novoformiranih nukleusa (8). Generalno,
necisto¢e mogu da olaksaju nukleaciju zrna i smanje veli¢inu zrna, odnosno ponavljano
topljenje i livenje uslovljava povecanje makrotvrdoce, ali u ovom sluc¢aju makrotvrdo¢a
se neznatno smanjuje sa povecanjem broja topljenja i livenja. Moze se zakljuciti da osobine
mnogo vise zavise od tipa i strukture formiranih faza nego od hemijskog sastava i veli¢ine
zrna (42).

Redgenostrukturna analiza je omogucila pra¢enje promena u leguri na nano nivou.
Svako topljenje i livenje legure uslovilo je promenu u ¢vrstom rastvoru Ni (kada je u pitanju
legura Wiron 99) i ¢vrstom rastvoru Co sa dve alotropske modifikacije (Dentalit C).
Dostupnom tehnikom je uoc¢eno u strukturi samo prisustvo ¢vrstih rastvora, dok je sadrzaj

ostalih formiranih faza bio na nivou ispod granice detekcije.

Sa povecanjem broja topljenja i livenja kod legure Wiron 99 dolazi do povecanja
veli¢ine kristalita ¢ime se moZze i objasniti pojava smanjenja vrednosti makrotvrdoce kod

ove legure.

Kada je u pitanju legura na bazi Co-Cr sistema Dentalit C ponovno topljenje i
livenje menja odnos u sadrzaju dva ¢vrsta rastvora na bazi Co sa dve razliite alotropske

modifikacije.

Biokompatibilnost, kao najvazniji element koji odreduje aplikativnost i klini¢ki
potencijal dentalnih legura, utvrduje se kori§¢enjem standardizovanih testova. Znacaj in
vitro testova ogleda se u tome Sto omogucavaju neposredan kontakt ispitivanih uzoraka
sa ¢elijama, a njihov uticaj na vijabilitet se moze kvantitativno izraziti. Da bi se odredila
potencijalna toksi¢nost legura u zavisnosti od broja topljenja i livenja, preliminarna studija
je uradena na ¢elijama misjeg fibrosarkoma 1.929. Test ispitivanja vijabiliteta celija je
raden prema standardu ISO (1997.) za evaluaciju biokompatibilnosti dentalnih materijala
(13). MTT testom je merena mitohondrijalna respiracija zasejanih ¢elija koje su bile na
povrsini uzoraka ispitivanih dentalnih legura. Pomenuti test se zasniva na ¢injenici da
samo zive Celije respiriraju te i da je stoga, intenzitet ¢elijske respiracije proporcionalan
broju vijabilnih ¢elija u kulturi. Ono $to, medutim, jeste manjkavost ovog eseja je ¢injenica
sluc¢aju detektovana promena u ukupnoj respiraciji kulture ne moze dovesti u korelaciju sa

brojem zivih Celija (44). 1z tih razloga se vijabilitet odreduje jos jednim testom. Aktivnost

94



Doktorska disertacija A. Cairovié

enzima kisele fosfataze je postojana, manje varira u prisustvu toksi¢nih stimulusa u
poredenju sa ¢elijskom respiracijom te je i njen intenzitet, vizuelizovan kolorimetrijskim
testom, u ¢elijskoj kulturi proporcionalan broju zivih ¢elija. Ovo svojstvo je ¢ini pouzdanim

parametrom za evaluaciju vijabiliteta (155).

Rezultati dobijeni na 929 ¢elijama po izlaganju dentalnim legurama Ni-Cr (W1-8)
1 Co-Cr (D1-8) u trajanju od 24, 48 1 72h jasno su ukazali na neuskladenost podataka dobijenih
MTT i testom kisele fosfataze, proistekle iz ¢injenice da smanjenje mitohondrijalog disanja
vijabilnosti u poredenju sa drugim primenjenim testom. Oc¢igledno je da su L929 ¢Celije
smanjile intenzitet respiracije u odgovoru na toksi¢ni stimulus, $to je u konkretnom slucaju
prisustvo uzoraka dentalnih legura u kulturi. Ovi eksperimenti su jasno pokazali da
mitohondrijalno disanje nije pouzdan parametar za odredivanje vijabilnosti ¢elija u prisustvu
dentalnih materijala. Analizom rezultata testa kisele fosfataze dobijenim na maligno
transformisanim fibroblastima, pokazalo se da se nakon 48h kultivacije prezivele ¢elije u
znacajnoj meri adaptiraju na prisustvo Co-Cr legure (Dentalit C) i nastavljaju da se umnozavaju
te i da nije uocena povecana toksi¢nost ovog materijala u zavisnosti od broja topljenja i
livenja. Medutim, inhibitorni potencijal uzoraka Ni-Cr legure (Wiron 99) izmeren posle
48h, postao je jos uocljiviji po isteku 72h kultivacije. Ovaj efekat je manifestovan znacajnim

smanjenjem broja zivih ¢elija u kulturi srazmerno broju ponovljenih topljenja i livenja.

Dobijeni rezultati su, dalje, usmerili studiju ka ispitivanju uticaja uzoraka dentalnih
legura na kulturu primarnih fibroblasta (MRC-5) kao i mononuklearnih ¢elija periferne

krvi humanog porekla, kao najvaznijih ¢elija koje su prisutne u oralnom tkivu.

Sli¢no ¢elijama fibrosarkoma, umereno smanjenje vijabilnosti MRC-5 ¢elija izlozenih
uticaju Co-Cr (Dentali C) i Ni-Cr (Wiron 99) legura detektovano je nakon 48h. U istom
terminu, uoceno je prisustvo ¢elija Ann+/PI- ¢elija (rana apoptoza) i Ann+/PI+ (nekroza),
upucujuéi na zakljucak da je u osnovi smanjene vijabilnosti indukcija ¢elijske smrti. Apoptoza
je genetski programirana ¢elijska smrt definisana sledom dogadaja na unutaréelijskom
nivou i jasnom morfoloskom transformacijom koja kulminira raspadanjem nukleusa i
formiranjem apoptotskih tela, ali ne i gubitkom permeabilnosti membrane. Jedan od najranijih
dogadaja u apoptozi jeste izvrtanje membranskih fosfatidil-serina, tako da oni menjaju
svoju orijentaciju sa unutrasnje ka spoljasnjoj strani (47). Bioloski smisao ovog fenomena
je u tome da se olaksa eliminacija umirucih ¢elija iz tkiva fagocitozom, zahvaljujuéi
prepoznavanju upravo ovih molekula od strane ¢elija-fagocita (51). Medutim, u ¢elijskoj

kulturi ova faza ne postoji, te apoptoti¢ne Celije na kraju gube svojstvo permeabilnosti
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¢elijske membrane i1 nekrotizuju. U tom kontekstu akumulacija dvostruko pozitivnih ¢elija
pre ukazuje na sekundarnu, nego na primarnu nekrozu. Prisustvo umiruéih celija bilo je
detektabilno u svim kulturama gajenim u prisustvu dentalnih materijala, ali je vidno
dominiralo u ¢elijama izlozenim uzorcima Ni-Cr legure (Wiron 99), proporcionalno broju
topljenja i livenja. Ovaj rezultat je u skladu sa objavljenim studijama koje pokazuju visoku
citotoksi¢nost Ni-Cr legura u poredenju sa Co-Cr dentalnim legurama (67). Za razliku od
Ni-Cr (W1-8) legura, ¢elije koje su prezivele kontakt sa uzorcima Co-Cr legure (Dentalit C),
u poslednjih 24h kultivacije, pokazuju znacajnu adaptaciju na prisustvo ovog materijala,
obnavljajuéi svoj proliferativni kapacitet, koji je u potpunosti uporediv sa deobnim

kapacitetom celija gajenih u idealnim uslovima na plastici.

I kona¢no, mononuklearne ¢elije periferne krvi, koje predstavljaju vodece celije u
nespecificnom imunoloskom odgovoru na infekciju ili destrukciju tkiva, ali i pokretace
specifi¢ne imunosti, pokazale su manju osetljivost na prisustvo uzoraka dentalnih legura
u poredenju sa drugim testiranim ¢elijama. Ipak, trend potencirane toksi¢nosti uzoraka
Ni-Cr legure (Wiron 99) materijala, u skladu sa brojem topljenja i livenja, bio je evidentan
1 kod njih, $to je eksperimentalno potvrdeno povecanjem procentualne zastupljenosti ¢elija
u apoptozi nakon 48h dugog izlaganja ovom materijalu. Medutim, potrebno je imati u
vidu ¢injenicu da su ove ¢elije izolovane iz krvi zdravog donora i da je njihov proliferativni
potencijal, bez adekvatne stimulacije, u in vitro uslovima, bio ogranicen. Ovo dalje ne
isklju¢uje moguénost da bi u uslovima indukovane proliferacije, ove ¢elije pokazale
osetljivost u rangu one koja je detektovana u linijjama primarnih ili maligno transformisanih
fibroblasta.

Analiza prisustva reaktivnih jedinjenja azota i kiseonika pomocu unutarcelijskih
indikatora DHR i DAF, ukazala je na znacaj oksidativnog stresa u citotoksi¢nosti dentalnih
legura opisanih u ovoj studiji i potvrdila pozitivnu vezu izmedu njihove produkcije, ¢elijske
smrti i smanjene vijabilnosti u primarnim ¢elijama humanog porekla. Ovi eksperimenti
su jo$ jednom ukazali na toksi¢nost Ni-Cr uzoraka, potenciranu ponavljanim topljenjem
i livenjem. Dobijeni rezultati su u skladu sa podacima u literaturi koji su ustanovili
nedvosmislenu vezu izmedu stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja (ROS) od strane
jona Ni i indukcije oksidativnog stresa, $to se dovodi u vezu sa brzim gubitkom vijabilnosti

¢elija i slabljenjem potencijalnog imunskog odgovora (88, 117).

Kada se sve sagleda, ocigledno je da su rezultati ovog rada pokazali da je ponavljano
topljenje i livenje legure koja sadrzi Ni (Wiron 99) bilo klju¢ni faktor koji je prouzrokovao

toksic¢nost, a na to je ukazao i Vlahopoulos S. (137).
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Nikl je, takode, poznat po svom alergogenom potencijalu, a materijali koji u sebi
sadrze Ni pokazuju da je rizik od senzibilizacije na ovaj metal u zavisnosti od otpustanja jona
metala tokom vremena. Sa druge strane, neke studije isti¢u vecu citotoksi¢nost nasiroko
dostupnih Co-Cr legura kada se uporede sa drugim komercijalnim Ni-Cr legurama tokom
ponavljanog topljenja i livenja. Pojedini autori su u svojim istrazivanjima dokazali da je
kobalt viSe toksican od nikla, Ayad M. F. (11). U svim slu¢ajevima, oslobadanje jona i
naknadne interakcije sa okruzenjem tkiva predstavljaju slozen fenomen koji ne zavisi
samo od sastava legure, ve¢ u velikoj meri zavisi od procesa proizvodnje, tehnike topljenja,
povrsinskog sastava / morfologije, visefaznog sastava, kao i uslova lokalne sredine, kao sto
je pH i koncentracija proteina i aminokiselina, Setcos J. C. (118). Razlike u odgovorima nas
upucuju na to da su svojstva Ni razlog vece relativne citotoksi¢nosti Ni-Cr legure u odnosu
na Co-Cr leguru, koja ne sadrzi Ni. Osim tga, treba imati u vidu i elemente u tragovima,
kao 1 primese, koje mogu uticati na smanjenu biokompatibilnost dentalnih legura. Bezzon,
O. L. etal. (17) je u svom eksperimentu koristio tri kompozicije Ni-Cr legure sa razli¢itim
sadrzajem Be. Legura bez Be je koriS¢ena kao kontrola. U rezultatima autori navode da
livnost, kao 1 jacina veze metala i keramike zavise od koli¢ine Be u leguri i ova svojstva
su bila bolja kod legura sa Be, nego kod kontrolnih uzoraka bez Be. Medutim, poznat je
toksican efekat Be, te se on, bez obzira na bolju livnost i bolju vezu metala i keramike
koju obezbeduje, smatra nepozeljnim u sastavu dentalnih legura. Od velike vaznosti je i
¢injenica da tehnicari dolaze u neposredan kontakt sa ¢esticama berilijuma tokom obrade
odlivaka i poliranja, kao i sa isparenjima prilikom topljenja i livenja. Zbog kumulativnog
toksi¢nog dejstva, opasno je izlaganje ovom metalu ¢ak i u minimalnim koncentracijama.
Zbog svih ovih Stetnih uticaja, ne preporucuje se koris¢enje dentalnih legura koje sadrze

Be ni u najmanjim koli¢inama.

Iz navedenih razloga, od velikog su znacaja, kako za nauku, tako i za praksu,
detaljni eksperimenti koji bi se bavili ispitivanjem citotoksi¢nosti komercijalnih dentalnih
legura, kako bi se bolje razumele promene na nivou ¢elija i tkiva u kontaktu sa legurama,
tj. na nivou dodirne povrsine ¢elije i legure, Mc Ginley E.L. (89).

Dalje studije biokompatibilnosti trebalo bi da pokazu koliki je potencijal komercijalnih
dentalnih legura da izazovu sistemsku toksi¢nost, na Sta je ve¢ ukazao Wataha J. C. (143).

Ni je toksi¢an metal i WHO (World Health Organisation) i EPA (Environmental
Protection Agency) su definisale maksimalne dozvoljene doze koje se odnose na industrijsku
(povecanu) ekspoziciju, RfD, MCL, NOAEL (Reference Dose, Maximum Contaminant
Levels, No Observed Adverse Effect Level). Nivoi ekspozicije u svakodnevnom zivotu su
daleko manji i tolerantni nivoi (ukupni dnevni unos, duzi vremenski period koji nece izazvati

bolest) za Ni jo§ nisu definisani od strane WHO, ali ne EPA-e. Specifi¢na toksi¢nost Ni
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(ono to ga ¢ini posebnm u odnosu na druge metale) jeste njegov alergogeni potencijal
(najcesci kontaktni alergen). Alergijska reakcija je posledica direktne kutane izlozenosti
metalnim predmetima koji u sebi sadrze Ni (50). Medutim, novija istrazivanja su usmerena
na druge aspekte ispoljavanja toksi¢nosti Ni, kao Sto je oksidativni stres, koji izaziva i
neurotoksicni efekat. Oksidativni stres i mitohondrijalna disfunkcija igraju znac¢ajnu ulogu
u ispoljavanju neurotoksi¢nosti Ni. Povecana ekspozicija Ni moze dovesti do stvaranja
slobodnih radikala u razli¢itim tkivima, $to moze izazvati modifikacije u strukturi DNK
baza, povecanu lipidnu peroksidaciju, kao i poremecaje u homeostazi Ca i sulhidrilnih

grupa proteina (119).

Rezultati ovih istrazivanja su vazni ne samo za buduénost primene i proizvodnje
dentalnih legura boljih karakteristika, ve¢ i za proizvodnju Zica sa memorisanim oblikom,
koje sadrze visok nivo nikla u sebi i sve se frekventnije koriste u stomatologiji, Setcos J. C.
(117).

Iako ¢e se obe legure, na bazi kobalta i na bazi nikla, najverovatnije koristiti u
svakodnevnoj stomatoloskoj praksi u godinama koje dolaze, rezultati ovog istrazivanja
pokazuju ociglednu korelaciju izmedu ponavljanog topljenja i livenja i potencijalne

toksi¢nosti, a to su eksperimentalne ¢injenice koje ne treba zanemarivati u buducoj praksi.

98



Doktorska disertacija A. Cairovié

7. ZAKLJUCAK

Dobijeni rezultati potvrduju radnu hipotezu da vise puta topljena 1 livena dentalna
legura ima promenjenu mikrostrukturu, koja uzrokuje promenu njenih fizicko-mehanickih

svojstava 1 bioloskog kvaliteta, tj. biokompatibilnosti legure.

Najvazniji zakljucci na postavljene ciljeve su slede¢i:

1. Mikrostruktura jednom topljenih i izlivenih uzoraka ispitivanih dentalnih legura je
tipi¢na dendritna 1 pokazuje razlike u hemijskom sastavu. Dendritske grane sadrze
manje legirajucih i prate¢ih elemenata u poredenju sa medudendritnim prostorom. Za
Ni-Cr leguru karakteristi¢ne su i razli¢ite faze nepravilnog oblika u medudendritnom
prostoru.

Vijabilitet ispitivanih ¢elija u prisustvu jednom topljenih i izlivenih uzoraka Ni-Cr 1
Co-Cr dentalne legure posluZzio je kao referentna vrednost za ispitivanje vijabiliteta

¢elija u prisustvu uzoraka ispitivanih legura.

2. Prisutne su promene u dendritnoj mikrostrukturi obe ispitivane dentalne legure kao
posledica viSe ponavljanih topljenja i livenja. Detektovane su promene u ¢vrstom

rastvoru bogatom Ni kod Ni-Cr legure, kao i promene u ¢vrstom rastvoru Co-Cr legure.

3. Na osnovu rendgenostrukturne analize (XRD analiza) utvrdena je promena hemijskog
sastava (promenjeni relativni intenzitet difrakcionih maksimuma sa ravni 111fcc,
200fcc 1 220fcc 1 promenjena preferentna orijentacija kristalita) viSe puta topljene 1

livena dentalne legure u odnosu na pocetni hemijski sastav.

4. Makrotvrdoca ispitivanih dentalnih legura znacajno zavisi od vrste legure i broja livenja.
Vece vrednosti tvrdoce pokazala je Co-Cr legura u odnosu na Ni-Cr leguru. Sa povecanjem
broja livenja znacajno opada makrotvrdoca kako Ni-Cr tako i Co-Cr legure.

Sa povecanjem broja livenja znacajnije su i promene u mikrotvrdo¢i u medudendritnom
prostoru, nego u dendritu. Promene mikrotvrdo¢e u dendritnoj zoni kod ispitivanih
dentalnih legura kre¢u se u suprotnom smeru, odnosno, kod Co-Cr legure mikrotvrdoc¢a
opada, a kod Ni-Cr legure blago raste. Pri tom, intenzivnije su promene u dendritnoj

zoni 1 medudendritnom prostoru kod Co-Cr legure.
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5. Citotoksi¢nost ispitivanih lentalnih legura posle vise ponavljanih topljenja i livenja
dovodi do toksi¢nog Soka, koji se manifestuje ¢elijskom precipitacijom i konsekventnim
padom broja vijabilnih ¢éelija.

Prisustvo ¢elija u apoptozi bilo je izraZenije kod uzoraka Ni-Cr legure u poredenju sa
uzorcima Co-Cr legure. Zastupljenost ¢elija oznacenih kao apoptoticne i nekroticne
pozitivno je korelirala sa brojem topljenja i livenja.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da je indukcija apoptoze u osnovi pada vijabiliteta
¢elija uzrokovanim prisustvom ispitivanih vise puta topljenih i livenih dentalnih legura.
Citocidni efekat je znacajno izrazeniji kod uzoraka Ni-Cr legure i pozitivno korelira

sa brojem topljenja i livenja.

6. Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu promena u mikrostrukturi i citotoksi¢nosti
viSe puta topljenih i livenih dentalnih legura. Promena mikrostrukture ispitivanih den-
talnih legura uslovljava promenu njihovih bioloskih vrednosti (biokompatibilnosti). U
slozenim sistemima kao §to su Ni-Cr i Co-Cr legure razlozi promene citotoksi¢nosti
su brojni. Promena odnosa hemijskih elemenata kako osnovnih, tako i primesa, menja
odnos udela gasne poroznosti i poroznosti uslovljene skupljanjem, kao i odnos faza
koji se pojavljuju u strukturi. Takode se kao razlog promene citotoksi¢nosti moze traziti
i u pojavi oksidnih ukljucaka ¢ije je prisustvo uoceno u uzorcima legura koji su

viSestruko pretapani.

U skladu sa dobijenim zakljuccima:

- NE PREPORUCUIJE SE PRIMENA Ni-Cr DENTALNE LEGURE ZA
IZRADU FIKSNIH ZUBNIH NADOKNADA I

- NE PREPORUCUIE SE VISE PUTA PRETAPANA Co-Cr LEGURA ZA
IZRADU FIKSNIH ZUBNIH NADOKNADA.
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dentalnih legura, odbranila je 2008. godine. Aktivno je ukljucena u razne oblike obrazovne,
zdravstvene 1 nauc¢ne delatnosti. Bila je mentor za studentski rad pod naslovom:
,»Biokompatibilnost Ag-Pd legura — in vivo studija”. Od 2008. godine radi u svojstvu asistenta
za nauc¢ne oblasti Klinicke stomatoloske nauke nastavni predmeti: Mobilna stomatoloska
protetika, Fiksna stomatoloska protetika i Stomatoloska protetika pretkinika.

Ucesnik je u projektu 45012, koji finansira Ministarstvo prosvete, nauke i tehnoloskog
razvoja Republike Srbije, u programu sufinansiranja integralnih i interdisciplinarnih
istrazivanja u oblasti novi materijali i nanonauke, pod naslovom: ,,Sinteza, procesiranje i
karakterizacija nanostrukturnih materijala za primenu u oblasti energije, mehanickog
inZenjeringa, zastite zivotne sredine i biomedicine”. Autor je i koautor u 36 objavljenih
radova, bila je predavac po pozivu na 3 domaca i jednom inostranom skupu. Clan je BaSS-a
i1 SLD-a.

Govori, Cita 1 piSe engleski i nemacki jezik. Majka je dvoje dece.
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IMpuJor 1.

N3jaBa 0 ayTopcTBY

[Torrncanu-a Anexcanapa Yauposuh

Bbpoj nngexca: 168/10

HUzjaBipyjem

Jla je JOKTOpCKa IHucepTaIija Mo HaclIOBOM

YTuuaj repmuuke oopajae Ha OMOJIONIKA M MUKPOCTPYKTYPHA CBOjCTBA

V Beorpany,

ACHTAJHHX Jierypa

pe3yiTaT COICTBEHOT NCTPaKMBAYKOT pajia,
Jla IpeUIoKeHa AUCepTalyja y IeIMHHE HU Y JIeJIOBUMa HUje Ouiia ImpeioykeHa 3a
noOujame OMITO Koje TUTIIOME MpeMa CTYIHjCKAM IpoTpamMuMa JpyTux
BHCOKOIIIKOJICKHX yCTaHOBA,

Jla Cy pe3yATaTH KOPEKTHO HABEICHN U

Jla HECaM KpIIHO/Jla ayTOPCKa IpaBa U KOPUCTUO HHTEIEKTYalIHy CBOJUHY JIPYTHX
JHLA.

IMoTnuc AOKTOpaHaa




IMpuJor 2.

N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
JTOKTOPCKOT paja

Nwme n mpe3nme aytopa: Anekcanapa Yanposuh
Bbpoj nngexca: 168/10
Cryaujcku mporpam:

Hacios paza: Y THIIA] TEPMUYKe 00paje Ha OHOJIOIIKA M MUKPOCTPYKTYPHA
CBOjCTBA JECHTAJHUX Jerypa

Menrop: [Ipod. np [parocnas CramenkoBuh

[Morrucanu/a Anexcanapa Yanposuh

U3jaBibyjem ja je mrammnana Bep3rja MOT IOKTOPCKOT Pajia UCTOBETHA ETICKTPOHCKO] BEP3HjH KOjY
caMm mpeznao/na 3a 00jaBJbUBambe HAa MOpTANy JMIHTaTHOT Peno3uTopHjyMa YHUBep3UTeTa y
Beorpapny.

Jlo3BospaBaM fa ce 06jaBe MOju JTMIHU TOAAITN BE3aHU 3a JOOHjamhe aKaJeMCKOT 3Barba JJOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UME U TIPE3nuMe, TOJIMHA U MECTO pol)ema U JaTyM of0paHe paja.

OBHU JMYHU TIOAANK MOTY ce 00jaBUTH HAa MPEKHUM CTpaHUIAMa TUTHTATHEe OMOIHOTEKE, Y
CJICKTPOHCKOM KaTaJIoTy M y myOnukaiujaMa YHuBep3uTeTa y beorpany.

IoTnuc nfokTOpanga

VY beorpany,




Hpuior 3.

N3jasa o kopuuthemwy

Opnamhyjem VYHuBep3utercky Oubnnoreky ,,CBero3ap Mapkosuh™ na y Jururannu
penosuTopujymM YHuBep3uTera y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTALH]y MO HACTOBOM:

YTuuaj repMuuke o0paae Ha OMOJIOLIKA M MUKPOCTPYKTYPHA CBOjCTBA
JAEHTAJHHX Jerypa

KO0ja je Moje ayTOPCKO JIEI0.

Jucepranyjy ca cBUM NPUJIO3UMA IIPEJA0/TIa caM Y €JIeKTPOHCKOM (hOpMaTy ITOTOHOM 3a TPajHO
apXUBHpPAE.

Mojy AOKTOpPCKY AMCEpTalHjy MOXpameHy Yy JururamHu perno3uTopujyM YHUBEpP3HUTETa Y
Beorpamy Mory 11a KOpucTe CBHU KOjU MOMITY]y OIpende caapikane y ogabpaHoM THITY JIUIICHIIS
Kpearusnue 3ajeqauie (Creative Commons) 3a Kojy caM ce OJTy4qHo/Ja.
1. AytopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIHjaTHO
@AyTOpCTBO — HEeKOMepIijarHo — 0e3 mpepajie
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIUjaJIHO — AETUTH I10J UCTUM yCJIOBUMA
5. AytopctBo — 0e3 mpepaje
6. AyTOpCTBO — JEIHUTHU MO UCTUM yCIOBHMA

(MonuMo J1a 3a0KpYKUTE CaMo jeJIHY OJ1 IIeCT MOHY)eHNUX JTUIEHITH, KpaTak OIMUC JINICHIN 1aT
je Ha mosiehuHU JIuCTa).

IHornuc goxkTOopanga

VY beorpany,




