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Sazetak

OTPUSTANJE FLUORIDNIH I KALCIJEVIH IONA TE MIKROTVRDOCA
STAKLENOIONOMERNIH MATERIJALA MODIFICIRANIH BIOAKTIVNIM
STAKLOM

Cilj ovog istrazivanja bio je procijeniti utjecaj eksperimentalnih bioaktivnih stakala (BAG
i BAG-F) na otpustanje fluoridnih i kalcijevih iona, sposobnost ponovnog primitka
fluorida, mikrotvrdoéu te povrSinska 1 kemijska svojstva visokoviskoznog
staklenoionomernog cementa Fuji IX GP® (Fuji) 1 staklenohibridnog cementa Equia
Forte HT Fil® (Equia). Materijali su modificirani dodatkom BAG-a i BAG-F-a (5%).
Bioaktivna stakla karakterizirana su ICP-MS i FTIR spektroskopijom. Otpustanje
fluoridnih iona praceno je 91 dan, zatim nakon ponovnog punjenja jos 3 tjedna (n = 12).
Otpustanje kalcijevih iona analizirano je tijekom 21 dana u uzorcima s BAG-F-om u
deioniziranoj vodi i mlije¢noj kiselini (n = 10), a koncentracije su odredivane ionski
selektivnim elektrodama. Mikrotvrdo¢a (VHN) mjerena je nakon 24 sata i 7 dana (n =
10), dok su morfologija i sastav analizirani SEM-EDS metodom. Statisticka analiza
provedena je ANOVA-om, uparenim t-testom i LSD testom (o = 0,05). Modificirani
materijali pokazali su znacajno vece otpustanje fluorida; najviSe kod BAG-F skupina,
zatim BAG, a najmanje kod nemodificiranih skupina (p < 0,001). Equia materijali
otpustali su vise fluorida od Fuji (p < 0,05), uz smanjeno, ali stabilnije otpusStanje nakon
ponovnog punjenja. OtpuStanje kalcija ovisilo je o materijalu, mediju i vremenu (p <
0,001), s najviSim vrijednostima u skupini Fuji+BAG-F u mlije¢noj kiselini, dok su Equia
skupine imale niZe vrijednosti. Porast mikrotvrdoce zabiljeZen je tijekom vremena u svim
skupinama, Najve¢i VHN izmjeren je kod Fuji IX 1 Fuji+BAG. Dodatak BAG-F znacajno
je smanjio vrijednosti mikrotvrdo¢e (p < 0,05). FTIR analiza potvrdila je amorfnu
silikatnu strukturu i prisutnost fluorida u BAG-F-u, dok SEM-EDS analiza nije pokazala
prisutnost kristalnih precipitata na povrsini materijala. Dodatak BAG-a o€uvao je ili blago
poboljsao mehanicka svojstva, dok je BAG-F povecao otpuStanje iona uz smanjenje

mehanicke stabilnosti, uz ogranic¢enu bioaktivnost in vitro.
Kljuéne rijeci

bioaktivno staklo; staklenoionomerni cement; staklenohibridni cement; otpuStanje

fluorida; otpustanje kalcija; mikrotvrdoca; bioaktivnost
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Summary

FLUORIDE AND CALCIUM IONS RELEASE AND MICROHARDNESS OF
GLASSIONOMER MATERIALS MODIFIED BY BIOACTIVE GLASS

Aim: To evaluate the effect of experimental fluoride- and zinc-containing bioactive
glasses (BAG and BAG-F) on ion release behavior, mechanical properties, surface
characteristics and chemical composition of high-viscosity glass ionomer cement Fuji IX

GP® (Fuji) and glass-hybrid cement Equia Forte HT Fil® (Equia).

Materials and Methods: Fuji IX and Equia Forte were modified with 5 wt% of BAG
and BAG-F, resulting in six experimental groups. Bioactive glasses were characterized
using inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) and Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR). Fluoride (F") release was monitored over 91 days, followed
by fluoride re-release for 21 days after recharging, across six groups (n = 12). Calcium
(Ca) release was evaluated on Fuji and Equia modified by BAG-F over 21 days in distilled
water and lactic acid (LA) across eight groups (n = 10). Fluoride and calcium
concentrations were measured using ion-selective electrodes. Vickers microhardness
(VHN) was measured after 24 h and 7 days of storage in distilled water. Surface
morphology and elemental composition were analyzed using scanning electron
microscopy with energy-dispersive spectroscopy (SEM-EDS) after storage in phosphate-
buffered solution. Statistical analysis was performed using ANOVA, paired t-tests, and

LSD post hoc tests (o= 0.05).

Results: Fluoride release was significantly higher in all modified materials compared to
the original cements, with the highest ion release occurring from materials modified with
BAG-F, followed by BAG, and the lowest release from commercial materials at all time
points, both before and after recharging (p <0.001). Enhanced fluoride release was more
pronounced in Equia-based materials than in Fuji-based materials (p < 0.05). Although
fluoride re-release after recharging was lower than the initial release, it exhibited a slower
decline over time. Calcium release was significantly influenced by material type, storage
medium, and time (p < 0.001), with the highest values observed for Fuji BAG-F stored in
lactic acid, followed by Fuji BAG-F, Fuji in lactic acid, and Fuji, while Equia-based
groups showed lower overall calcium release. Fuji IX and Fuji IX+BAG exhibited the

highest microhardness values at both time points, whereas BAG-F significantly reduced
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VHN compared to unmodified materials (p < 0.05). All materials showed a significant
increase in microhardness over time (p < 0.05). FTIR confirmed the amorphous silicate
structure and fluoride incorporation in BAG-F, while SEM-EDS revealed no crystalline

precipitates on any material surface after phosphate exposure.

Conclusions: Incorporation of BAG preserved or slightly improved microhardness,
whereas BAG-F significantly enhanced fluoride and calcium ion release at the expense
of mechanical performance. The absence of crystalline precipitates indicates the absence
of bioactivity in vitro. Optimization of bioactive glass composition is essential to achieve
a balance between mechanical stability and sustained bioactivity in glass ionomer—based

restorative materials.

Keywords:
bioactive glass; glass ionomer cement; glass-hybrid cement; fluoride release; calcium

release; microhardness; bioactivity
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Popis skracenica

ANOVA

ART

ATR

BAG

BAG-F

BF

CPP-ACP

DNA

FDA

FTIR

HEMA

HF

ICP-MS

IR

ISO

LA

LSD

analiza varijance (eng. analysis of variance)

atraumatski restorativni tretman (eng. atraumatic restorative treatment)
smanjena totalna refleksija (eng. attenuated total reflectance)
bioaktivno staklo s manjim udjelom spojeva fluora i cinka

bioaktivno staklo s ve¢im udjelom spojeva fluora i cinka

tjelesna tekucina (eng. body fluid)

kazein fosfopeptid-amorfni kalcijev fosfat (eng. casein phosphopeptide-

amorphous calcium phosphate)
deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)
Agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Administration)

Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (eng. Fourier

transform infrared spectroscopy)
hidroksietil metakrilat (eng. hydroxyethyl methacrylate)
fluorovodicna kiselina (eng. hydrofluoric acid)

masena spektrometrija s induktivno spregnutom plazmom (eng.

inductively coupled plasma mass spectrometry)
infracrveno (eng. infrared)

Medunarodna organizacija za standardizaciju (eng. International

organization for standardization)
mlijecna kiselina (eng. lactic acid)

najmanja znacajna razlika (eng. the least significant difference)
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MID

PBS

SBF

SEM-EDS

SIC

TISAB

VHN

minimalno intervencijska stomatologija (eng. minimal intervention

dentistry)
fosfatni pufer (eng. phosphate-buffered saline)
simulirana tjelesna tekucina (eng. simulated body fluid)

pretrazni elektronski mikroskop sa spektroskopom za energijski
razlucujuéu rendgensku spektrometriju (eng. Scanning Electron

Microscopy with Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy)
staklenoionomerni cement (eng. glass ionomer cement)

pufer za podeSavanje ukupne ionske topljivosti (eng. total ionic solubility

adjustment buffer)

Vickersova vrijednost mikrotvrdoce (eng. Vickers microhardness

number)



1. UVOD
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1.1. Suvremeni pristup u restaurativnoj stomatologiji: uloga bioaktivnih

materijala

Svjetska zdravstvena organizacija procjenjuje da gotovo 3,5 milijardi ljudi diljem svijeta,
odnosno priblizno polovica ukupne populacije, boluje od nekog oblika oralnih bolesti,
osobito karijesa (1). Tradicionalno se u restaurativnoj dentalnoj medicini koriste
materijali poput dentalnog amalgama, kompozita i staklenoionomernih cemenata (SIC)
(2). Iako dentalni amalgam pokazuje izvrsnu mehanicku izdrzljivost, njegova uporaba je
sve viSe ograni¢ena zbog boje, izostanka adhezije na tvrda zubna tkiva i sadrzaja zive,
koja ima dokazano S$tetne ucinke na okoli§ i zdravlje ljudi (3). lako Ziva u vezanom
amalgamu nije u elementarnoj formi i dvojbena je Stetnost amalgamskih ispuna na
zdravlje ljudi (3), Europski parlament donio je zakon kojim se postupno ukida uporaba
dentalnog amalgama do 1. sije¢nja 2025., uz mogucnost odgode do 30. lipnja 2026. za
drzave koje jo$ nisu prilagodile sustave nadoknade troSkova kako bi se izbjegle

socioekonomske posljedice za osobe s niskim primanjima (4).

U kontekstu razvoja restaurativnih stomatoloskih materijala, Konvencija iz Minamate iz
2013. godine predstavlja svojevrsnu prekretnicu jer je bila osnova za zakonska rjeSenja
koja su uslijedila, a koja reguliraju postupno ukidanje dentalnog amalgama, materijala
koji u nevezanoj formi sadrzi oko 50% elementarne Zive i1 koji je desetlje¢ima bio
standard u dentalnoj restaurativnoj terapiji. Konvencija iz Minamate predloZila je devet
mjera za smanjenje uporabe amalgama, ¢ime se naglasak stavio na promicanje preventive
1 minimalno invazivne dentalne medicine, temeljene na adhezivnim materijalima (5). Taj
materijala kao Sto su staklenoionomerni cementi i kompoziti, koji se veZu za zubna tkiva
kemijski ili mikromehanicki. Bez obzira na mehanicku inferiornost staklenoionomernih
cemenata u usporedbi s kompozitnim smolama, njithova biokompatibilnost 1 ekoloSka
prihvatljivost prednosti su koje pokrecu istraZzivacke napore u smjeru poboljSanja
mehanickih svojstava (6). Takoder, karijesprotektivno djelovanje staklenih ionomera
uklapa se u globalnu politiku Svjetske zdravstvene organizacije koja naglasava potrebu
za jaCanjem prevencije karijesa 1 integracijom oralnog zdravlja u Sire zdravstvene

politike, a time potice inovacije stomatoloSkih materijala (7) .
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Minimalno intervencijska stomatologija (eng. Minimal Intervention Dentistry, MID)
predstavlja suvremeni pristup u saniranju karijesa te u fokus stavlja ocuvanje zdravog
zubnog tkiva, ranu detekciju karijesa, remineralizaciju oSteCene cakline 1 dentina te
individualizirane preventivne mjere i terapijske protokole. Minimalno invazivna terapija
ima za cilj pravodobno prepoznati i kontinuirano pratiti aktivnosti karijesnih lezija,
remineralizati zahvaéena tvrda zubna tkiva, minimalno ukloniti oste¢eno tkivo kada je
restaurativni zahvat nuzan, primijeniti biokompatibilne materijale te osigurati funkciju

prirodne denticije tijekom cijelog zivota (8).

Vaznost MID-a u kontekstu razvoja restaurativnih materijala ogleda se u potrebi za
materijalima koji nisu samo mehanicki u¢inkoviti, ve¢ 1 bioloski aktivni, adhezivni,
netoksi¢ni 1 ekoloski prihvatljivi, stoga se staklenoionomerni cementi i bioaktivni
kompoziti koji otpustaju fluorid, poticu remineralizaciju i inhibiraju djelovanje patoloskih
enzima savrseno uklapaju u filozofiju MID-a. Razvoj takvih materijala omogucuje pomak
od invazivnih zahvata i1 uporabe toksi¢nih spojeva prema preventivno orijentiranoj,
minimalno invazivnoj i odrZivoj stomatologiji. S obzirom na ograni¢enja kompozitnih
materijala, poput polimerizacijskog skupljanja, mikropropustanja, osjetljivosti na tehniku
rada te citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti monomera na kojima se temelje, u porastu je
interes za staklenoionomerne cemente (9). Kemijska adhezija na zubna tkiva,
biokompatibilnost i1 fluoridno otpustanje neke su od prednosti SIC-a. Njihov znacaj
potvrduju 1 preporuke FDI-a i uvrStavanje SIC-a na Model listu esencijalnih lijekova
Svjetske zdravstvene organizacije iz 2021. godine (10). Sukladno tomu, razvoj i primjena
SIC-a kao odrzive i ekoloski prihvatljive alternative dentalnom amalgamu postaje sve

vazniji cilj suvremene preventivne i restaurativne stomatologije.

U suvremenoj dentalnoj medicini postoji veliki interes za primjenu bioaktivnih materijala
u restaurativnim 1 rekonstrukcijskim postupcima. Vazno je istaknuti da se percepcija
pojma bioaktivnost razlikuje ovisno o primjeni pa se tako u endodontskoj 1 oralnoj
kirurgiji obi¢no odnosi na sposobnost materijala da na svojoj povrSini formira kristale
hidroksiapatita u dodiru s tkivnom teku¢inom ili drugom teku¢inom koja sadrzi fosfatne
ione (11). U implantologiji se bioaktivnost odnosi na potencijal nekih materijala da

ostvare izravnu kemijsku vezu izmedu implantata i kosti. Medutim, iz bioloske
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perspektive, bioaktivnim spojevima smatraju se svi agensi, pa tako i restaurativni
materijali koji potencijalno pozitivho djeluju na zive stanice i tkiva (12). Zato se paste
koje se u preventivnoj stomatologiji koriste za remineralizaciju vanjske povrsSine cakline
nazivaju bioaktivnim pastama za zube. Restaurativni materijali koji otpustaju fluoridne
ione, poput SIC-a, mogu se smatrati bioaktivnim spojevima, ako uzmemo u obzir
adheziju na zubna tkiva i oslobadanje fluorida kao osnovu za bioaktivnost. Dakle, iako
otpuStanje iona, karijesprotektivno djelovanje i1 kemijska adhezija ne impliciraju
precipitaciju hidroksiapatitu sli¢nih kristala na povrSini materijala ni kemijsku svezu s
kosti, a §to podrazumijeva klasi¢na definicija bioaktivnosti (13), s bioloskog aspekta SIC-

1 su bioaktivni materijali.

1.2. Staklenoionomerni cementi

Staklenoionomerni cementi samoadhezivni su restaurativni materijali koje su prvi opisali
Wilson i Kent 1972. godine (14). Sadrze dvije komponente — prah i tekuéinu. Prah je po
kemijskom sastavu fluoro-aluminosilikatno staklo, a tekucina poliakrilna kiselina, koja
se moze kopolimerizirati s karboksilnom, maleinskom, tartarnom ili itakonskom
kiselinom kako bi se regulirala viskoznost i stabilnost (15). SIC se veze za strukturu zuba
putem ionskih veza i ukljucuje reakciju kelacije izmedu karboksilnih skupina poliakrilne

kiseline 1 kalcija u kristalima hidroksilapatita zuba (16).

Stvrdnjavanje SIC-a odvija se unutar 2 — 3 minute od mijeSanja kiselinsko-baznom

reakcijom koja ukljucuje sljedece faze:

1. Faza oslobadanja iona: nakon mijeSanja praha i tekuc¢ine, hidratizirani protoni
(H30") iz kiseline otapaju povrsinu staklenih &estica. Oslobadaju se SiO4*, Ca?",
Na" i F~ ioni.

2. Hidrogel faza: Ca®" osloboden u vodenom mediju reagira s poliakrilnom
kiselinom 1 stvara trodimenzionalnu umreZenu strukturu kalcijevih poliakrilnih
lanaca koji uzrokuju gelaciju 1 pocetno vezivanje cementa. U ovom trenutku
materijal ima nisku ¢vrstocu 1 gubi povrsinski sjaj.

3. Faza stvaranja soli: reakcija stvrdnjavanja nastavlja se tijekom sljedecih 24 sata.

13+

Tijekom tog vremena SiO4* formira silikagel. Sporo pokretni AI** ioni ulaze u
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vodeni medij i umreZzavaju lance poliakrilne kiseline istiskujuéi Ca>" ione. To
povecava konacnu ¢vrstocu stvrdnutog cementa.

4. Sazrijevanje: lanci poliakrilata umrezeni aluminijem i kalcijem s vremenom se
hidratiziraju apsorpcijom vode iz vodenog medija. Ovaj proces poznat je kao
maturacija. U konacnici se dobiva kompleks izvornih Cestica stakla ovijenih
silicijevim hidrogelom ugradenih u matriks kalcijsko-aluminijskih poliakrilnih

lanaca (16-19).

SIC je cement na bazi vode jer voda ¢ini 11% — 24% stvrdnutog cementa, a djeluje kao
reakcijski medij na pocetku stvrdnjavanja, dok kasnije posreduje u sporoj hidrataciji
umrezenih lanaca. Voda moze brzo isparavati tijekom pocetnih faza zbog izloZenosti
okolnom zraku. S druge strane, kontaminacija vodom tijekom ove faze moze uzrokovati

otapanje matriksa i otpustanje kalcijevih iona. Dakle, unos ili gubitak vode rezultira

Svojstva staklenoionomernog cementa slicna dentinu su modul elasti¢nosti, koeficijent
toplinskog Sirenja 1 toplinske vodljivosti. Kemijski prianja uz strukturu zuba,
biokompatibilan je i ima svojstvo oslobadanja fluorida (17,21) zbog Cega je izvrsna
zamjena za dentin. Medutim, smanjena cvrstofa, smanjena otpornost na abraziju i
neadekvatna estetika ¢ine ga inferiornim u usporedbi s kompozitnim materijalima
(17,21). SIC 1 njegove modifikacije imaju Sirok raspon primjena. Zbog vrlo niskog
skupljanja 1 toplinske kompatibilnosti sa strukturom zuba, ovi materijali koriste se kao
podloge ispod kompozita, §to je poznato pod nazivom sendvic tehnika (22). Sposobnost
vezanja za dentin ¢ak i bez uklanjanja zaostatnog sloja, bioloska kompatibilnost i
oslobadanje fluorida ¢ine ith materijalima izbora za restauraciju karijesnth zuba kod

pacijenata s visokim rizikom za razvoj karijesa (23).

Starije generacije staklenoionomernih cemenata imale su relativno loSa mehanicka
svojstva 1 slabu otpornost na troSenje uz visoku pocetnu topljivost, dok novije generacije
visokoviskoznih staklenoionomernih cemenata imaju poboljSana mehanicka svojstva 1
pruzaju vecu razinu oslobadanja fluorida u wusporedbi s tradicionalnim

staklenoionomernim cementima (24).
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1.2.1. Klasifikacija staklenoionomernih cemenata

Tradicionalno, prema Wilsonu 1 McLeanu (25), SIC se dijeli na cement za podloge, za
cementiranje 1 za ispune. Albers razlikuje osam skupina prema naCinu primjene: za
cementiranje, za ispune, metalom ojacane, cerment, kavitetne premaze, za podloge, za
pecacdenje te smolom modificirane cemente (16, 18). Hickel dijeli SIC na: konvencionalni
(stvrdnjava se acidobaznom reakcijom), visokoviskozni (povecan omjer praha u odnosu
na tekuc¢inu), metalom ojacani te smolom modificirani koji sadrze hidrofilnu organsku

matricu - HEMA (hidroksietil metakrilat, eng. hydroxyethyl methacrylate) (16,18).

1.2.2. Suvremeni materijali bazirani na staklenoionomernim cementima:

formulacija i primjena

Veca gusto¢a materijala i bolja mehanicka svojstva postignuta su poveéanjem zasi¢enosti
tekucine Cesticama praha. Visokoviskozni SIC-i pokazuju bolju otpornost na abraziju u
odnosu na konvencionalne formulacije, a dodatna pobolj$anja postignuta su smanjenjem
veli¢ine Cestica i njihovom homogenom distribucijom unutar matriksa (26). Najcesce
koriSteni predstavnici ove skupine materijala su Ketac Molar (3M ESPE, Seefeld,

Njemacka) i Fuji IX GP (GC, Tokyo, Japan) (25).

U posljednjih dvadesetak godina razvijeni su restaurativni koncepti koji se temelje na
visokoviskoznim SIC-ima u kombinaciji sa zastitnim premazima. Prije dvadesetak godina
tvrtka GC (Tokyo, Japan) predstavila je koncept koji ukljucuje Fuji IX GP Extra 1
nanopunjeni zastitni premaz (eng. coat), a koji je kasnije evoluirao u sustav nazvan Equia
Fil. Indiciran je za jednoplo$ne i manje dvoplo$ne ispune u molarima i premolarima, s
obzirom na to da se odlikuje poboljSanim mehani¢kim svojstvima, osobito visokom
kompresivnom c¢vrstoom (27,28). Bolja mehanicka 1 estetska svojstva Equia Fila
pripisuju se primjeni mikrolaminirane tehnike. Naime, u povrSinski sloj materijala
djelomicno se ugraduje premaz Equia Coat koji sadrZi nanocCestice, ¢ime se poboljSavaju
otpornost, trajnost 1 estetika restauracije (29). Sljede¢i korak u razvoju SIC-a predstavlja
uvodenje staklo-hibridne tehnologije. Godine 2014. GC je lansirao Equia Forte Fil, a
2019. 1 njegovu unaprijedenu verziju Equia Forte HT Fil. Ovi materijali temelje se na
modificiranom fluoro-aluminosilikatnom prahu kojem su dodane reaktivne staklene

Cestice razli€itih veli¢ina. Visoka reaktivnost finih Cestica ubrzava procese umrezavanja
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matriksa, S§to rezultira poboljSanim fizikalno-mehani¢kim svojstvima (26,30).
Zahvaljujuéi tim svojstvima, staklo-hibridni SIC-evi indicirani su za trajne restauracije
privremene restauracije (31). Zbog jednostavne primjene, C¢vrsto¢e 1 prihvatljivih

estetskih svojstava u klini¢koj praksi prepoznati su kao dugotrajno rjeSenje.

Stakleno hibridni staklenoionomerni cement EQUIA Forte razvijen je kako bi se
poboljsala mehanicka svojstva staklenoionomernih cemenata. Prema proizvodacu,
Cestice stakla sadrzane u prahu ravnomjerno su rasporedene, ultrafine i vrlo reaktivne, a
molekularna masa poliakrilne kiseline povecana, Sto jaca mehanicka svojstva materijala
(32). Premaz smolom (eng. coat) sluzi za zaStitu staklenoionomernog cementa od
kontaminacije vodom tijekom pocetne faze stvrdnjavanja, a istovremeno brtvi povrSinske
pukotine i poroznosti. Posljedi¢no poboljSava otpornost na trosenje i ¢vrstocu, uz vecu

transparenciju i bolje rubno brtvljenje (33).

1.3. Fluorid i kalcij u kontekstu remineralizacije

Stakleni ionomeri mogu otpustati aktivne ione poput fluorida, fosfata, silikata,
aluminijevih, natrijevih i kalcijevih iona u okolni vodeni medij te posti¢i adheziju na tvrda
zubna tkiva na temelju ionske izmjene. Ti ioni sudjeluju u remineralizaciji
demineraliziranog zubnog tkiva, a njihovo otpusStanje se povecava u kiselim uvjetima
(34). Ionska izmjena odvija se u slini, koja je bogata fosfatima i kalcijevim ionima. SIC
preuzima ione iz sline 1 povecava tvrdocu same povrSine cementa, koja je otpornija na

kisele uvjete (35).

1.3.1. Mehanizmi djelovanja fluorida u prevenciji karijesa

Fluoridni ioni imaju zaStitni uc¢inak kroz antibakterijsko 1 kariostatsko djelovanje, Sto €ini
staklenoionomer restauracijom izbora kod pacijenata s visokim rizikom od karijesa jer
inhibira kariogene bakterije koje uzrokuju demineralizaciju (36). Fluorid sprjecava razvoj
karijesa prvenstveno topikalnim djelovanjem kroz tri glavna mehanizma: inhibiciju
demineralizacije, poticanje remineralizacije 1 antibakterijsko djelovanje na plak. Primjena
fluorida iz proizvoda za oralnu higijenu, poput pasti za zube, vodica za ispiranje i lakova,

pokazuje ucinkovitost zahvaljuju¢i tim mehanizmima, dok sustavna primjena fluorida
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(npr. tablete, kapi, pastile) ima ograni¢en uc¢inak na zastitu od karijesa (37, 38). Prema
Lin¢ir i sur. (38) kemijska interakcija topikalnih fluorida i hidroksiapatita iz cakline

odvija se na sljede¢e nacine:

1. Izo-ionska izmjena F~ s hidroksilnim ionima:
Cai10(PO4)s(OH)? + 2 F- — Cayo(PO4)sF2 + 2 OH-
2. Stvaranje fluorapatita iz prezasi¢ene otopine:
10 Ca*" + 6 PO4* + 2 F- — Cajo(POa4)sF>
3. Stvaranje kalcijeva fluorida:

Ca10(PO4)s(OH)? + 20 F'— 10 CaF, + 6 POs* + 2 OH

U prve dvije reakcije dobiva se ¢vrsto vezani fluorid za apatitnu strukturu, najcesce kao
rezultat dugorocnog izlaganja niskim razinama fluorida. Primjenom fluorida u
koncentraciji 100 — 10,000 ppm, koju naj¢esc¢e nalazimo u proizvodima za oralnu higijenu
1 remineralizaciju, na povrsini cakline se formiraju globuli kalcijeva fluorida. Globularni

precipitati su homogeniji primjenom preparata s visim koncentracijama fluorida (39).

lako fluorid ugraden u strukturu cakline tijekom razvoja zuba ne smanjuje znacajno
njezinu topljivost u kiselini (40), nakon erupcije zuba topikalno djelovanje fluorida u
biofilmu moze ucinkovito inhibirati demineralizaciju. Tijekom smanjenja pH, fluorid iz
plaka difundira u povrSinski sloj cakline, veZe se na kristalnu strukturu 1 Stiti je od
otapanja. Fluorapatit (Caio(POa4)sF2), koji nastaje zamjenom hidroksilne skupine u
hidroksiapatitu fluoridnim ionom, pokazuje znatno vecu otpornost na kiseline u usporedbi

s karbonatnim apatitom 1 hidroksiapatitom (37).

Fluorid potice remineralizaciju zubnih tkiva tako $to ubrzava rast fluorapatitnih kristala
na djelomi¢no demineraliziranim kristalima u karijesnim lezijama. Adsorbira na povrS§inu
kristala, privlaci kalcijeve ione i omogucuje formiranje fluorapatitu slicne povrsine, koja
je manje topljiva u prisutnosti kiselina iz plaka (37). U povrSinskoj caklini samo 10%

hidroksilnih skupina moze se zamijeniti fluoridom (41).

Antibakterijski uc¢inak fluorida temelji se na njegovoj sposobnosti da u kiseloj sredini
prodre u kariogene bakterije u obliku fluorovodi¢ne kiseline (HF), gdje disocirau H* 1 F~

ione. Posljedicno, bakterijska citoplazma ima nizi pH, inhibira se enzim enolaza te
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smanjuje bakterijska aktivnost (42). Taj je ucinak kumulativan i dodatno doprinosi

smanjenju rizika od karijesa (37).
1.3.2. Uloga kalcijevih iona u stvaranju apatita i remineralizaciji

Poveéano otpustanje iona, prvenstveno Ca*", F- i PO4>, ali i Sr*" iz restaurativnih
materijala moze inhibirati nastanak sekundarnog ili rekurentnog karijesa, zaustaviti
pocetni karijes na susjednim povrSinama zuba te remineralizirati djelomicno
demineralizirani karijesni dentin ispod ispuna (43—45). Npr. kalcij-silikatni cementi
pokazali su dobre rezultate u remineralizaciji dentina in vitro, §to se pripisuje njihovoj
sposobnosti oslobadanja Ca*" i OH' iona te poticanja taloZenja apatita u kontaktu s
tkivnim tekuéinama (46). Kalcij se Cesto zamjenjuje stroncijem u sastavu SIC-a zbog
njihove slicne atomske veliine i polarnosti, pri ¢emu se, umjesto kalcijevih, koriste
spojevi stroncijeva oksida i fluorida. Stroncij se tijekom kisele degradacije materijala
otpusta iz SIC-a, moze se ugradivati u kristalnu resetku zubnog tkiva te sudjelovati u
formiranju stroncijeva hidroksiapatita, a dodatno povecava radiopacitet bez negativnog

utjecaja na estetiku cementa (48, 49).

1.3.3. Znacaj otpustanja fluoridnih i kalcijevih iona iz materijala

Otpustanje fluoridnih iona iz staklenoionomernih materijala (SIC) temeljito je istrazivano
u prethodnim studijama (49-51). Kinetika otpustanja fluorida analizirana je u neutralnim
1 kiselim uvjetima u konvencionalnim kemijski stvrdnjavajuéim te u smolom
modificiranim SIC-ima (50, 53). Otpustanje fluorida odvija se u dvije faze: inicijalna faza
obiljezena je tzv. ,,burst” ucinkom koji se pripisuje otapanju nematuriranog materijala,
tzv. ,.dissolution stage* prema Nicholsonu (52), dok je kasnija faza karakterizirana
usporenim otpuStanjem temeljenim na difuziji iona iz ve¢ maturiranog materijala. Upravo
to dugotrajno, postupno otpustanje smatra se kljunim za karijesprotektivni uc¢inak ovih
materijala te za njthov potencijal remineralizacije, iako taj potencijal jo$ nije definitivno
potvrden (54, 55). U kiselim uvjetima utvrdeno je vece otpustanje fluorida (55), a kinetika
otpustanja se, kao i u neutralnim uvjetima, odvija u dva koraka: pocetna visoka razina
otpuStenih iona sli¢na je kinetici u neutralnim uvjetima, ali je koli¢ina otpuStenih iona

relativno vec¢a; a u drugoj fazi razina otpustenih iona linearno je ovisna o vremenu, $to
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znaci da se otpuStanje iona ne temelji samo na difuziji ve¢ i na otapanju materijala u

kiselim uvjetima (52).

U dosadasnjim je istrazivanjima pokazano da kemijsko stvrdnjavaju¢i i smolom
modificirani staklenoionomerni cementi otpustaju i ostale ione, a ne samo fluoridne ione.
U neutralnim uvjetima pokazalo se da SIC-i otpustaju natrijeve i aluminijeve ione te
silikatne 1 fosfate skupine, dok u neutralnim uvjetima ne otpustaju kalcijeve ione (56, 57).
Otpustanje kalcijevih 1 stroncijevih iona pokazatelj je remineralizacijskog potencijala
materijala, ali i otapanja materijala. Tako u kiselim uvjetima, SIC materijali otpustaju
kalcijeve ione, a otpustanje natrijevih i aluminijevih iona te silikata i fosfata izraZenije je

u kiselim uvjetima (mlije¢na kiselina, pH = 2,7) nego u neutralnim uvjetima (52).
1.4. Bioaktivno staklo

U podrucju istraZzivanja biomaterijala stavljen je fokus na tkivno inZenjerstvo i
regeneraciju mekih i tvrdih tkiva bioaktivnim sastojcima aktiviranjem imunoloskih
stanica ili razlicitih proteina u tijelu (57). Jedan od aktualnih biomaterijala poznat je kao
bioaktivno staklo (eng. bioactive glass) (58). Njegov kemijski sastav nastoji oponasati
mineralni sastav ljudske kosti i dentina. Bioaktivna svojstva, regenerativnost i
antimikrobna priroda ¢ine ga vaznim materijalom u medicini i stomatologiji. Bioaktivna
stakla primjenjuju se u razliitim granama stomatologije kao Sto su parodontologija,
ortodoncija, endodoncija, oralna 1 maksilofacijalna kirurgija, estetska 1 restaurativna
stomatologija (slika 1). Takoder, neki proizvodi za njegu zubi 1 usne Supljine u svom

sastavu imaju bioaktivno staklo (31, 60, 61).

Mnogo je varijacija u sastavu ovih stakala, a medu najpoznatijima koje je odobrila
americka Agencija za hranu 1 lijekove (eng. Food and Drug Administration, FDA) za
terapijsku primjenu su Bioglass 45S5 1 S53P4 (61). Bioaktivna stakla sli¢na su koStanom
hidroksiapatitu u pogledu sadrZaja kalcija i fosfata te omogucuju vezivanje i integraciju s
kostanim tkivima stvaranjem sloja silikatnog gela koji stimulira proliferaciju i
diferencijaciju stanica osteoblasta te inicira sintezu i taloZenje organskog koStanog
matriksa (62). Prva klini¢ka primjena bioaktivnog stakla bila je rekonstrukcija koStanih
struktura srednjeg uha materijalom Bioglass 45S5 u lije¢enju konduktivnog gubitka sluha
(63).
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1.4.1. Kemijski sastav

Postoje tri vrste bioaktivnih stakala: staklo na bazi silikata (SiO»), fosfata (P2Os) 1 borata
(B203) (64). Glavna formulacija se komercijalno zove Bioglass 45S5, a sadrzi 45% Si0»,
24,5% Nax0, 24,5% Ca0 1 6% P»0s (58). Osim toga, bioaktivna stakla mogu sadrzavati
biokompatibilne i bioaktivne minerale kao Sto su fluorapatit, volastonit, diopsid i
trikalcijev fosfat (65,66). Mnoga istrazivanja usmjerena su na promjenu sastava Bioglass
45S5 dodavanjem ili uklanjanjem iona kako bi materijali bili prikladniji za razliite

klinicke primjene (67).

Dodavanje fluorida bioaktivnim staklima poboljSava njihova protukarijesna svojstva
inhibiranjem demineralizacije, poticanjem remineralizacije te stvaranjem fluorapatita.
(68-70). Ortofosfat potice nastanak hidroksiapatita u tjelesnim tekuc¢inama, Sto povecava
biokompatibilnost i omoguéuje primjenu u terapiji preosjetljivosti dentina (71-74).
Poveéan udio P20s i kationa u fluoridnim staklima poti¢e nastanak fluorapatita umjesto
fluorita, $to je povoljnije za primjenu u stomatologiji 1 ortopediji, osobito u kiselim
uvjetima (75). Stroncij, slican kalciju, povoljno djeluje na koStane stanice te potice
vezanje za kost, stimulira osteoblaste i inhibira osteoklaste, pri cemu pokazuje anaboli¢ka
i antikataboliCka svojstva (76-78). U pastama za zube na bazi silicija pokazao se
ucinkovit u lijeenju preosjetljivosti dentina (79). Cink poboljSava vezivanje stakla s
kosti, sudjeluje u regulaciji rasta i1 diferencijacije stanica, vazan je za replikaciju DNA i
sintezu proteina, dok njegov nedostatak usporava rast i remeti kalcifikaciju kostiju (81,
82). Takoder potic¢e stvaranje kosti 1 inhibira njezinu resorpciju, a u pastama za zube

djeluje protuupalno i antimikrobno (65, 83).

1.4.2. Bioaktivnost

Jednom kada bioaktivno staklo dode u kontakt s tjelesnim tekué¢inama (engl. body fluid,
BF) ili simuliranom tjelesnom teku¢inom (engl. simulated body fluid, SBF), zapocinje
proces otpustanja iona i razgradnje staklene mreze putem ionske izmjene izmedu H* iona
iz otopine i Na' te Ca?' iona iz stakla. Ova ionska izmjena dovodi do hidrolize silicijevih
veza i stvaranja silanolnih skupina (Si—-O—-H). Posljedi¢no se povecava koncentracija OH~

iona, §to rezultira razvojem lokalno alkalne sredine. Porastom pH vrijednosti dolazi do
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daljnje razgradnje mreze silicijevog dioksida, pri ¢emu nastaje ortosilicijska kiselina,
Si(OH)4, koja se na povrsini stakla talozi u obliku negativno nabijenog silikatnog gela
koji djeluje kao matriks za nukleaciju i talozenje hidroksiapatita (83). Ispod silikatnog
sloja gela nalazi se alkalno osiromaseni povrs$inski sloj na vrhu staklene mase. Na povrsini
sloja gela formira se sloj amorfnog kalcijevog fosfata, koji s vremenom prolazi fazu
kristalizacije. TaloZenje i daljnja mineralizacija potaknuti su prisutno$¢u karbonatnih iona
1z prezasi¢ene otopine, pri cemu su koncentracije Ca?" i Si* iona u otopini kljucne za tijek

procesa.

Novoformirani hidroksiapatit omogucuje adsorpciju ¢imbenika rasta na svoju povrsinu te
poti¢e pri¢vr§éivanje, proliferaciju 1 diferencijaciju osteoprogenitorskih stanica,
posredovanu djelovanjem citokina i komponenti izvanstani¢nog matriksa, uz regulaciju
ekspresije vise gena (83). lako tocan mehanizam vezivanja BAG-a za tkivo jo$ nije
potvrden, vjeruje se da kolagen i glikoproteini ugraduju okolno kostano tkivo u sloj
hidroksiapatita. Kako hidroksiapatit raste prema unutra, BAG se pocinje resorbirati te
nastaje koStano tkivo (84). Staklene Cestice obi¢no imaju veli¢inu 90 — 170 pm, Sto utjece
na njihovu brzinu resorpcije. Cestice veli¢ine manje od 150 um lako se razgraduju jer se
ortosilicijska kiselina oslobada tijekom stvaranja sloja gela. Osteoklasti, nakon §to su
ugradeni u rastucu kost, razgraduju vece Cestice, §to rezultira produljenim razdobljem

resorpcije 1 jacom kosti (85).

1.4.3. Antimikrobna svojstva

Bioaktivna stakla, posebno BAG-S53P4, posjeduju antimikrobna svojstva Sirokog
spektra na koja do danas nije potvrdena rezistencija (86). BAG-S53P4 dokazano smanjuje
masu biofilma u in vitro uvjetima (88, 89). Jednom ugradena u tijelo, bioaktivna stakla
lokalno povecavaju pH 1 osmolarnost, $to stvara okruzenje nepovoljno za rast i adheziju
bakterija (89,90). Dokazano su ucinkovita protiv oralnih bakterija, kao S§to su
Streptococcus sanguis, Streptococcus mutans 1 Actinomyces viscosus. Studija in vitro
pokazala je smanjenje sposobnosti prezivljavanja bakterija nakon jednosatnog izlaganja

staklu. Ovaj antibakterijski uc¢inak pojacava se nakon tri sata (91).
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Kako se alkalnost smatra primarnim antimikrobnim mehanizmom, Bioglass® 45S5 se
smatra u¢inkovitijim. Medutim, S53P4 pokazuje uravnotezenost izmedu antimikrobnih
svojstava, luznatosti s pH od 7,9 1 osteogenosti. Veli¢ina Cestica takoder utjeCe na
antimikrobna svojstva; male veli¢ine Cestica povecavaju povrSinu i antimikrobni u¢inak
(24). Ova svojstva ¢ine ga moguc¢om zamjenom za kost u lijeCenju kostanih infekcija kao
Sto su osteomijelitis i periimplantitis (93, 94). Bioaktivno staklo se sporo resorbira te
pokazuje antimikrobna svojstva protiv patogena povezanih sa sinusitisom, §to ga ¢ini
izvrsnim za podizanje dna sinusa te za zatvaranje oroantralne komunikacije. Dentalni
implantati oblozeni bioaktivnim staklom pokazali su obec¢avajuce rezultate sa smanjenim
gubitkom koStane mase kod eksperimentalno induciranog periimplantitisa u pasa.
Nedavna in vitro studija pokazala je smanjeno stvaranje biofilma sojeva parodontnih

patogena, ukljucujuci S. mutans (94).
1.4.4. Klinicka primjena bioaktivnog stakla

U dosadasnjim istraZivanjima ucinka bioaktivnog stakla na caklinu i dentin, dokazan je
pozitivan u¢inak na remineralizaciju cakline, a modifikacijom fluoridnim ionima povecan
je remineralizacijski potencijal i stvaranje fluorapatita (75). Takoder je uoceno da
bioaktivno staklo ¢vrsto prianja uz dentin te da ioni iz Cestica stakla prodiru u tkivo
dentina, dok se povrSina stakla u kontaktu s dentinom mijenja, $to dovodi do stvaranja
apatita na medupovrsini (95). In vitro studija za ispitivanje mineralizacije dentina
bioaktivnim staklom pokazala je nukleaciju minerala 1 talozenje u tkivu (96). Medutim,
tek treba potvrditi je i ta neto remineralizacija takoder funkcionalna remineralizacija koja
vraca mehanicka svojstva tkivu, buduéi da nije bilo moguce vratiti mehanicka svojstva u
svim analiziranim studijama (97-99). Mehanicki oporavak modula elasti¢nosti i1 tvrdoce

dentina objaSnjava se vezom izmedu novonastalih minerala 1 organskog matriksa (100).

NovaMin® (NovaMin Technology, GlaxoSmithKline, Florida, UK), staklo s vrlo finim
Cesticama od priblizno 18 um, razvijeno je kao sredstvo za remineralizaciju i
desenzibilizaciju (17, 102). KoriStenje bioaktivnog stakla kao desenzibilizirajuceg
elementa u dentalnoj profilaksi (OSspray Ltd., UK) proucavano je kroz klinicku procjenu
ucinkovitosti praha natrijevog bikarbonata koji sadrzi bioaktivno staklo. Veca statisti¢ka

1 klini¢ka ucinkovitost uklanjanja naslaga primijecena je s praskom koji sadrzi bioaktivno
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staklo, uz vecu udobnost za pacijente smanjenjem osjetljivosti koja se stvara tijekom
postupka. To se dogada jer Cestice bioaktivnog stakla zatvaraju dentinske tubuluse. Vazan
aspekt ovog desenzibiliziraju¢eg ucinka je taj Sto je dugotrajan, zbog Cinjenice da ne
ukljucuje samo mehanic¢ku okluziju tubula, ve¢ i talozenje hidroksiapatita kao rezultat
reakcija staklenih Cestica (17). Zamjena abrazivnih materijala poput glinice bioaktivnim
staklom u dentalnoj profilaksi ima prednost jer omogucuje remineralizaciju, manje je

abrazivno i nema negativnih respiratornih uc¢inaka (102).

Primjena bioaktivnog stakla u stomatologiji

N\

Oralnai

maksilofacijalna
kirurgija

Proizvodi za Parodontologija Ortodoncija Endodoncija i
oralnu njegu i implantologija restaurativna
stomatologija

L Zubne paste J { Kostani graft J [ Adhezivi ‘ E{Prekrivanje pqueJ Kostani graft J
J
Materijali za Praak za ,{ Ispuni J Kostani skelet J
premazivanje pjeskarenje

— 7Dezinfekcijska
Implantati sredstva

.-I Adhezivi
~ Dentinska |
preosijetijivost

Slika 1. Shematski prikaz upotrebe bioaktivnog stakla u dentalnoj medicini.

1.5. Modifikacija staklenoionomernog cementa bioaktivnim staklom

Veéina trenutnih istrazivanja usmjerena je na promjenu strukture komercijalnog
bioaktivnog stakla dodavanjem ili uklanjanjem iona kako bi materijal bio kompatibilniji

za razlicite klinicke primjene.
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1.5.1. Utjecaj na ionsko otpustanje

Thongsri 1 sur. (103) analizirali su otpusStanje fluorida iz SIC-a modificiranog 1%
bioaktivnim staklom koje sadrzi stroncij te je dokazano da to staklo ima sposobnost
zadrzavanja slobodnih fluoridnih iona unutar svoje porozne strukture, §to bi moglo
poboljsati njegovu sposobnost oslobadanja i upijanja fluorida. Sleibi i sur. (104) evaluirali
su otpustanje iona iz varnisha koji sadrze fluoride s CPP-ACP i bioaktivnim staklom.
Raszewski i sur. (105) ispitivali su otpustanje fluorida iz akrilnih materijala modificiranih
5% 1 10% bioaktivnim staklima. Otpustanje kalcija proucavano je u SIC modificiranim

hidroksiapatitom i kalcijevim silikatom (106).

1.5.2. Promjene u fizikalno-mehanickim svojstvima

Dodavanje bioaktivnog stakla SIC-u u odredenoj mjeri moze utjecati na mehanicka
svojstva materijala, pri ¢emu su konvencionalni SIC i njegove modifikacije bioaktivnim
staklom imali vecu povrSinsku mikrotvrdo¢u od smolom modificiranih SIC i njihovih
modifikacija (107). Dodavanjem bioaktivnog stakla konvencionalnom stakloionomeru
vrijeme stvrdnjavanja se povecava, a tlatna ¢vrsto¢a smanjuje (108). Utvrdeno je da su
mehanicka svojstva do odredene mjere promijenjena te ih se predlaze koristiti za zastitu
pulpe ili kao endodontsko brtvilo. Prethodno je pokazano 10% poveéanje u savojnoj
¢vrsto¢i u zdravom dentinu 1 20% povecanje u demineraliziranom dentinu kada se
smolom modificiranom staklenoionomeru doda bioaktivno staklo (109). Godine 2008.
bioaktivno staklo je dodano komercijalno dostupnom staklenoionomeru (Fuji 1, GC,
Japan). Mikrometrijski stakleni prah koriSten je u udjelima od 10 do 30%. PonaSanje
materijala, s obzirom na vrijeme stvrdnjavanja, vlaénu c¢vrsto¢u 1 bioaktivnost,
analizirano je in vitro. Vrijeme stvrdnjavanja je produljeno kako se udio stakla povecavao;

medutim, to nije utjecalo na vla¢nu ¢vrstocu (110).

Dodavanje bioaktivnog stakla u staklenoionomerne cemente moze utjecati na mehanicka
svojstva 1 oslobadanje iona koji poti€u remineralizaciju. Pokazalo se da dodatak 5%
masenog udjela bioaktivnog stakla sa 74% kristalnosti poboljSava mehanicka svojstva
SIC-a (111). Bioaktivna 1 antimikrobna svojstva stakla ovise o njegovom sastavu,
strukturi i kinetici oslobadanja iona, zbog ¢ega se sve viSe koristi u stomatologiji (112).

Ucinak modifikacije SIC-a koji sadrze stroncij, kao sto su Fuji IX (GC, Tokio, Japan) i
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Equia Forte HT Fil (GC, Tokio, Japan) eksperimentalnim bioaktivnim staklom koji sadrzi

cink i fluorid, nije proucavan, prema dostupnoj literaturi.

Mehanicka svojstva konvencionalnih SIC inferiorna su mehanickim svojstvima
kompozitnih smola, ali klini¢ka uc¢inkovitost novijih materijala na bazi SIC pokazala se
usporedivom s ucinkovitos¢u kompozitnih smola u kavitetima 1. razreda i manjim
kavitetima II. razreda (28,113). Mehanic¢ka svojstva poboljSavaju se ve¢im omjerom
praha i tekucine, malim reaktivnim staklenim cesticama i nano-punjenim premazom
(28,114). S obzirom na napredak u mehanickim svojstvima visokoviskoznih
staklenoionomernih cemenata i staklenohibridnih materijala te njihova svojstva
otpuStanja iona, ovi materijali mogu biti pozeljniji izbor kada je kariostatski i
remineralizacijski u¢inak klju¢an, kao §to je to slucaj kod pacijenata s visokim rizikom

od karijesa (43).

Na dugovjecnost restauracija od staklenoionomernog cementa utjecu okluzalne sile,
poroznost u stvrdnutom cementu, isuSivanje ili apsorpcija vode tijekom pocetnog
stvrdnjavanja i upotreba mijeSanog cementa nakon gubitka sjaja. Nadalje, veée Cestice
staklenoionomernog cementa smanjuju stopu troSenja (16). Procjena mehanickih
svojstava poput Vickersove mikrotvrdo¢e (VHN) restaurativnih materijala korisna je 1

prakti¢na metoda za procjenu njihove mehanike.

1.6. Mikrotvrdoca

Mikrotvrdoc¢a je jedno od klju¢nih svojstava koje se koristi za procjenu mehanicke
otpornosti dentalnih materijala, posebice onih koji dolaze u izravan kontakt s oralnim
okruzenjem. U sluc¢aju staklenoionomernih cemenata, koji se isti¢u svojom sposobnos¢u
kemijskog vezivanja za zubna tkiva 1 otpuStanjem fluorida, ocuvanje adekvatne
mikrotvrdo¢e od presudne je vaznosti za klini¢ku dugotrajnost ispuna, posebno u

podru¢jima okluzalne povrsine i cervikalnom dijelu zuba (115).

Mikrotvrdoca je povezana s otpornoS¢u materijala na lokalizirane plasticne deformacije
pod djelovanjem opterecenja, te posredno moze ukazivati na stupanj polimerizacije,
stupanj ionske izmjene, strukturalnu homogenost 1 stupanj kristalizacije unutar materijala

(116). Kod SIC-a se mikrotvrdo¢a povecava s vremenskim odmakom zbog nastavka
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procesa stvrdnjavanja (maturacije) koji ukljuc¢uje dodatnu ionsku difuziju, hidrataciju i
stvaranje kompleksa izmedu iona aluminija i karboksilatnih skupina iz poliakrilne

kiseline (17).

Uvodenjem bioaktivnog stakla kao modifikatora u SIC moze do¢i do promjena u
unutarnjoj mikrostrukturi i ionskoj ravnotezi, §to moze pozitivno ili negativno utjecati na
mikrotvrdo¢u. S jedne strane, dodatak bioaktivnog stakla moze poboljsati ionsko
otpustanje (npr. kalcija i fosfata) 1 potaknuti formiranje apatita na povrsini, $to doprinosi
remineralizaciji i potencijalno vecoj povrSinskoj tvrdo¢i. S druge strane, prisutnost
inertnijih Cestica ili naruSavanje ravnoteze izmedu staklene komponente i tekuce faze

moze oslabiti strukturalnu koheziju materijala (108, 109, 112, 113).

Pracenje mikrotvrdo¢e kroz vrijeme omoguéuje uvid u dinamiku stvrdnjavanja i
stabilizacije materijala te pruza vazne informacije o interakcijama izmedu matriksa SIC-
a 1 dodatka bioaktivnog stakla. Time se mikrotvrdo¢a ne promatra samo kao indikator
pocetne Cvrstoce, ve¢ i1 kao mjera dugorocnog mehanickog potencijala modificiranog
materijala u klinickim uvjetima. Dostupne su razli¢ite vrste ispitivanja tvrdoce koje se

mogu klasificirati prema postupku optereé¢enja i geometriji utiskivaca (117).

1.7. Procjena svojstava staklenoionomernih materijala modificiranih

bioaktivnim staklom

1.7.1. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom

Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (eng. Fourier transform
infrared spectroscopy, FTIR) analiticka je tehnika koja se koristi za mjerenje intenziteta
1 valne duljine infracrvenog (IR) zrafenja apsorbiranog u uzorku, ¢ime se dobivaju
informacije o molekularnoj strukturi i kemijskim vezama (118). Rijec je o nedestruktivnoj
analitickoj metodi koja omogucuje pouzdanu i reproduktivhu analizu uzoraka na
minimalnoj koli¢ini materijala. Metoda se temelji na promjenama dipolnog momenta
molekula tijekom vibracija kemijskih veza, pri ¢emu apsorpcija infracrvenog zrac¢enja
nastaje na karakteristi¢nim valnim duljinama. Valni brojevi ovise o vrsti uklju¢enih atoma
te jacini medumolekulskih 1 intramolekulskih interakcija, §to omogucuje identifikaciju

funkcionalnih skupina i strukturnih znacajki analiziranog uzorka (119).
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1.7.2. Masena spektrometrija s induktivno spregnutom plazmom

Masena spektrometrija s induktivno spregnutom plazmom (eng. inductively coupled
plasma mass spectrometry, ICP-MS) analiticka je tehnika koja se koristi za odredivanje
koncentracija elemenata 1 njihovih izotopa ionizacijom sastojaka uzorka u argonskoj (Ar)
plazmi iznimno visoke temperature, nakon ¢ega se generirani ioni detektiraju masenom
spektrometrijom na temelju njihova omjera mase i naboja (m/z) (120). ICP-MS
za kvantifikaciju elemenata u tragovima i ultraclemenata u razli¢itim podrucjima,
ukljucujuéi analizu okoliSa, prehrambene proizvode, medicinu, biomedicinske i zivotne

znanosti, znanost o materijalima te industrijsku proizvodnju (121).

1.7.3. lonski selektivna elektroda

Ionski selektivna elektroda je vrsta indikatorske elektrode ¢iji je elekti¢ni potencijal
membrane selektivno ovisan o aktivnosti odredenih iona u otopini (122). Rije¢ je o
elektrokemijskim senzorima koji omogucuju odredivanje aktivnosti, odnosno
koncentracije specifi¢nih iona u otopini. Idealna ionski selektivna elektroda sastoji se od
tanke, selektivne membrane koja omogucéuje prolaz iskljucivo ciljanog iona. Postoje Cetiri
osnovne vrste ionski selektivnih membrana: staklene, kristalini¢ne, enzimske i membrane
od ionski izmjenjivacke smole (123). Difuzija iona iz podrucja viSe prema podrucju nize
koncentracije, posredovana selektivnim vezanjem na aktivna mjesta unutar membrane,
stvara razliku potencijala, Sto predstavlja temeljni radni princip ionski selektivnih
elektroda (124). Potenciometrijsko mjerenje izvodi se u zatvorenom krugu mjerenjem
razlike elektricnog potencijala izmedu indikatorske (ionski selektivne) i stabilne
referentne elektrode uronjene u analit. Matematicki opis odziva elektrode i ovisnost
potencijala o aktivnosti primarnog iona definirani su Nernstovom jednadzbom (125). U
ovom istrazivanju ionski selektivne elektrode koriStene su za odredivanje koncentracije

fluoridnih 1 kalcijevih iona otpuStenih iz staklenoionomernih materijala.

Za selektivnu detekciju fluoridnih aniona koristi se kruta elektroda s membranom na bazi
monokristala lantanova fluorida (LaF3;) dopiranog europijem (Eu®"), §to osigurava
selektivnost 1 minimalan utjecaj stranih iona. Tijekom analitickog postupka, uzorcima se

dodaje pufer za podesavanje ukupne ionske jakosti (eng. Total lonic Strength Adjustment
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Buffer, TISAB) koji ima trostruku funkciju: odrzava konstantnu ionsku jakost medija,
stabilizira pH vrijednost u optimalnom rasponu (¢ime se sprjeCava stvaranje
fluorovodicne kiseline i1 interferencija hidroksilnih iona) te kelira katione aluminija 1

zeljeza koji bi se inace vezali za slobodne fluoridne ione (126).

Kalcijeve ionski selektivne elektrode sadrze selektivhu membranu koja omoguéuje
odredivanje koncentracije kalcijevih iona u razli¢itim medijima. Na elektrodu utjecu

promjene temperature, pH vrijednosti 1 koncentracije puferske otopine (127,128) .

1.7.4. Mikrotvrdo¢a po Vickersu

Vickersovo ispitivanje tvrdoc¢e koristi piramidalni utiskiva¢ koji daje geometrijski sli¢cne
otiske bez obzira na dubinu prodiranja. Na Vickersovom utisku mjere se dvije
karakteristi¢ne duljine — dijagonale utiska, a prosjecna duljina dijagonale koristi se za
izracun povrsine utiska. Opterecenje podijeljeno s povrsinom daje Vickersov broj tvrdoce
(117). Budu¢i da se utisci mjere optickim mikroskopom na mikroskopskoj skali, obvezna
je priprema uzorka koja ukljucuje brusenje 1 poliranje kako bi se postigli pouzdani
rezultati (117). Vickersova tvrdoc¢a pokazuje koliko je materijal otporan na prodiranje jos$
tvrdeg tijela. Vrijednost Vickersove tvrdo¢e (HV) izracunava se iz veliCine trajnog
udubljenja. Sto je udubljenje manje, to je materijal tvrdi. Vickersova tvrdoéa posebno je

prikladna za vrlo tanke materijale, fine strukture i Sirok raspon materijala (129).
Vickersova tvrdoca odredena je jednadzbom:

HV = 25in68°(F/D?) = 1,8544(F/D?)
gdje je F opterecenje u kg, a D prosjecna duljina dijagonale u mm (117).

1.7.5. Pretrazni elektronski mikroskop sa spektroskopom za energijski

razlucujuéu rendgensku spektrometriju

Pretrazni elektronski mikroskop (eng. Scanning Electron Microscopy, SEM) temelji se
na interakciji snopa elektrona s uzorkom, pri ¢emu nastaju sekundarni i povratno
rasprSeni elektroni koji se koriste za formiranje slike. Sekundarni elektroni omogucuju
analizu morfologije 1 topografije povrsSine, dok povratno rasprSeni elektroni pruzaju

kontrast u sastavu elemenata uzorka (130). Slike se prikazuju u stvarnom vremenu na
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vanjskom monitoru pomocu softvera koji povezuje polozaj elektronskog snopa s
intenzitetom signala elektrona zabiljezenog detektorima (131). Bioloski uzorci obi¢no
sadrze visok udio vode te bez odgovarajuce pripreme mogu biti znac¢ajno osteceni pri
izlaganju vakuumu u SEM-u zbog isparavanja vode. Stoga priprema uzorka ukljucuje
postupke fiksacije, dehidracije i susenja. Nakon potpunog susenja uzorak se montira na
SEM nosac i oblaze tankim slojem vodljivog materijala (132). Pretrazni elektronski
mikroskop sa spektroskopom za energijski razlu¢ujucu rendgensku spektrometriju (eng.
Scanning Electron Microscopy with Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy, SEM-EDS)
omogucuje istodobno snimanje visoko-rezolucijskih povrSinskih slika 1 analizu
elementarnog sastava uzoraka. SEM se §iroko primjenjuje zbog minimalnih zahtjeva za
pripremu uzorka, izvrsne rezolucije, visokog kontrasta i velike dubine polja. Integracijom
EDS sustava dodatno se omogucuje dobivanje kvalitativnih i polukvantitativnih podataka
o elementarnom sastavu analiziranog podrucja, ¢cime je SEM-EDS osobito prikladan za
analize koje zahtijevaju vecu rezoluciju od opticke mikroskopije i pouzdanu identifikaciju

elemenata (133).
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Istrazivanje je pruzilo informacije o otpusStanju fluoridnih i kalcijevih iona iz materijala
modificiranih dvjema vrstama eksperimentalnog bioaktivnog stakla, §to je vazno za
procjenu  remineralizacijskog  potencijala 1 karijesprotektivnog  djelovanja
eksperimentalnih restaurativnih materijala u neutralnim i kiselim uvjetima. Kiseli uvjeti
simuliraju kriticni pH pri kojem dolazi do otapanja kristala hidroksiapatita. Rezultati
istrazivanja doprinijeli su razvoju naprednih biointeraktivnih materijala uz ocuvanje i

moguce poboljSanje mikrotvrdoce.

Svrha ovog istrazivanja je utvrditi kinetiku otpustanja fluoridnih i kalcijevih iona iz
visokoviskoznog staklenoionomernog cementa (SIC), staklohibridnog materijala te

njihovih modifikacija dvjema vrstama eksperimentalnog bioaktivnog stakla.

Hipoteza: Materijali modificirani eksperimentalnim bioaktivnim staklom otpustaju vise
fluoridnih i kalcijevih iona te imaju ve¢u mikrotvrdo¢u od komercijalnih materijala Fuji

IX 1 Equia Forte HT Fil.
Ciljevi istrazivanja su:

1. istraziti kinetiku otpustanja fluoridnih i kalcijevih iona u neutralnim uvjetima u

komercijalnim materijalima i modificiranim materijalima
2. odrediti kinetiku otpusStanja kalcijevih iona u kiselim uvjetima
3. odrediti kinetiku otpustanja fluoridnih iona nakon recharginga fluoridnim lakom

4. odrediti mikrotvrdo¢u komercijalnih i modificiranih materijala nakon maturacije u

destiliranoj vodi

5. analizirati uzorke SEM-EDS metodom kako bi se detektirala precipitacija
hidroksiapatitu sli¢nih apatita na povrsini komercijalnih 1 modificiranih materijala

¢uvanih u fosfatnom puferu (eng. phosphate-buffered saline, PBS).
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Ovo eksperimentalno istrazivanje je odobrio Eticki odbor Stomatoloskog fakulteta

SveuciliSta u Zagrebu, 12.03.2025. KLASA: 003-01/25-05/03 URBROJ: 251-60-4/51-5

3.1. Komercijalni i eksperimentalni materijali koriSteni u istrazivanju

Komercijalno dostupni enkapsulirani materijali koristeni u studiji su: Fuji IX GP (GC

Corporation, Tokio, Japan) i Equia forte HT Fil (GC Corporation, Tokio, Japan).

Specifikacije materijala navedene su u tablici 1.

Tablica 1. Komercijalni materijali koriSteni u istrazivanju.

Materijal i LOT broj  Proizvodac Sastav praha Sastav tekucine
Fuji IX GP® GC, Tokyo, Japan  Fluoro- Poliakrilna kiselina
2210041 aluminosilikatno Polibazna

staklo karboksilna

Prah poliakrilne kiselina

kiseline
Equia Forte HT Fil® GC, Tokyo Japan  Fluoro- Poliakrilna kiselina
2212091 aluminosilikatno (35-45%),

staklo (92-97%)), Polibazna

Prah poliakrilne karboksilna

kiseline (3—8%),
Pigmenti (u

tragovima)

kiselina (5-10%),
Destilirana voda

(45-55%)

Eksperimentalni prahovi bioaktivnog stakla obogac¢enog cinkom (< 30 um) koji sadrze
fluorid pripremljeni su kako je prethodno opisano u radovima prof. Salvatorea Saura
(101, 107). BAG-F pripremljen je postupkom taljenja i hladenja. Sirovine su sinterirane
zajedno u platinastom lon¢i¢u unutar elektri¢ne pec¢i na 1250 °C tijekom 1 sata, a zatim
taljene tijekom 1 sata na 1350 °C. KoriStena je masa od priblizno 150 g. Nakon taljenja,
stakla su brzo ohladena u vodi kako bi se sprijecila kristalizacija. Za termodinamicku
analizu, stakla su drobljena u ¢elicnom muzaru i prosijana kako bi se dobila frakcija
veli¢ine Cestica izmedu 160 1 250 um. Za pokuse otapanja, stakla su mljevena u
kugli¢nom mlinu i prosijana pomocu analiti€¢kog sita od 32 um (134).
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BAG mikropunilo proizvedeno je taljenjem 46,1 mol% SiO2, 26,9 mol% CaO, 24,4 mol%
Na20 i 2,5 mol% P20s uz dodatak ZnO (Aldrich Chemical Co, Gillingham, UK) u
platinastom lon¢ic¢u pri 10 °C/min do 1100 °C 1 odrzavanjem tijekom 1 sata. Nakon toga
temperatura je poviSena na 1450 °C (10 °C/min) i odrzavana dodatnih 30 minuta. Talina
stakla brzo je ugaSena u vodi (~20 °C), dehidrirana u apsolutnom etanolu tijekom 3 sata,

suSena preko no¢i u peci na 110 °C, mljevena i na kraju prosijana (< 20 um) (100).

3.1.1. Kvalitativna analiza eksperimentalnog bioaktivnog stakla FTIR

spektroskopijom

Infracrveni (IR) spektri uzoraka krutih tvari 1 (BAG-F) i 2 (BAG) snimljeni su pomocu
Thermo Scientific Nicolet iS50 FTIR spektrometra opremljenog dodatkom za smanjenu
totalnu refleksiju (ATR). Spektri su prikupljeni u rasponu valnih brojeva 4000 — 200 cm™
na sobnoj temperaturi, sa spektralnom rezolucijom od 4 cm™, s prosjekom od 32
skeniranja po uzorku kako bi se poboljsao omjer signal-Sum. PraSkasti uzorak BAG-F
analiziran je izravno u krutom stanju bez dodatne pripreme, dok je BAG sadrzavao vece
Cestice te je stoga samljeven prije mjerenja kako bi se osigurao jednolik kontakt s ATR

kristalom.

3.1.2. Kvantitativni sastav prahova komercijalnih materijala 1 eksperimentalnog

bioaktivnog stakla ICP- MS

Uzorci Fuji IX, Equia i eksperimentalnih BAG prahova podvrgnuti su elementarnoj
analizi koriStenjem masene spektrometrije s induktivno spregnutom plazmom (eng.
inductively coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS) nakon prethodnog koraka
mikrovalne digestije. Za razgradnju uzoraka koriStena je kombinacija duSi¢ne kiseline,
klorovodi¢ne kiseline i fluorovodi¢ne kiseline. Otprilike 20 mg usitnjenog uzorka
izvagano je 1 pomijeSano s 3 mL klorovodi¢ne kiseline (Suprapur, 30%, Merck,
Njemacka), 3 mL duSicne kiseline (Ultra-pur, 60%, Merck Njemacka) 1 100 pL
fluorovodi¢ne kiseline (pro analysi, 40%, Merck, Njemacka) u teflonskoj posudi za
digestiju. Nakon toga, posude su stavljene u mikrovalni sustav (Multiwave GO, Anton
Paar) gdje je primijenjen sljedec¢i temperaturni program: 10 min na 130 °C, 20 min na
180 °C 1 15 min na 150 °C. Nakon procesa digestije, bistre otopine su ostavljene da se

ohlade na sobnu temperaturu, a zatim su prebacene u epruvete od 50 mL i napunjene
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deioniziranom vodom. Prije mjerenja sve digestirane otopine su filtrirane i razrijedene

1:1000 dusi¢nom kiselinom (3%, v/v).

Elementarna analiza uzoraka masenom spektrometrijom s induktivno spregnutom
plazmom (Agilent 7900 ICP-MS, Agilent, Tokio, Japan) provedena je nakon prethodnog
koraka mikrovalne digestije pod sljede¢im eksperimentalnim uvjetima: izlazna snaga
1500 W, protok 0,9 L/min Ar kao pomoc¢nog plina 1 0,2 L/min Ar kao plina za
rasprSivanje. Koristen je rasprsiva¢ MicroMist s protokom uzorka od 0,3 mL/min. Nakon
rasprsivanja, uzorak je prosao kroz Scottovu komoru za dvostruko rasprsivanje. Analiza
je usmjerena na sljedeée elemente, navedene redoslijedom rastu¢eg m/z (omjer mase i
naboja): 23Na, 27Al, 28Si, 31P, 43Ca, 66Zn, 88Sr. Kvantifikacija odabranih elemenata
postignuta je koriStenjem vanjskih kalibracijskih krivulja s pet ili Sest tocaka, a rasponi
kalibracije prilagodeni su prema ocekivanim razinama koncentracije svakog analita. Sva
mjerenja su provedena u triplikatu. Radni parametri instrumenta bili su: dubina uzorka 10
mm; ORS nacin rada bez plina/He; protok plina nosaca nebulizatora 1,09 L min—1; Leca
Ext 1 (V) 0; Le¢a Ext 2 (V) —190; RF snaga 1550 W; RF uskladivanje 1,80 W; Nacin

detekcije - Spektralni; Vrijeme integracije — 0,1 s; Ponavljanja — 3.
3.2. Otpustanje fluoridnih iona

3.2.1. Skupine

Za ispitivanje kinetike otpustanja fluoridnih iona pripravljene su sljede¢e skupine

uzoraka:

1. Fuji IX, F

2. Equia Forte HT, E

3. Fuji IX modificiran bioaktivnim staklom BAG, FB

4. Fuji IX modificiran bioaktivnim staklom BAG-F, FBF

5. Equia Forte HT modificirana bioaktivnim staklom BAG, EB

6. Equia Forte HT modificirana bioaktivnim staklom BAG-F, EBF
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3.2.2. Veli¢ina uzorka

S obzirom na planirani nacrt istrazivanja: usporedbu 6 skupina uzoraka kroz 7 vremenskih
toCaka prije 1 nakon fluoridacije, za power analizu trebali smo procijeniti oc¢ekivanu
veli¢inu efekta (eng.effect size). S obzirom na postojanje testiranja sliénih materijala u
razli¢itim tipovima ispitivanja u dostupnoj literaturi odabrali smo studiju koja usporeduje
otpustanje fluorida kod sli¢nih materijala: Taqa i sur. (135). Veli¢ina efekta, n? odredena
je koliénikom sume kvadrata izmedu skupina (SSizmedu skupina) 1 ukupne sume kvadrata
(SSukupno). Kod usporedbe skupina u radu koji je koristen kao pilot, veli¢ina efekta bila je
0,85, sto je prema Cohenovoj klasifikaciji vrlo veliki efekt. Mi smo za procjenu potrebne
veli¢ine uzorka konzervativno odabrali veli¢inu efekta 0,5. Korelacija medu mjerenjima
procijenjena je na osnovu podataka o otpuStanju fluorida u studiji De Witte 1 suradnici
(49). Ta studija pokazuje da je koli¢ina otpustenih fluorida drugog, tre¢eg i Cetvrtog dana
nakon mijeSanja materijala ili fluoridacije 10% veca u odnosu na prvi dan. Budu¢i da nasa
studija koristi kumulativne vrijednosti fluorida za usporedbu materijala, cak i uz
konzervativnu pretpostavku da je korelacija otpustanja fluorida prvog i drugog dana
jednaka nuli, korelacija u kumulativnim vrijednostima moze se procijeniti na 0,995. Ako
s fl, f2 itd. ozna¢imo vrijednosti fluorida mjerene prvog, drugog itd. dana, a s cl, c2

kumulativne vrijednosti, tako da je c1 = f1, c2 = f1+{2 itd., imamo

Cov(cl,c2 o? . .. . . ..
( )S <L jer smo pretpostavili (konzervativno da je Kkorelacija
Oc10¢2 Oc10¢c2

T{c1,c2} =

otpustanja fluorida prvog i drugog dana jednaka nuli. KoriStenjem pravila o varijanci
sume, imamo da je Var(c2) = Var(c1+{2) = Var(c1)+Var(f2)+2Cov(c1,{2), odnosno 6.2 =
cc1(1+0,01)=1.01cc;

2
Lov(elez) < dit = 0,995. Jasno je dakle da je nasSa pretpostavka

Oc10c2 JC1J{031+1,01 6%}

T{c1,c2} =

da je korelacija medu mjerenjima od 0,5 razumna pretpostavka.

Nulta hipoteza (Ho) pretpostavlja da izmedu promatranih skupina ne postoji statisti¢ki
znacCajna razlika. Alternativna hipoteza (H:) pretpostavlja da postoji statisticki znacajna
razlika izmedu najmanje dvije skupine. a (alfa) predstavlja vjerojatnost pogreske tipa I,

odnosno odbacivanja nulte hipoteze kada je ona zapravo to¢na (lazno pozitivan rezultat).
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U ovom istrazivanju postavljena je na 0,05, Sto znaci da je dopusten 5 %-tni rizik takve
pogreske. B (beta) predstavlja vjerojatnost pogreske tipa II, odnosno neprihvacanja
alternativne hipoteze kada stvarna razlika postoji (lazno negativan rezultat). Snaga testa
(1 — B) oznaCava vjerojatnost da Ce statisticki test ispravno otkriti stvarno postojecu

razliku.

Veli¢ina efekta (0,5), broj grupa (6), ocekivana korelacija medu mjerenjima (0,5), broj
mjerenja (14), odabrana razina statisticke znacajnosti (0,05) 1 zeljeni power ispitivanja

(0,95), dali su nam potreban uzorak N po skupini = 12, N ukupno = 72.

Parametri power analize prikazani su na slici 2. Analiza je provedena u programu

G*Power Version 3.1.9.6.

critical F = 1.47587
1.5
]-
,-— --.\
7’ ~
0.5 - ’ S
B /,0{ \x
N S~.
O T T _-'ﬂ' T T T v 1 T .-I.---_
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4

Slika 2. Graficki prikaz izrauna veli¢ine uzorka za otpustanje fluoridnih iona. Na x-osi
prikazane su vrijednosti F-statistike, dok y-os prikazuje gustocu vjerojatnosti. Puna
crvena krivulja predstavlja raspodjelu pod nultom hipotezom (Ho), a isprekidana plava
pod alternativnom hipotezom (H:). Kriti¢na vrijednost oznafena je zelenom linijom.
Povrsina ispod crvene krivulje desno od kriticne vrijednosti oznacava a pogresku, dok

povrsina lijevo od nje ispod plave krivulje predstavlja B pogresku.
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3.2.3. Priprema uzoraka za mjerenje oslobadanja fluoridnih iona

Za pripremu uzoraka staklenih ionomera modificiranih BAG-F-om 1 BAG-om, kapsule
komercijalnih materijala pazljivo su otvorene pomocu klijeSta za ekstrakciju donjih
molara, tako da se tekucina koja okruzuje membranu ne oSteti. Svaka kapsula sadrzavala
je 0,4 g praha. Sadrzaj 13 kapsula za mjerenje fluorida prebacen je u muzar i izvagan. Pet
posto mase staklenog praha zamijenjeno je istom masom eksperimentalnog BAG praha.
Smjesa je ru¢no mijeSana muzarom 1 tuckom 10 minuta kako bi se postigla Sto

homogenija raspodjela. Svaka od 12 kapsula pazljivo je zatvorena. Ostaci modificiranog

praha mase manje od 0,4 g odbaceni su.

Slika 3. Priprema uzoraka za mjerenje otpustanja fluorida.

Kapsule komercijalnih i eksperimentalnih materijala modificiranih s 5% BAG-a i BAG-
F aktivirane su i mijeSane u 3M™ ESPE™ CapMix™ (3M ESPE, Seefeld, Njemacka)

tijekom 10 sekundi, prema uputama proizvodaca, a uzorci su pripremljeni pomocu
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cilindri¢nih teflonskih kalupa dimenzija 5 mm x 2 mm (136). Kako bi se izbjeglo
zadrzavanje zraka, poliesterske trake postavljene su ispod kalupa na staklenoj plocici, a
materijal je lagano komprimiran s obje strane kalupa staklom. Uzorci su se stvrdnjavali

jedan sat.

Slika 4. Stvrdnjavanje uzoraka.

3.2.4. Mjerenja otpustanja fluorida

Analiza koncentracija iona u vodenim otopinama provedena je u skladu s normom ISO

19448:2018 (137).

Nakon pocetnog stajanja od jednog sata, uzorci su pohranjeni u boc¢icama (Laboroprema,
Zagreb, Hrvatska) s 5 mL deionizirane vode na 37 °C u inkubatoru ES 120 (Niive, Ankara,
Turska). Prije mjerenja, uzorci materijala su izvadeni iz bocica i osuseni upijajuc¢im
papirom. Koncentracije fluorida u vodenim otopinama kvantificirane su pomoc¢u ionsko-
selektivne elektrode (F800 DIN, Xylem Analytics Njemacka, Weilheim, Njemacka)
spojene s analizatorom iona (inoLab Multi 9630 DS; Xylem Analytics Njemacka,
Weilheim, Njemacka). Kalibracija elektrode provedena je svakodnevno koriStenjem niza

standardnih otopina (50 mg/L NaF, 100 mg/L NaF, 200 mg/L NaF)).
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CALIBRATION

ADA 94/IDS DIN
20101560
25.05.2023 07:53:01

5000 mg/l -13.1mV

1000 mg/l -41.6 mV

2000 mg/l -582 mV
. -549 mV

Slika 6. Kalibracija fluor-selektivne elektrode.
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Nakon svakog mjerenja, elektroda je isprana svjezom deioniziranom vodom 1 osusena
upijaju¢im papirom. Alikvot od 5 mL vodene otopine u koju su prethodno uronjeni uzorci
materijala pomijeSan je s dodatnih 5 mL pufera za podeSavanje ukupne ionske jakosti
(Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka), a koncentracije fluorida odredene su u tri
ponavljanja nakon 5-minutnog razdoblja inkubacije. Rezultati su izrazeni u mg/L (ppm
je izracunat pomocu sljedece formule: ppm = mg/L + p(H20)g/mL). Nakon §to su
mjerenja zavrSena, svaki uzorak materijala prebacen je u boCicu sa svjeZom
deioniziranom vodom 1 pohranjen u inkubator do sljedeCeg mjerenja. Mjerenja

oslobadanja fluoridnih iona provedena su nakon 24 sata te 2., 3., 4., 7., 14., 21.191. dana.

Nakon 91 dana od mijeSanja i maturacije u deioniziranoj vodi uzorci (Nukupno = 72) su
osuSeni na zraku sat vremena te izloZeni djelovanju (eng. recharging) fluoridnog laka
Fluor protector gel (Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) tijekom 5 minuta. Uklonjen
je visak laka te su fluoridirani uzorci pohranjeni u individualne posude u deioniziranu
vodu 1 inkubator na 37 °C. Nakon ponovnog punjenja, ponovno oslobadanje fluorida
zabiljeZeno je nakon 1, 2, 3,4, 7, 141 21 dana, odnosno 92., 93.,94.,95., 105. 112.1 119.

dan od mijesanja.

228223 33828
883383 §8838%

388888 8388380

Slika 7. Uzorci pohranjeni u individualne oznacene posude.
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Slika 8. Priprema za mjerenje koncentracije otpuStenih fluoridnih iona.

Slika 9. Mjerenje koncentracije otpustenih fluoridnih iona fluor-selektivnom elektrodom.
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3.2.5. Statisti¢ka analiza

Pouzdanost mjerenja oslobadanja iona provjerena je Pearsonovim koeficijentom
korelacije (test-retest korelacije) za sve skupine u svim vremenskim to¢kama. Korelacije
izmedu razlic¢itih mjerenja bile su vece od 0,999, sa zajedniCckom varijancom ve¢om od
99,8%. Normalnost distribucije podataka provjerena je Shapiro-Wilkovim testom, dok je
homogenost varijanci testirana Leveneovim testom za oslobadanje fluorida i kalcijevih
iona, pa su za sva tri seta mjerenja provedeni ANOVA i post-hoc LSD (Least Significant
Difference) test. Analiza je provedena pomocu SAS statistickog paketa na Windows

platformi. Razina znacajnosti postavljena je na p = 0,05.
Sve analize provedene su koriStenjem IBM SPSS softvera, v. 21.
3.3. Otpustanje kalcijevih iona
3.3.1.  Skupine
Za mjerenje otpusStanja kalcijevih iona pripravljene su sljedece skupine:
1. Fuji, F
2. Equia, E
3. Fuji modificiran bioaktivnim staklom BAG-F, FB
4. Equia modificirana bioaktivnim staklom BAG-F, EB

Svaka skupina je dalje podijeljena u 2 podskupine prema mediju za pohranu: deionizirana

voda 1 mlijecna kiselina pH 5,4 (L) pa tako dobivamo ukupno 8 podskupina uzoraka.

3.3.2. Veli¢ina uzorka

Power analizom (G*Power verzija 3.1.9.7) dobiveno je da za korelaciju razinu
znacajnosti alfa 0,05 1 korelaciju 0,8 potrebna veliCina uzorka za snagu iznad 0,85 iznosi
48, Sto je graficki prikazano na slici 10, dok je naSa veli€ina uzorka 80. Stvarna snaga za
tu veli¢inu uzorka je 0,857. Ukupno imamo 4 skupine po 20 uzoraka, odnosno 8

podskupina po 10 uzoraka, dakle, Nukupno = 80.
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critical F = 2.24902
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Slika 10. Graficki prikaz izracuna veli¢ine uzorka za otpustanje kalcijevih iona. Na x-osi
prikazane su vrijednosti F-statistike, dok y-os prikazuje gustodu vjerojatnosti F-
distribucije za nul-hipotezu (crvena krivulja) i alternativnu hipotezu (plava krivulja).
Zelena linija oznacava kriti¢nu F-vrijednost. a predstavlja vjerojatnost pogreske tipa I,

dok B predstavlja vjerojatnost pogreske tipa II.

3.3.3. Priprema uzoraka za mjerenje oslobadanja kalcijevih iona

Za pripremu uzoraka staklenih ionomera modificiranth BAG-F-om, kapsule
komercijalnih materijala pazljivo su otvorene pomocu klijeSta za ekstrakciju donjih
molara, tako da se tekucina koja okruzuje membranu ne oSteti. Svaka kapsula sadrzavala
je 0,4 g praha. Sadrzaj 21 kapsule prebacen je u muzar i izvagan. Pet posto mase staklenog
praha zamijenjeno je istom masom eksperimentalnog BAG-F praha. Smjesa je rucno
mijeSana muzarom i tuckom 10 minuta kako bi se postigla §to homogenija raspodjela.
Svaka od 20 kapsula paZzljivo je zatvorena. Ostaci modificiranog praha mase manje od

0,4 g odbacent su.

Kapsule komercijalnih 1 eksperimentalnih materijala modificiranih s 5% BAG-F
aktivirane su 1 mijeSane u 3M™ ESPE™ CapMix™ (3M ESPE, Seefeld, Njemacka)
tijekom 10 sekundi, prema uputama proizvodaca, a uzorci su pripremljeni pomocu
cilindri¢nih teflonskih kalupa dimenzija 5 mm x 2 mm (136). Kako bi se izbjeglo
zadrZavanje zraka, poliesterske trake postavljene su ispod kalupa na staklenoj plocici, a
materijal je lagano komprimiran s obje strane kalupa staklom. Uzorci su se stvrdnjavali

jedan sat.
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3.3.4. Mjerenja otpustanja kalcijevih iona

Analiza koncentracija iona u vodenim otopinama provedena je u skladu s normom ISO

19448:2018 (137).

Nakon pocetnog stajanja od jednog sata, uzorci su pohranjeni u bo¢icama (Laboroprema,
Zagreb, Hrvatska) s 5 mL deionizirane vode na 37 °C u inkubatoru ES 120 (Niive, Ankara,
Turska). Prije mjerenja, uzorci materijala su izvadeni iz bocica i osusSeni upijajuc¢im
papirom. Otpustanje kalcija odredeno je pomocu kalcij-selektivne elektrode Ca 800 DIN
(Xylem Analytics Germany GmbH, Weilheim, Njemacka). Svaka skupina je podijeljena
prema mediju za pohranu: deionizirana voda ili razrijedena otopina mlijecne kiseline pH
5,4 (L). Prije mjerenja, uzorci su uklonjeni iz medija za pohranu i dodano je 2% otopine
ISA/Ca (WTW, Weilheim, Njemacka). Svakodnevno je prije analize koncentracije iona
izvrSena kalibracija uredaja na 10 mg/L, 20 mg/L 1 50 mg/L kalcija koriStenjem
standardne otopine. Mjerenja su izvrsena u triplikatu za svaki uzorak nakon 24 sata, 4
dana, 7 dana, 14 dana i 21 dan. Izmedu mjerenja elektroda se ispirala svjezom
deioniziranom vodom i suSila upijajué¢im papirom. Rezultati su izrazeni u miligramima
po litri (mg/L). Nakon S§to su mjerenja zavrSena, svaki uzorak materijala prebacen je u

bocicu sa svjezom deioniziranom vodom i pohranjen u inkubator do sljedeéeg mjerenja.
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Slika 11. Priprema otopine za mjerenje koncentracije otpustenih kalcijevih iona.

Slika 12. Kalibracija kalcij-selektivne elektrode.
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Slika 13. Mjerenje koncentracije otpusStenih iona kalcij-selektivnom elektrodom.
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3.3.5. Statisti¢ka analiza

Pouzdanost mjerenja oslobadanja iona provjerena je Pearsonovim koeficijentom
korelacije (test-retest korelacije) za sve skupine u svim vremenskim tockama. Gotovo sve
korelacije bile su vrlo visoke (> 0,9), dok je najniza vrijednost uocena u skupini E pri

mjerenju nakon 14 dana (0,74). Stoga su za svaki uzorak koristena srednja mjerenja.

Normalnost distribucije podataka provjerena je Shapiro-Wilkovim testom, dok je
homogenost varijanci testirana Leveneovim testom za oslobadanje fluorida i kalcijevih
iona, pa su za sva tri seta mjerenja provedeni ANOVA i post-hoc LSD (Least Significant
Difference) test. Analiza je provedena pomocu SAS statistiCkog paketa na Windows

platformi. Razina znacajnosti postavljena je na p = 0,05.

Sve analize su provedene koristenjem IBM SPSS softvera, v. 21.
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3.4. Mjerenje mikrotvrdoce uzoraka

3.4.1. Skupine

Za mjerenje mikrotvrdoc¢e pripravljene su sljedece skupine uzoraka:
1. Fuji IX, F

2. Equia Forte HT, E

3. Fuji IX modificiran bioaktivnim staklom BAG, FB

4. Fuji IX modificiran bioaktivnim staklom BAG-F, FBF

5. Equia Forte HT modificirana bioaktivnim staklom BAG, EB

6. Equia Forte HT modificirana bioaktivnim staklom BAG-F, EBF

3.4.2. Veli¢ina uzorka

A priori analiza snage za analizu varijance s fiksnim efektima provedena je pomocu
G*Power softvera (verzija 3.1.9.7). Veli¢ina ucinka procijenjena je na temelju vlastitih
podataka iz pilot studije, tj. prosjeka grupe i1 zajedni¢ke standardne devijacije. Za
dobivenu veli¢inu ucinka od 0,8, razinu znacajnosti od 0,05, broj grupa od 6 1 Zeljenu
snagu od 0,85, minimalna potrebna veli¢ina uzorka je 5 za svaku skupinu, a stvarna snaga
je tada 0,871. To je prikazano na slici 14. Za 6 skupina po 10 uzoraka snaga prelazi 0,99.
Dakle, N ukupno = 60.
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critical F = 2.62065

T — ——

Slika 14. Graficki prikaz izracuna veli¢ine uzorka za ispitivanje mikrotvrdo¢e. Na x-osi
prikazane su vrijednosti F-statistike, dok y-os prikazuje gusto¢u vjerojatnosti. Puna
crvena krivulja predstavlja raspodjelu pod nultom hipotezom (Ho), a isprekidana plava
pod alternativnom hipotezom (H:). Kriti¢na vrijednost oznacena je zelenom linijom.
Povrsina ispod crvene krivulje desno od kriticne vrijednosti oznacava a pogresku, dok

povrsina lijevo od nje ispod plave krivulje predstavlja  pogresku.

3.4.3. Priprema uzorka

Za pripremu uzoraka staklenoionomera modificiranih BAG-ovima, kapsule
komercijalnih materijala pazljivo su otvorene koriStenjem klijesta za ekstrakciju donjih
molara, tako da membrana koja okruZuje tekuéinu nije oSte¢ena. Svaka kapsula
sadrzavala je 0,4 g praha. 5 % mase staklenog praha zamijenjeno je istom masom

eksperimentalnog BAG praha.

Kapsule komercijalnih i eksperimentalnih materijala modificiranih BAG-om u masenom
udjelu od 5 % aktivirane su i mijeSane u 3M™ ESPE™ CapMix™ (3M ESPE, Seefeld,
Njemacka) tijekom 10 sekundi, prema uputama proizvodaca, a uzorci su pripremljeni
pomocu cilindri¢nih teflonskih kalupa dimenzija § mm x 2 mm (17). Kako bi se izbjeglo
zadrZavanje zraka, poliesterske trake postavljene su ispod kalupa na staklenu plocicu, a
materijal je lagano komprimiran s obje strane kalupa staklom. Uzorci su ostavljeni da se
stvrdnu jedan sat, a zatim su njezno izvadeni iz kalupa. PovrSine uzoraka polirane su 1

izravnane tijekom 20 sekundi silikonskim karbidnim diskovima brojeva 320, 800 1 1200

41



Antonela Sosi¢, disertacija

(Metkon Gripo 2V polirka, Metkon Instruments Inc., Bursa, Turska). Svaki uzorak
materijala prebacen je u bocicu koja sadrzi 5 mL destilirane vode te pohranjen una 37 °C

u inkubatoru ES 120 (Niive, Ankara, Turska).

3.4.4. Ispitivanje mikrotvrdoce

Mjerenja tvrdoc¢e po Vickersu provedena su na oznacenoj povrsini u tri ponavljanja u

razdoblju od 24 sata i 7 dana nakon mijeSanja uzoraka.

Vickersova mikrotvrdo¢a (HV) povrSine materijala odredena je uredajem za mjerenje
mikrotvrdo¢e (CSV-10; ESI Priiftechnik GmbH, Wendlingen, Njemacka) koriStenjem
optere¢enja od 50 g i vremena zadrzavanja od 10 s. Dijamantni utiskiva¢ utisnut je u
povrSinu materijala. Zatim su izmjerene dubina i veli¢ina nastalog udubljenja, a ti su
podaci koriSteni za izracun vrijednosti tvrdo¢e po Vickersu. Prije mjerenja, uzorci su
ostavljeni da se suse na papirnatoj maramici najmanje 60 minuta. Izmedu mjerenja, uzorci

su pohranjeni u destiliranoj vodi.
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Slika 15. Mikrotvrdomjer za mjerenje mikrotvrdoce.
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1

Slika 16. Mjerenje mikrotvrdo¢e na uzorku.

44



Antonela Sosi¢, disertacija

3.4.5. Statisti¢ka analiza

Statisticka analiza provedena je koriStenjem SPSS verzije 21 (IBM SPSS Statistics
Armonk, NY, SAD).

Normalnost raspodjele testirana je Shapiro-Wilkovim testom, a homogenost varijance
Leveneovim testom. Podaci o statisti¢ki znac¢ajnim razlikama izmedu skupina analizirani
su analizom varijance (ANOVA) 1 post hoc testom najmanjih znacajnih razlika (LSD) s

Bonferronnijevom korekcijom, a razina znacajnosti postavljena je na a. = 0,05.

Za ispitivanje statisticki znacajnih razlika unutar skupina kroz vrijeme proveden je
upareni t-test za usporedbu jedne skupine u dvije vremenske tocke za sve skupine osim

za EF skupinu za koju je koristen Wilcoxonov test.

3.5. SEM-EDS analiza

Po jedan reprezentativni uzorak iz svih Sest skupina materijala bio je pohranjen u PBS
tijekom 45 dana, nakon ¢ega se suSio 30 dana na zraku i 10 dana u vakuumu. PovrSinsko
snimanje (v. sliku 17) provedeno je pretraznim elektronskim mikroskopom (v. sliku 18)
JSM-7000F (JEOL Ltd., Tokio, Japan) postavljenim na napon od 5 kV, radnu udaljenost
od 10 mm i poveéanje od 100x, 1000%, 2000x i 5000%. Elementarni podaci dobiveni su
pomocu Inca 350 EDS sustava (Oxford Instruments, High Wycombe, UK). Prije analize
uzorci su njezno ocis¢eni Cetkicom kako bi se uklonile sve labave povrSinske Cestice, a
zatim osuSeni na zraku. Ova priprema pomogla je u jasnijem otkrivanju povrSinske
topografije 1 omogucila EDS sustavu da s veCom pouzdanoS¢u identificira prisutne
elemente. Ova priprema jasnije je prikazala povrSinsku topografiju i omogucila EDS

sustavu da s ve¢om pouzdano$c¢u identificira prisutne elemente.
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Slika 18. Pretrazni elektronski mikroskop.
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4.1. Sastav Fuji IX, Equia Forte HT i eksperimentalnih bioaktivnih stakala BAG
i BAG-F

4.1.1. FTIR spektroskopija

FTIR spektroskopija dodatno je provedena za eksperimentalna stakla BAG i BAG-F.

T/%

20 ; ; I i ; t
1600 1400 1200 1000 800 600 400 200

v/cm™l

Slika 19. Preklopljeni IR(ATR) spektri uzoraka BAG (crveno) i BAG-F (plavo) u
podrucju valnih brojeva 1600 — 200 cm™ (x-0s). y-os prikazuje transmitanciju, odnosno
postotak infracrvenog zracenja koje prolazi kroz uzorak. U oba spektra vidljive su

karakteristi€ne apsorpcijske vrpce silikatne 1 fluorosilikatne strukture.

ATR-FTIR spektri uzoraka BAG i BAG-F na slici 19 pokazuju karakteristicna vibracijska
svojstva amorfnih silikatnih 1 fluorosilikatnih materijala. Oba spektra pokazuju snaznu,
Siroku apsorpcijsku vrpcu centriranu oko 1070 — 1080 cm™, koja se pripisuje asimetri¢noj

vibraciji istezanja Si-O-Si veza unutar silikatne mreze (138).

U usporedbi s uzorkom BAG, uzorak BAG-F pokazuje blagi pomak ove glavne vrpce
prema nizim valnim brojevima i smanjenje njezinog relativnog intenziteta, §to sugerira

manje varijacije u povezanosti mreze ili u lokalnom kemijskom okruZenju silikatne
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strukture. Podrucje niskih valnih brojeva (ispod 800 cm™) takoder pokazuje male razlike
u obliku vrpce, ukljucujuéi Siru znacajku izmedu 700 i 750 cm™, $to moze odrazavati

suptilne strukturne ili kompozicijske ucinke.

Oba spektra pokazuju slabu, Siroku apsorpciju u podrucju 2800 — 3000 cm™, koja se
pripisuje povrsinskim hidroksilnim skupinama ili tragovima adsorbiranih organskih vrsta,
te vibraciju savijanja blizu 460 cm™! koja odgovara Si-O-Si deformacijskim modovima.
Odsutnost ostrih vrhova u cijelom spektralnom rasponu ukazuje na to da su oba uzorka

amorfni staklasti prahovi (139).

Sveukupno, spektri BAG-a i BAG-F-a su kvalitativno sli¢ni, s manjim pomacima i
razlikama u intenzitetu, Sto implicira usporedive silikatne okvire s malim varijacijama u

lokalnom vezanju i organizaciji mreze.

4.1.2. ICP-MS analiza

Masena spektrometrija s induktivno spregnutom plazmom otkrila je sastav praSkastih
komponenti ispitivanih materijala. ICP-MS mozZze analizirati sve elemente nominalno
prisutne u ispitivanim materijalima osim fluora. Prema proizvodacu, sastav praskaste
komponente Fuji IX je 90 — 100% fluoro-aluminosilikatno staklo, 5 — 10% poliakrilna
kiselina, a Equia Forte HT Fil 95% stroncijevo fluoro-aluminosilikatno staklo, 5 %
poliakrilna kiselina. Nominalni sastav BAG-F (106): 42,7 mol% Si0O3, 26,2 mol% CaO,
26,1 mol% NayO, 4,0 mol% P>0s 1 1 mol% CaF,; a BAG (100): 80 wt% BAG Bioglass
45S5 s 20 wt% ZnO.

Rezultati ICP-MS analize prikazani su u tablici 2.
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Tablica 2. Sastav eksperimentalnih BAG i BAG-F te praskastih komponenti Fuji IX i

Equia dobivenih ICP-MS analizom, izraZzen kao maseni udio spojeva (w / %).

Materijal BAG BAG-F Fuji IX Equia
Sastav w/ % w /% w /% w /%
Si02 44,30 44,79 44,66 44,72
CaO 26,40 23,46 0,39 0,71
NaxO 24,00 24,20 3,31 4,50
P20s 3,90 2,50 2,11 2,10
SrO 0,40 1,01 35,99 31,26
AlO3 - 0,79 10,27 13,51
ZnO 0,24 1,32 0,003 -
ukupno: 99,24 98,07 96,73 96,80

Nizak postotak koji se nije mogao identificirati pomocu ICP-MS stoga se moze pripisati

fluoridnoj soli, uglavnom CaF;, koja je nominalno prisutna u svim testiranim

materijalima.
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4.2. Otpustanje fluoridnih iona

4.2.1. Otpustanje fluoridnih iona iz komercijalnih 1 modificiranih uzoraka do
iscrpljivanja

Postojale su statisticki znaCajne razlike izmedu sljede¢ih mjerenja u cjelini (p < 0,001).
Te su razlike znacajno ovisile o modifikaciji (p < 0,001) i materijalu (p < 0,001). Takoder,
ucinak modifikacije BAG-ovima bio je razli€it za razli¢ite materijale (p<0,001). U svim
vremenskim tockama i za oba materijala, tip BAG-F imao je viSe vrijednosti od BAG-a,
dok su najnize vrijednosti zabiljezene za originalne materijale Fuji i Equia. Ovaj u¢inak
modifikacije s BAG-om i BAG-F na poveéano oslobadanje F bio je izrazeniji kod Equie
nego kod Fujija: iako je Equia oslobadala najmanje F, Equia BAG-F je oslobadao najvise
F. Deskriptivna statistika dnevnog 1 kumulativnog otpuStanja fluorida prikazana je u
tablicama 3 1 4. Slike 20-22 graficki prikazuju otpustanje fluorida po skupinama tijekom

tromjese¢nog razdoblja.

Equia Forte HT

200,000

o BAG-F
S 180,000 e
= mji IX BAG-F
g 160,000 =—A
= N Equia Forte HT
é 140,000 BAG
@ 120,000 —
S~ Fuji1 IX
£ 100,000 - BAG
c
8 E 80,000 ®.5i 1% 0
c
e 60,000 - ¢ Equia Forte HT
o 0
S 40,000
% 20,000
£
g O, OOO T T T T T 1
0 20 40 vrijeme (dani) 60 80 100

Slika 20. Graficki prikaz prosje¢nih kumulativnih koncentracija otpuStenih fluoridnih
iona po skupinama u svakoj vremenskoj tocki. Na x-osi prikazano je vrijeme (dani), a na

y-osi aritmeticka sredina kumulativnih koncentracija fluoridnih iona (mg/L).
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Slika 21. Graficki prikaz prosje¢ne koncentracije ukupno otpustenih fluorida po danu iz
svih materijala zajedno. Vrijeme (dani) prikazano je na x-osi, a na y-osi koli¢nik prosje¢ne
koncentracije otpustenih iona fluora (mg/L) 1 broja dana do kada je to otpustanje nastalo.
Svaka vremenska tocka prikazuje prosjecnu koncentraciju ukupno otpustenih fluoridnih

iona u prethodnom razdoblju po danu.

Dok je na slici 20 prikazana suma koncentracija svih otpustenih fluoridnih iona do
trenutka mjerenja, slika 21 prikazuje pocetnu visoku koncentaciju otpustenih iona fluora
u prvim danima nakon mijeSanja materijala, nakon ¢ega dolazi do naglog opadanja
koncentracije. Slijedi dugotrajno otpuStanje niskih koncentracija fluorida, odnosno

iscrpljivanje materijala.
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Tablica 3. Deskriptivna statistika dnevnog oslobadanja fluoridnih iona iz Fuji IX i Equia

Forte HT materijala i njihovih modifikacija eksperimentalnim BAG-ovima koji sadrze

spojeve fluora i1 cinka. Srednje vrijednosti i standardne devijacije osam mjerenja

provedenih u tri ponavljanja 1, 2, 3, 4, 7, 14, 21 1 91 dana nakon mijeSanja. Vrijednosti

koncentracije izraZzene su u mg/L.

Materijal . .. Dap_i ?akp n
Modifikacija mijeSanja D1 D2 D3 D4 D7 D14 D21 D91
Fuji IX (6} Medijan 22,259 12,975 9,666 9,426 11,000 5,797 4,323 13,073
Std. devijacija 3,868 2,622 1,838 2,315 2,979 1,971 1,248 2,436
BAG Medijan 28,368 19,486 14,070 12,635 13,000 9,578 7,767 18,175
Std. devijacija 4,251 4,081 3,354 2,721 2,540 2,537 1,992 2,101
BAG-F Medijan 35,658 29,278 20,200 17,703 17,376 12,714 10,051 20,883
Std. devijacija 2,443 2,518 1,474 1,401 1,252 0,952 0,762 1,276
Equia (¢} Medijan 20,923 10,525 8,484 7,281 7,667 7,667 3,103 13,258
Forte HT
Std. devijacija 1,932 1,633 1,393 0,820 0,986 0,986 0,795 1,646
BAG Medijan 39,665 25,735 20,348 18,828 20,383 17,223 12,824 26,270
Std. devijacija 10,717 9,435 8,760 7,708 7,559 8,518 7,105 6,720
BAG-F Medijan 47,393 33,101 29,962 26,270 28,244 24,880 19,890 30,748
Std. devijacija 9,395 9,365 8,347 7,410 7,034 9,796 8,845 6,537

53



Antonela Sosi¢, disertacija

Tablica 4. Deskriptivna statistika kumulativnog oslobadanja fluoridnih iona iz Fuji IX i

Equia Forte HT materijala i njihovih modifikacija s eksperimentalnim BAG-ovima koji

sadrze spojeve fluora i cinka. Srednje vrijednosti i standardne devijacije osam mjerenja

provedenih u tri ponavljanja 1., 2., 3., 4., 7., 14., 21. 1 91. dana nakon mijeSanja.

Vrijednosti koncentracije izrazene su u mg/L.

Materijal ~ Modifikacija ~ Dani nakon cl c2 c3 c4 c7 cl4 c21 c91
mijesanja
Fuji IX (6} Medijan 22,259 352234 44,901 54,326 65,326 71,123 75,445 88,519
Std. 3,868 6,434 8,256 10,422 12,917 14,282 15,263 16,622
devijacija
BAG Medijan 28,368 47,854 61,924 74,559 87,559 97,137 104,904 123,079
Std. 4,251 8,230 11,481 13,967 16,377 18,781 20,616 22,248
devijacija
BAG-F Medijan 35,658 64,936 85,136 102,839 120,215 132,929 142,980 163,863
Std. 2,443 4,647 5,899 7,005 7,788 8,249 8,494 9,219
devijacija
Equia (¢} Medijan 20,923 31,449 39,933 47213 54880 62,546 65,650 78,907
Forte HT
Std. 1,932 3,080 4,299 4,938 5,810 6,714 7,234 8,523
devijacija
BAG Medijan 39,665 65,400 85,748 104,576 124,958 142,181 155,005 181,275
Std. 10,717 20,029 27,038 33917 40,822 48,551 55,398 61,495
devijacija
BAG-F Medijan 47,393 80,493 110,455 136,725 164,969 189,849 209,739 240,488
Std. 9,395 18,586 26,685 31,338 37,489 44,601 51,232 56,815
devijacija
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Slika 22. Usporedni graficki prikaz kumulativne koncentracije (mg/L) otpustenih iona
fluora (y-os) po skupinama u ovisnosti o vrsti materijala (x-os). Svaki graf prikazuje
vrijednosti izmjerene u odredenom razdoblju mjerenja: 1., 2., 3., 4., 7., 14., 21.1 90. dan

nakon mijeSanja.

4.2.2. Otpustanje fluoridnih iona iz komercijalnih i modificiranih uzoraka nakon

ponovnog punjenja fluoridima

Kako bi se procijenio u¢inak ponovnog punjenja fluoridima (eng. recharge), provedena
je usporedba oslobadanja fluorida po danu u svim skupinama i vremenskim to¢kama. [ako
su nakon ponovnog punjenja dnevne razine oslobadanja fluorida bile nize od pocetnih
vrijednosti, ¢ini se da su i sporije padale. Srednje vrijednosti i standardne devijacije za
sve vrijednosti prikazane su u tablici 5 1 na slici 23. Kumulativne vrijednosti prikazane su
u tablici 6 1 na slici 24. Slika 25 prikazuje prosjecnu dnevnu koli¢inu otpustanja, dobivenu
dijeljenjem ukupnih vrijednosti s brojem dana izmedu mjerenja, ¢ime se omogucuje bolja

usporedba kinetike otpustanja fluorida prije i nakon ponovnog punjenja.

Usporedivanjem vrijednosti u susjednim skupinama prije i nakon ponovnog punjenja (1
dan nakon mijeSanja s 1 dan nakon ponovnog punjenja, 2 dana nakon mijesanja na 2 dana
nakon ponovnog punjenja itd.) za skupine s Fuji IX materijalom, razlike su bile statistic¢ki
znacajne (p < 0,001) za sve vremenske tocke, s pocetnim vrijednostima visim nakon 1, 2,
3, 4 1 7 dana, a vrijednostima nakon ponovnog punjenja viSim nakon 14 i 21 dana.
Rezultati su bili sli¢ni za skupinu Equia Forte HT. Pocetne vrijednosti F bile su znacajno
viSe nakon 1., 2., 3. 1 4. dana (p < 0,001), nakon 7 dana vrijednosti su bile usporedive (p
>0,05), a nakon 14 i 21 dana vrijednosti nakon ponovnog punjenja bile su znacajno vise
(p <0,001). Za E BAG obrazac se ¢inio sli¢nim, ali razlike nakon 14 1 21 dan nisu bile
statisticki znacajne (p>0,05), a za E BAG-F vrijednosti prije ponovnog punjenja bile su
znacajno vise nakon 1, 2, 3,4 1 7 dana (p < 0,001), razlika nije bila znacajna nakon 14

dana, a bila je znacajno veca nakon ponovnog punjenja 21. dana (p = 0,017).

Povecanje oslobadanja fluorida za BAG i1 varijantu BAG-F u usporedbi s originalnom
formulacijom bilo je statisti¢ki znacajno u oba materijala, ali povecanje za BAG bilo je
manje (BAG-F > BAG > original), iako takoder znacajno (p < 0,001). To vrijedi za sve

vremenske tocke, prije 1 poslije ponovnog punjenja fluoridima.
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Tablica 5. Deskriptivna statistika dnevnog oslobadanja fluoridnih iona iz Fuji IX i Equia
Forte HT materijala i njihovih modifikacija eksperimentalnim BAG-ovima koji sadrze
spojeve fluora i cinka. Srednje vrijednosti i standardne devijacije sedam mjerenja
provedenih u tri ponavljanja 1, 2, 3, 4, 7, 14 i 21 dan nakon ponovnog punjenja.

Vrijednosti koncentracije izrazene su u mg/L.

Materijal Modifikacija ~ Dani nakon mijeSanja DI D2 D3 D4 D7 D14 D21
Fuji IX (6] Medijan 5,52 3,50 334 4,11 6,58 9,53 7,93
Std. devijacija 1,99 0,80 0,85 1,17 1,34 2,10 2,33
BAG Medijan 6,46 5,09 372 422 7,54 12,62 12,06
Std. devijacija 1,15 1,62 0,73 1,50 2,12 2,56 2,05
BAG-F Medijan 927 17,63 836 7,95 12,04 17,53 16,24
Std. devijacija 0,64 098 1,53 098 0,68 0,64 1,00
Equia O Medijan 4,55 422 446 473 8,16 11,12 9,61
Forte HT
Std. devijacija ,65 1,36 1,88 2,18 2,15 2,54 1,66
BAG Medijan 8,58 6,13 4,80 559 944 1421 13,17
Std. devijacija 2,81 2,99 1,94 233 2,63 3,35 3,54
BAG-F Medijan 11,16 8,57 745 1,57 12,39 18,05 16,94
Std. devijacija 3,55 3,15 2,35 1,96 3,01 3,08 3,40
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Tablica 6. Deskriptivna statistika kumulativnog oslobadanja fluoridnih iona iz Fuji IX i

Equia Forte HT materijala i njihovih modifikacija eksperimentalnim BAG-ovima koji

sadrze spojeve fluora i cinka. Srednje vrijednosti i standardne devijacije sedam mjerenja

provedenih u tri ponavljanja 1, 2, 3, 4, 7, 14 i 21 dan nakon ponovnog punjenja.

Vrijednosti koncentracije izrazene su u mg/L.

Materijal ~ Modifikacija Dani nakon mije$anja cl c2 c3 c4 c7 cl4 c2l1
Fuji IX (¢} Medijan 94,06 97,56 100,90 105,02 111,60 121,13 129,06
Std. devijacija 17,71 18,42 18,92 19,82 2093 22,50 24,52
BAG Medijan 129,54 134,63 138,35 142,57 150,11 162,73 174,79
Std. devijacija 23,30 24,67 2508 26,38 2836 30,85 32,79
BAG-F Medijan 173,13 180,76 189,12 197,07 209,10 226,63 242,87
Std. devijacija 9,56 9,95 10,48 10,44 10,49 10,32 10,38
Equia (0) Medijan 83,46 87,68 92,14 96,87 105,02 116,14 125,75
Forte HT Std. devijacija 9,04 9,50 9,87 10,81 11,92 13,88 15,23
BAG Medijan 189,85 19598 200,79 206,38 215,82 230,04 243,20
Std. devijacija 64,13 66,87 68,40 70,51 72,46 75,05 77,85
BAG-F Medijan 251,64 260,22 267,06 27523 287,62 305,67 322,60
Std. devijacija 59,78 62,59 64,82 66,55 69,39 72,18 7539

58



Antonela Sosié, disertacija

MEquia Forte HT
- &0.00- .E:uiu Forte HT BAG
= CEquia Forte HT BAG-F
BWFuijiix
E’ CIFui 1x BAG
= 50004 EIFuji 1¥ BAG-F

Error Bars: +- 1 SE

-
=
]

1

30.00-] b

: 20.007

10.00

Koncentracija otpustenih fluorida

0.00- - -
10 20 0 40 7o 140 210 10 920 430 840 a5.0 a8.0 1050 1120

Vrijeme (dani)

Slika 23. Grafi¢ki prikaz dnevnog otpustanja fluoridnih iona iz Equia Forte HT 1 Fuji IX
te njihove modifikacije eksperimentalnim BAG-ovima. Ponovno punjenje Fluor
Protector gelom provedeno je nakon mjerenja 91. dana. Ponovno otpustanje zabiljezeno
je1,2,3,4,7,14 121 dan nakon ponovnog punjenja. Koncentracija iona fluora izraZzena

u mg/L prikazana je na y-osi, dok x-os oznacava vrijeme.
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Slika 24. Graficki prikaz prosjeéne kumulativne koncentracije (mg/L) oslobodenih
fluoridnih iona (y-os) iz Equia Forte HT i Fuji IX te njihove modifikacije s 5% masenog
udjela BAG-a i BAG-F-a tijekom razdoblja od 112 dana (x-0s). Ponovno punjenje Fluor

Protector gelom provedeno je nakon mjerenja 91. dana.
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Slika 25. Graficki prikaz prosjecnih koncentracija (mg/L) ukupno otpustenih fluoridnih
iona po danu iz svih materijala zajedno (y-os) izmjerenih u 15 vremenskih tocki (x-0s).
Slovom M na oznaceno je prvih 8 mjerenja, nakon ¢ega je provedena fluoridacija uzoraka.

Mjerenja nakon ponovnog punjenja fluoridima oznacena su slovom A.

4.3. Otpustanje kalcijevih iona

4.3.1. Otpustanje kalcijevih iona iz komercijalnih i modificiranih materijala u

neutralnom i kiselom mediju

Geometrijska sredina otpuStenih iona kalcija po danima mjerenja prikazana je u tablici 7,
dok je kumulativna vrijednost prikazana u tablici 8. Analiza varijance (ANOVA) pokazala
je statisticki znacajne razlike izmedu skupina (p < 0,001) i u razli¢itim vremenskim
tockama (p < 0,001) u pogledu oslobadanja kalcijevih iona. LSD test pokazao je da su
sve Fuji skupine oslobadale znacajno vise (p < 0,05) kalcija od svih Equia skupina,
neovisno o modifikaciji 1 mediju pohrane (deionizirana voda ili otopina mlijecne

kiseline). Kako grafi¢ki prikazuju slike 26-28, najvise iona kalcija otpusteno je iz uzoraka
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F BAG-F L, aslijede F BAG-F, F L, F, E BAG-F L, E BAG-F, E Li E. Razlike su bile
znacajne izmedu svih Fuji IX skupina (p < 0,05): Fuji je oslobadao kalcijeve ione u
najnizoj koncentraciji, a slijede Fuji L, Fuji BAG-F i Fuji BAG-FL. Trend je bio sli¢an u
Equia skupinama, ali razlike su bile znacajne izmedu E vs. E BAG-F, E vs. E BAG-F L1
E Lvs. E BAG-F L.
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Tablica 7. Deskriptivna statistika dnevnog oslobadanja kalcijevih iona izrazena u mg/L iz
Fuji IX i Equia Forte HT te njihovih modifikacija s 5 % masenog udjela BAG-F u

deioniziranoj vodi i mlijecnoj kiselini (L) 1, 4, 7, 14 1 21 dan nakon mijeSanja.

Materijal
Modifikacija Dan 1 Dan 4 Dan 7 Dan 14 Dan 21
Fuji IX Fuji Medijan 0,4183 0,338 0,1355 0,3364 0,2855
Std. devijacija 0,0556 0,0285 0,0204 0,0513 0,0271
Fuji L Medijan 0,5383 0,4656 0,1494 0,3902 0,4139
Std. devijacija 0,0772 0,0693 0,0204 0,0424 0,0688
Fuji BAG-F Medijan 0,4674 0,6358 0,1935 0,7066 0,3870
Std. devijacija 0,0452 0,0554 0,0330 0,0663 0,0515
F BAG-FL Medijan 0,5202 0,6261 0,4008 1,0200 0,5177
Std. devijacija 0,0616 0,0943 0,0805 0,0533 0,0754
Equia E Medijan 0,4146 0,2469 0,0244 0,0970 0,2310
Std. devijacija 0,0437 0,0311 0,0074 0,0072 0,0215
EL Medijan 0,4316 0,2421 0,0354 0,1380 0,2594

Std. devijacija 0,0378 0,0176 0,0075 0,0175 0,0245

E BAG-F Medijan 0,4141 0,2402 0,0683 0,2054 0,2939

Std. devijacija 0,0747 0,0319 0,0164 0,0170 0,0403

E BAG-FL Medijan 0,4010 0,3440 0,0414 0,2202 0,2871

Std. devijacija 0,0784 0,0528 0,0079 0,0254 0,0241
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Tablica 8. Deskriptivna statistika kumulativnog oslobadanja kalcijevih iona izrazena u

mg/L iz Fuji IX i Equia Forte HT (E) i njihovih modifikacija s 5 % masenog udjela BAG-

F u deioniziranoj vodi i mlije¢noj kiselini (L) nakon 1, 4, 7, 141 21 dan.

Materijal
Modifikacija Dan 1 Dan 4 Dan 7 Dan 14 Dan 21
Fuji IX Fuji Medijan 0,4183 0,7563 0,8918 1,2282 1,5137
Std. devijacija 0,0556 0,0637 0,0673 0,0860 0,0845
Fuji L Medijan 0,5383 1,0039 1,1533 1,5435 1,9574
Std. devijacija 0,0772 0,1251 0,1207 0,1454 0,1631
Fuji BAG-F  Medijan 0,4674 1,1032 1,2967 2,0033 2,3903
Std. devijacija 0,0452 0,0556 0,0519 0,0832 0,1277
F BAG-FL  Medijan 0,5202 1,1463 1,5471 2,5671 3,0848
Std. devijacija 0,0616 0,1022 0,1637 0,1533 0,2046
Equia E Medijan 0,4146 0,6615 0,6859 0,7829 1,0139
Std. devijacija 0,0437 0,0598 0,0619 0,0651 0,0630
EL Medijan 0,4316 0,6637 0,7091 0,8471 1,1065
Std. devijacija 0,0378 0,0366 0,0372 0,0483 0,0565
E BAG-F Medijan 0,4141 0,6543 0,7227 0,9281 1,2220
Std. devijacija 0,0747 0,0728 0,0785 0,0820 0,0975
E BAG-FL Medijan 0,4010 0,7450 0,7864 1,0066 1,2936
Std. devijacija 0,0784 0,1060 0,1096 0,116 0,1167
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#***++#-

Fuji Fuji L Fuji BAG-F Fuji BAG-FL Equia Equia L Equia BAG-F Equia BAG-FL
Groups

Mean calcium release (mg/l)

Slika 26. Dijagram pravokutnika koji prikazuje koncentracije (mg/L) oslobodenih
kalcijevih iona (y-os) iz Fuji IX (F), Equia (E) i njihovih modifikacija BAG-F-om u

deioniziranoj vodi i mlije¢noj kiselini (x-0s).

65



Antonela Sosié, disertacija

= Fuji BAG-F L
o
E
m
S
% Fuji BAG F
z? Fuji L
c
o
3 Fuji
S Equia BAG-F L
T Equia BAG-F
5, Equia L
3 / Equia
é —
/" -
24h 4 dana 7 dana 14 dana 21dan

Slika 27. Graficki prikaz kumulativnih koncentracija (mg/L) otpustenih iona kalcija (y-

os) izmedu skupina izmjerenih nakon 24h, 4, 7, 14 1 21 dan (x-0s).
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Slika 28. Dijagrami pravokutika za pojedinacna mjerna razdoblja (24h, 4, 7, 14 1 21 dan)
prikazuju koncentracije (mg/L) ukupno otpustenih iona kalcija (y-osi) po skupinama (x-

osi).

4.4. Mikrotvrdoéa

4.4.1. Ispitivanje statisticki zna¢ajnih razlika izmedu skupina

Kako bi se ispitalo postoje li statisti¢ki znacajne razlike izmedu ispitivanih skupina,
provedena je jednofaktorska analiza varijance (ANOVA) za razdoblja od 24 h i 7 dana
nakon mijeSanja. Prije same analize provjerene su pretpostavke testa, i to normalnost
distribucije unutar skupina (Shapiro—Wilkov test) te homogenost varijanci (Leveneov
test). Za razinu znacajnosti o = 0,05 utvrdeno je da je normalnost narusena za skupinu EB
24 h nakon mijeSanja (p = 0,006729), dok u mjerenjima nakon 7 dana nije uoceno krsenje
pretpostavke normalnosti. Dakle, osim odstupanja u jednoj skupini, pretpostavke ANOVA
testa bile su zadovoljene. Budu¢i da je ANOVA djelomi¢no otporna na manja odstupanja

od normalnosti, analiza je provedena. Za naknadne usporedbe izmedu skupina
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primijenjen je LSD (Least Significant Difference) post-hoc test s Bonferronijevom

korekcijom na razini znacajnosti 0,05.

ANOVA analiza pokazala je visoku statisticku znacajnost razlika izmedu skupina 24 sata
nakon mijeSanja (p < 0,00001), kao i nakon 7 dana (p < 0,00001). Rezultati LSD testa

ukazali su na jasan rang mikrotvrdoce izmedu skupina.

60

‘*+ﬁﬂ'*

Mikrotvrdoca (VHN)

30

20

F FB FF E EF EB
Skupina

Slika 29. Dijagram pravokutnika prikazuje vrijednosti mikrotvrdo¢e (VHN) nakon 24 h

po skupinama .
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Slika 30. Dijagram pravokutnika prikazuje vrijednosti mikrotvrdo¢e nakon 7 dana po

skupinama.

Srednje vrijednosti mikrotvrdoce i standardne devijacije za 6 eksperimentalnih skupina
nakon 24 sata i nakon sedam dana prikazane su u tablici 9. Statisticki znacajne razlike
odredene su LSD testom (p < 0,00001). Nakon 24 sata, najvec¢u mikrotvrdo¢u pokazali
su uzorci FB (53,16) 1 F (50,63), dok je EF skupina imala najnize vrijednosti (23,72),

kako je graficki prikazano na slici 29. Nakon 7 dana doSlo je do znacajnog porasta
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mikrotvrdo¢e u gotovo svim skupinama, s najviSim vrijednostima zabiljeZenim u

skupinama F (64,48) i FB (63,44), dok je EF skupina ostala najslabija (30,20).

Tablica 9. Vrijednosti mikrotvrdo¢e (VHN) i standardne devijacije za 6 eksperimentalnih

skupina.
Standardna Standardna
Skupina  Medijan 24 h  devijacija24h  Medijan 7 d devijacija 7 h
E 41,2 6,850 46,833° 5,595
EF 23,724 10,030 30,205¢ 6,022
EB 40,547¢ 6,774 45,896" 7,189
F 50,634 5,671 64,48 6,793
FF 38,433° 7,559 49,133 5,873
FB 53,1632 5,422 63,4432 4,124

*razlicita slova u nadnaslovima oznacavaju statisticki znacajne razlike medu skupinama. Nema statisticki

znacajnih razlika izmedu skupina s istim slovom.

4.4.2. Ispitivanje statistiCki znac¢ajnih razlika unutar grupa kroz vrijeme

Kako bi se ispitala razlika izmedu dvaju razdoblja mjerenja, unutar svake od Sest skupina,
provedeni su upareni t-testovi. Prije same analize provjerena je pretpostavka normalnosti
razlika izmedu mjerenja pomocu Shapiro—Wilkovog testa. Na razini znac¢ajnosti o = 0,05
pretpostavka je bila zadovoljena u svim skupinama osim u skupini EF (p = 0,02263).
Sukladno tome, upareni t-test koriSten je za sve skupine koje zadovoljavaju pretpostavku
normalnosti, dok je za skupinu EF primijenjen neparametarski Wilcoxonov test za zavisne
uzorke. Uzimajuci u obzir vrijednosti mikrotvrdo¢e unutar iste skupine u vremenskom

razmaku od tjedan dana (slika 31), utvrdeno je da su razlike za skupine F, FB, FF i1 E bile
statisticki znacajne (p-vrijednosti 0,0001871, 0,0005441, 0,0006575, 0,004463) te da je
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mikrotvrdoca bila ve¢a nakon 7 dana. Za skupine EF i EB, mikrotvrdoc¢a se nije znacajno

mijenjala tijekom vremena (p-vrijednosti 0,2746 1 0,08398).

F FB FF E EF EB
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[ ]
20

24h 7 dana 24h 7 dana 24h 7 dana 24h 7 dana 24h 7 dana 24h 7 dana

Slika 31. Usporedni dijagrami pravokutnika prikazuju vrijednosti mikrotvrdo¢e (VHN)

izmjerene nakon 24 h i 7 dana.
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4.5. SEM-EDS analiza

SEM-EDS analiza uzorka Equia pri manjem povecanju opcenito je odgovarala
deklariranom sastavu Equia fluoro-aluminosilikatnog stakla gdje je kalcij zamijenjen
stroncijem (slika 32A). PovrSinski defekti odgovaraju mjestima gdje je voda isparavala
tijekom postupka suSenja u vakuumu. Analiza pri veéem povecanju pokazala je da
amorfne strukture na povrSini imaju slican sastav kao i cijeli uzorak, $to sugerira da se

radi o zdrobljenim ¢esticama uzorka (slika 32B).
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Slika 32. SEM-EDS analiza uzorka Equia pri povecanju od 100x pokazuje stroncij-
aluminosilikatni sastav (A). SEM-EDS analiza povrSinskih oblika pri povecanju od

2000x pokazala je slian sastav kao i cijeli uzorak (B).
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SEM-EDS analiza uzorka EquiatBAG pokazala je vidljive pukotine i povrSinske

nedostatke kao rezultat isparavanja inherentne vode, ali je u sastavu uocen i kalcij (slika

33A). Pri povecanju od 1000x cCestice koje odgovaraju stroncij-fluoro-aluminosilikatnom

staklu, tj. punilu staklenog hibridnog materijala Equia, mogu se vidjeti blizu povrSine

uzorka, ali ne i na povrsini (slika 33B).
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Slika 33. SEM-EDS analiza uzorka EquiatBAG pokazala je vidljive pukotine i

povrsinske nedostatke kao rezultat isparavanja inherentne vode. Kalcij je identificiran u

Equia+BAG uzorku zbog modifikacije BAG-om (A). Pri povecanju od 1000x cCestice

stroncij-fluoro-aluminosilikatnog stakla identificirane su blizu povrsine (B).
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Equia+BAF-F uzorci pokazali su glatku povrsSinu i sadrzaj sli¢an originalnoj formulaciji,
ali s nesto viSim masenim udjelom fluorida (slika 34A). Niski maseni udjeli kalcija
takoder su otkriveni kao sastavni dio uzorka cementa, §to vjerojatno odgovara ¢esticama

podrijetlom iz BAG-F-a (slika 34B).
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Slika 34. SEM-EDS analiza uzoraka Equia+BAG-F pri povecanju od 100 X pokazala je
glatku povrsinu i sadrzaj slican originalnoj Equia formulaciji s vi§im razinama fluorida
(A). Pri povecanju od 1000x otkrivene su niske razine kalcija podrijetlom iz BAG-F kao

sastavni dio uzorka cementa (B).
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SEM-EDS analiza Fuji cementa pokazala je glatku povrSinu s pukotinama i povrSinskim
nedostacima zbog postupka vakuumskog suSenja. Sastav Fujija bio je sli¢an originalnoj

formulaciji Equie (slika 35A,B).
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Slika 35. SEM-EDS analiza Fuji IX pri povecanju od 100x pokazala je glatku povrsSinu s
pukotinama 1 povrSinskim nedostacima uzrokovanim postupkom susenja u vakuumu.
Sastav Fuji IX odgovara stroncij-fluoro-aluminosilikatu (A). Cestice stakla blizu povrsine

odgovaraju silikatnim ¢esticama fluoro-aluminosilikatnog staklenog punila Fuji IX (B).
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U usporedbi s Fujijem, uzorak Fuji+BAG pokazao je veéi sadrzaj kalcija, a manji fluora
i aluminija (slika 36A). Na povrSini su uocljive nepravilnosti koje mogu odgovarati
usitnjenim Cesticama uzorka koje su prianjale uz povrSinu. Vjerojatno su nastale zbog
manipulacije uzorkom nakon postupka susenja koja je uzorak ucinila sklonim pucanju i
fragmentaciji. Ovu pretpostavku podupire Cinjenica da je sastav necisto¢a na povrsini

sli¢an ukupnom sastavu uzorka (slika 36B).
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Slika 36. SEM-EDS analiza Fuji+BAG uzorka pri povecanju od 100x pokazala je veci
sadrzaj kalcija, a manji sadrzaj fluora i aluminija u usporedbi s Fuji uzorkom (A).
Necisto¢e na povrsini pri povecanju od 5000x imale su sli¢an sastav kao uzorak u ve¢em

mjerilu (B).
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Analiza je pokazala nesSto visi sadrzaj fluorida i detektabilne masene udjele kalcija u
uzorku Fuji+BAG-F, §to se moZe povezati s modifikacijom s BAG-F (slika 37A). Cestice
stakla blizu povrSine odgovarale su silikatnim Cesticama iz fluoro-aluminosilikatnog

staklenog punila Fuji materijala (slika 37B).
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Slika 37. SEM-EDS analiza uzorka Fuji+BAG-F pokazala je nesto visi sadrzaj fluorida i
detektabilne masene udjele kalcija (A). Cestice stakla blizu povrsine odgovaraju

silikatnim Cesticama fluoro-aluminosilikatnog staklenog punila Fuji materijala (B).
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5.1. Otpustanje fluoridnih i kalcijevih iona

Oslobadanje iona i kariostatski u¢inak komparativna su prednost staklenoionomernih
materijala kao materijala za zamjenu amalgama. Rezultati ove studije pokazuju da se
oslobadanje 1 ponovno otpustanje fluoridnih iona iz staklenoionomernih materijala
modificiranih eksperimentalnim bioaktivnim staklima koja sadrze cink 1 fluorid znacajno
povecalo. Takoder, oslobadanje iona kalcija bilo je vece iz uzoraka modificiranih BAG-
F-om i u neutralnom i u kiselom okruzenju. Stoga je prihvacdena hipoteza da
staklenoionomerni restorativni materijali modificirani eksperimentalnim bioaktivnim

staklom otpustaju viSe iona fluora 1 kalcija od komercijalnih materijala.

Prethodno je pokazano da poveéano otpustanje iona, prvenstveno Ca**, F~ i PO, ali i
Sr** iz materijala, moZe biti povezano s inhibicijom nastanka sekundarnog/rekurentnog
karijesa, zaustavljanjem 1 poniStavanjem pocetnog karijesa na susjednim povr§inama
zuba te remineralizacijom djelomi¢no demineraliziranog karijesnog dentina ispod ispuna
(4446, 134). Tocnije, fluorid pokazuje kariostatska svojstva kroz smanjenu proizvodnju
bakterijske kiseline, usporavanje ili inhibiranje demineralizacije 1 induciranje
remineralizacije (134, 135). Fluorid sam po sebi doprinosi stabilizaciji i smanjenju
topljivosti apatita, ali u odsustvu optimalne koncentracije iona kalcija i fosfata,
remineralizacija moze biti ograni¢ena. Kalcijevi su ioni potrebni za rast kristala
hidroksiapatita, dok fluorid stabilizira strukturu i poboljSava otpornost na smanjenje pH.
Povecano oslobadanje iona kalcija iz modificiranih materijala povecava koncentraciju
iona kalcija u biofilmu, pomicuéi ravnoteZzu s ionskih vrsta kalcija i fosfata prema
hidroksiapatitu, ¢cime se zaustavlja proces demineralizacije 1 potice remineralizacija (134,
136). Pri pH vrijednosti ispod kriti€ne (~5,5 u caklini), prisutnost viSih koncentracija Ca**
1 PO+* smanjuje otapanje kristalica hidroksiapatita te pospjeSuje ponovo formiranje
kristalnih nanoslojeva. Materijali koji kontinuirano ispustaju kalcijeve ione omogucuju
rezervu Ca*" u mikro-okruzenju, ¢ime se prolongira remineralizacijski potencijal (137,
138). Stoga rezultati ove studije snazno upucuju na to da je modifikacija Fuji IX 1 Equia
Forte HT s 5 % masenog udjela BAG-om i BAG-F-om imala pozitivan u¢inak zastite od

karijesa i moguce klinicke implikacije.
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Kapacitet oslobadanja i ponovnog punjenja iona smatra se bitnim aspektom ,,pametnog*
ponasSanja SIC (17). Bioaktivnost, remineralizacija i regeneracijski kapacitet pokusavaju
se poboljsati dodavanjem bioaktivnog stakla u staklenoionomerni prah (145). Bioaktivno
staklo 45S5, originalne formulacije prema Henchu, prvi put je koristeno u stomatologiji
kao nadomjestak za kost (83). Razliciti kemijski sastavi BAG-a koristeni su u studijama
koje procjenjuju svojstva restaurativnih materijala (99,108), a dokazano je da su bioloski
aktivni eksperimentalni materijali modificirani BAG-om stimulirali remineralizaciju i
pokazali antimikrobno djelovanje (108). Ipak, modifikacija s 45S5 1 drugim
formulacijama BAG-a smanjuje omjer aluminijevog oksida i silicija, tj. smanjuje se
alkalnost stakla. Reakcija stvrdnjavanja je kiselo-bazna reakcija, pa smanjena alkalnost
stakla usporava reakciju, a maseni udio treba biti uravnotezen (17). Zandi Karimi 1 sur.
(111) izvijestili su da su optimalna mehanicka 1 remineraliziraju¢a svojstva SIC-a koji
sadrzi 45S5 BAG postignuta s 5% masenog udjela, $to je maseni postotak koristen u ovoj
studiji. Uzorak oslobadanja fluorida u ovoj studiji bio je slican u originalnim i
modificiranim formulacijama te je slijedio tipicnu krivulju zabiljezenu u mnogim
prethodnim studijama, odrazavaju¢i pocetno naglo povecanje (eng. burst effect) zbog
visokog difuzijskog gradijenta labavo vezanih fluoridnih iona koji ne sudjeluju u
umrezavanju cementnog matriksa (146). Tijekom stvrdnjavanja konvencionalnih
staklenoionomernih cemenata, Cestice stakla reagiraju s polialkenoicnom kiselinom iz
tekuce komponente materijala, kationi se oslobadaju na povrsinu, a umrezavanjem Ca*" s
karboksilnim skupinama dolazi do geliranja. Ja¢a mreza nastaje sporom zamjenom nekih
umrezenih Ca** s A’ u procesu sazrijevanja, tijekom nekoliko mjeseci (146). U novijim
formulacijama poput Fuji IX i Equia, zamjena Ca*" sa Sr** ubrzava stvaranje cementnog
matriksa jer Sr*" ima niZu energiju ionizacije i reaktivniji je. Fluoridni ioni ne sudjeluju
u umreZavanju 1 ostaju nevezani u potpuno stvrdnutom cementu. Oslobadaju se
prvenstveno difuzijom. Sazrijevanje matriksa ometa difuziju F, Sto rezultira
usporavanjem propustanja F. Brauer 1 sur. (70) u prvoj visejezgrenoj karakterizaciji
strukture bioaktivnih stakala koja sadrze fluorid pokazali su da se u njima ne stvaraju Si-
F veze ili nepremosni fluoridi u zna€ajnoj mjeri. Umjesto toga, fluor tvori komplekse s
kalcijem 1 natrijem. Fosfat je prisutan kao ortofosfat. Stoga ne ¢ini dio stvarne okosnice

staklene mreze 1 nema Si-O-P veza (70).
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Stakleno-hibridni materijal Equia sadrzi vrlo male reaktivne Cestice te tako veca povrSina
staklenih reaktivnih Cestica moze poboljSati hidrataciju i umrezavanje kationa s
karboksilnim skupinama povecavajuci brzinu sazrijevanja. Kada cement sazrije, F sporije
difundira iz matriksa, $to moze objasniti zasto Equia oslobada manje F~ od Fujija. To je u
skladu s rezultatima koji su pokazali da visokoviskozni staklenoionomerni materijali koji

sadrze ve¢i udio manjih Cestica punila oslobadaju manje fluorida (44).

Nadalje, povecano oslobadanje F~ iz modificiranih materijala, posebno EBF, moze se
pripisati ve¢em ukupnom udjelu fluorida u reaktivnoj smjesi praha. Osim sadrzaja
fluorida, na njihovo je propustanje mogla utjecati i promijenjena kinetika umrezavanja.
U prethodnom odlomku ve¢ je spomenuta veli¢ina Cestica, medutim na stvrdnjavanje
utjecu 1 sastav materijala 1 vanjski ¢imbenici poput pH i viska vode (147). Povecano
otpustanje fluoridnih iona u skupinama modificiranim bioaktivnim staklom bilo je
izrazenije u Equiji nego u Fujiju. To se moze objasniti ¢injenicom da je Equia staklohibrid
pa se dodatkom cestica bioaktivnog stakla originalnom prahu u prosjeku smanjila veli¢ina

Cestica, Cime se smanjio utjecaj visoko reaktivnih malih Cestica na brzo stvrdnjavanje.

Ve¢ stvrdnuti materijali na bazi staklenoionomera mogu apsorbirati ione fluora prilikom
ponovnog punjenja (eng. recharging). Opcenito, materijali s veéim inicijalnim
oslobadanjem fluorida pokazuju veée ponovno oslobadanje F~ nakon ponovnog punjenja
(44). Ova pozitivna korelacija izmedu oslobadanja/ponovnog oslobadanja F~ uocena je i
u ovoj studiji i slaze se s prethodnim studijama (45, 52). Ve¢ina F~ oslobodena je iz BAG-
F modificiranih Equia i Fujija (EBF, FBF), nakon ¢ega slijede modifikacije BAG-om (EB,
EF). Najmanje F~ oslobadale su originalne formulacije Fujija i Equije, a isti obrazac uocen
je 1 kod oslobadanja F~ nakon ponovnog punjenja fluoridima. Prethodno je pokazano da
na kapacitet primitka fluorida utjecu debljina hidrogela 1 poroznost materijala (51). Zato
se staklenoionomerni materijali na bazi vode opcenito u¢inkovito ponovno pune, §to je
potvrdeno i u ovoj studiji. Otapanje staklenih punila koja sadrze fluorid moglo bi objasniti
pocetno vece oslobadanje F iz uzoraka BAG-F 1 BAG modificiranih uzoraka. To takoder

mozZe objasniti vec¢i primitak i ponovno oslobadanje F~ zbog vece poroznosti.

U ovoj studiji uzorci su prije premazivanja fluoridnim gelom maturirali u deioniziranoj

vodi 91 dan, a pokazano je da se s vremenom povecava hrapavost povrSine uzoraka,
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odnosno smanjuje otpornost na troSenje (148). Ova promjena u morfologiji povrSine
vjerojatno je povezana s primitkom fluorida. Istrazivanjem Nicholsona i Czarnecke (149)
pokazalo se da sposobnost SIC-a da apsorbira fluorid iz otopine opada starenjem cementa
kroz razdoblje od 30 dana. Nasuprot tome, rezultati ove studije pokazuju da je nakon
iscrpljivanja fluorida iz materijala kroz razdoblje od 3 mjeseca ipak mogu¢ njegov
ponovni primitak iz fluoridnog gela. Sredstvo za ponovno punjenje uzoraka koristeno u
ovoj studiji ima koncentraciju 1450 ppm fluorida, §to je usporedivo s koncentracijama
fluorida u zubnim pastama dostupnima na trzistu. Dokazano je da je Cesta primjena niskih
doza fluorida ucinkovitija od primjene visokih doza nekoliko puta godiSnje, jer se F~ iz
caklinske tekucine, a time i adsorbirani F~, odrzavaju visokima ¢estim primjenama (150).
Samo 0,08 ppm fluorida moze preokrenuti proces demineralizacije zdrave zubne
strukture (151). Laboratorijski nalazi pokazuju da koncentracija fluorida od 2 ppm
zaustavlja stvaranje karijesnih lezija inhibiraju¢i stvaranje bakterijskog plaka i poticuéi
stvaranje fluoroapatita (152). Kumulativno oslobadanje F~ u ovoj studiji u svim
materijalima bilo je dovoljno da pokaZze protukarijesnu aktivnost. ElI-Adl 1 sur. (153)
korelirali su otpustanje fluorida s inhibitornim u¢inkom na sekundarni karijes. Otkrili su
da kumulativna koli¢ina od 60,3 ppm F~ tijekom 2 tjedna iz samoljepljivog hibridnog
kompozita rezultira klinic¢ki relevantnom sposobnos¢u inhibicije sekundarnog karijesa.
Ipak, u istoj je studiji pokazano zaustavljanje lezije s mnogo nizim oslobadanjem F~ iz
alkazitnog materijala od svega 17,56 ppm, Sto implicira da su svi testirani materijali u
ovoj studiji oslobodili dovoljno F~ za inhibiciju sekundarnog karijesa, ¢ak i tijekom
kratkog razdoblja od 14 dana. Stovise, podaci sugeriraju da se dovoljne kumulativne
razine F~ za inhibiciju karijesa mogu posti¢i 3 tjedna nakon ponovnog punjenja. To je
posebno naglaseno u uzorcima Equia modificiranim s BAG-F. Pokazalo se da je inhibicija
demineralizacije logaritamska funkcija koncentracije fluorida u otopini (154). Ovi
rezultati ukazuju na to da se fluorid prisutan u otopini koja okruzuje kristale snazno
adsorbira na povrSinu karboniziranih kristala apatita, djeluju¢i kao snazan zaStitni

mehanizam protiv otapanja kristalne povrSine kiselinom (39).

Fuji 1 Equia su na bazi SiO2, SrO 1 AlOs. Cinkov oksid prisutan u eksperimentalnim

BAG-ovima djeluje kao modifikator mreZe, naruSavaju¢i vezu Si-O-Si u
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kiseline. Iako cink moze ugroziti hidroliticku stabilnost polialkenoatnih cemenata ako
sadrze CaO (155), takoder je dokazano da alumino-cinkovo-silikatna stakla cine
hidroliticki stabilne cemente s kratkim vremenima vezivanja 1 visokim tlacnim
¢vrstocama (155). Stoga, SrO prisutan kao praskasta komponenta originalnih formulacija
ispitivanih komercijalnih materijala Fuji i Equia te povec¢ani sadrzaj ZnO u modificiranim
formulacijama mogu doprinijeti stabilnom materijalu s kratkim vremenima vezivanja.
Medutim, unato¢ deklariranoj odsutnosti kalcija (156—158), procjena oslobodenih iona
kalcija u ovom istrazivanju pokazala je da oba originalna materijala sadrze kalcij, ali u
vrlo maloj koli¢ini. ICP-MS analiza pokazala je da je udio CaO u prahovima BAG i BAG-
F redom 26,4% 1 23,46 % S$to moze utjecati na vrijeme stvrdnjavanja i hidroliticku
stabilnost (s obzirom na prisutnost cinkova oksida u oba praha) bez obzira na to $to je
maseni udio BAG-a ili BAF-F-a u praskastom dijelu modificiranog materijala bio svega
5%. U buducem istrazivanju bilo bi znacajno vidjeti kako ove modifikacije utjeCu na
vrijeme stvrdnjavanja materijala i hidroliticku stabilnost, ali i na druga mehanicka

svojstva, osim mikrotvrdoce.

Oslobadanje kalcijevih iona moglo bi se pripisati otapanju materijala, posebno u pocetnim
fazama kada nije potpuno stvrdnut i maturiran (146). lako sazrijevanje traje nekoliko
mjeseci, suvremeni visokoviskozni staklenoionomeri navodno su manje skloni upijanju
ili gubitku vode prije sazrijevanja, ¢ak 1 bez zaStitnih premaza ili lakova, pa se
oslobadanje iona kalcija ne moze u potpunosti objasniti otapanjem materijala. Iako se
originalne formulacije Fuji IX 1 Equia Forte temelje na SrO, a ne na CaO, nasi rezultati
sugeriraju da originalne formulacije sadrze odredenu koncentraciju kalcija. Ipak, moramo
primijetiti da su te koncentracije niske. Tu tezu podupire i nedavno istraZivanje Alibertija
1 sur. (159). Kumulativno oslobadanje kalcijevih iona u tri tjedna u neutralnim uvjetima
bilo je 1,541 0,71 mg/L (ppm) za Fuji IX 1 Equiu (ppm = mg/L + p (H20) g/mL). VaZzno
je da nije sav kalcij podjednako vezan u vezanom staklenoionomeru (originalnim i
modificiranim) 1 da se otpustanje kalcijevih iona ne moZe jednostavno povezati s
prekidanjem ionskih veza s karboksilnim skupinama, tj. dezintegracijom. Vecina
otpustenih iona kalcija posljedica je povrSinskog otapanja staklenih Cestica 1 difuzije
labavo vezanog kalcija ili nevezanog viska Ca®" koji nije integriran u staklenoionomernu

mrezu. Ovo nije iskljucivo povrsinski fenomen - nevezani ioni mogu difundirati kroz
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mikrokanale ako je vec¢i dio materijala hidratiziran (160). Povecano oslobadanje
kalcijevih iona iz modificiranih uzoraka moglo bi se pripisati povec¢anom sadrzaju labavo
vezanog kalcija u modificiranom materijalu s obzirom na ve¢ spomenuti znac¢ajan maseni
udio CaO u uzorcima praha BAG-F i BAG od 23,45 % odnosno 26,4 %. U ovom
istrazivanju na Equiu nije nanesen zastitni premaz, eng. coat, stoga je bilo za o¢ekivati da
¢e pocetna apsorpcija vode biti veca (146), Sto bi teoretski moglo utjecati na oslobadanje

iona. Medutim, razina oslobodenog Ca** iz Equia bila je najniza.

Prethodno je objavljeno da se materijal dezintegrira u kiselom mediju protonacijom
karboksilne skupine i oslobadanjem Ca?" (160). Tesko je nagadati o izvoru kalcijevih iona
oslobodenih u ovoj studiji, ali moguce je da je, osim povrSinskog otapanja staklenih
Cestica u kiselom okruZenju, dio otopljenog Ca®" nastao iz prekinutih ionskih veza. To je
vjerojatno zato $to je mlije¢na kiselina (pKa = 3,86) jaca od poliakrilne kiseline (pKa=6)
pa se formira kalcijev laktat, a on disocira (161). Bez obzira na izvor oslobodenih iona
kalcija, njegovo oslobadanje u Fujiju i njegovoj modifikaciji bilo je znacajno vece pri pH
5,4. S druge strane, ovaj ucinak nije bio statisticki znacajan u Equiji 1 njezinoj
modifikaciji. To moze znaciti da je Fuji skloniji otapanju pri pH koji se smatra kriticnim
za nastanak karijesa. Stoga, s obzirom na znacajno vece oslobadanje fluorida iz Equia
BAG-F modifikacije i ¢injenicu da kiselo okruZenje ne povecava njegovu topljivost u
usporedbi s neutralnim pH, moZe biti prikladan materijal za restauraciju aproksimalnih
povrsina tehnikom otvorenog sendvica ili kao ispun pod dugotrajnom restauracijom.
Osim toga, osigurava okruzenje s povecanom koncentracijom F-, S§to doprinosi
2 g

kariostatskim ucincima i pove¢anom koncentracijom Ca“", §to pogoduje remineralizaciji.

Budu¢i da se SIC temelji na vodi, biljeZenje gubitka mase nije prikladna metoda za
mjerenje otapanja materijala 1 procjenu raspadanja jer ne daje uvid u brzinu otapanja
pojedina¢nih komponenti cementa. U slucaju hidratiziranog SIC-a, otopljene skupine
razlikuju se od skupina u neotopljenom materijalu. Vecéina iona koji se otpustaju prisutna
je u nekoliko spojeva u stvrdnutom cementu (160). Stoga je analiza koli¢ine svakog iona
najprikladnija metoda za analizu otapanja cementa, iako ne odrazava izravno stupanj
dezintegracije matriksa jer nisu svi ioni aktivno ukljuceni u ionsko vezanje (poput F~ i

labavo vezanog Ca’"). Vazno je naglasiti ogranienje u provodenju ove i drugih studija
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otpustanja iona zbog mijenjanja otopine u kojoj se uzorak ¢uva, odnosno pohrani u svjezu
otopinu, nakon svakog mjerenja koli¢ine otpustenih iona ionski selektivnom elektrodom.
Naime, ucestalost zamjene otopine proporcionalna je otapanju cementa. Kad se otopina
ne bi zamijenila, koncentracija otopljenih iona bi se povecala, i ovisno o ionskoj jakosti,
u odredenom trenutku stvrdnuti cement mogao bi apsorbirati te iste otopljene ione
(ukljuéujuéi Ca*"). Drugo ogranienje povezano je s fluorid-selektivnom elektrodom koja
se ne moze koristiti u kiselom mediju, dok se kalcij-selektivna elektroda moze koristiti i
u neutralnom i kiselom mediju te moze registrirati ¢ak i vrlo male koli¢ine kalcijevih iona.
S druge strane, iako ICP-MS moze dati simultanu analizu vise oslobodenih elemenata u
eluatu, njome se ne moze detektirati fluorid, tako da je metoda izbora za ocitavanje
koncentracije otpuStenih iona u ovoj studiji bila upravo ionski selektivna elektroda.
Takoder, u ovoj studiji uzorci nisu ponovno punjeni kalcijevim ionima. U buducoj studiji
moglo bi se pokusati ponovno puniti (eng. recharge) visokoviskozne staklenoionomerne
materijale i njihove modifikacije lakovima koji sadrze amorfni kalcijev fosfat te
procijeniti ponovno oslobadanje Ca**. Iako su materijali koristeni u ovoj studiji na bazi
Sr**, prethodno je istraZivanje pokazalo da svi staklenoionomerni materijali osim Equia
cementa mogu ponovno primiti (eng. recharge) te ponovno oslobadati Ca**, ¢ak i ako su
podetne vrijednosti oslobodenog Ca" niske ili ispod granice detekcije (44). Kalcijevi se
ioni mogu ugraditi u djelomi¢no demineralizirani hidroksiapatit u procesu rekristalizacije
(162). Nedavna studija pokazala je da stroncijevi ioni takoder mogu prodrijeti u
demineralizirani dentin (163), Sto sugerira da kapacitet remineralizacije nije smanjen u
SIC-ima na bazi stroncija. lako postoje sumnje u potencijalne Stetne ucinke stroncija,
dokazano je da stroncijevi 1oni mogu zamijeniti kalcijeve ione u bioaktivnim materijalima
bez Stetnih lokalnih ili sistemskih u¢inaka (164). Zamjena Ca** sa Sr*" rezultira Sirenjem
staklene mreZe zbog veéeg ionskog radijusa Sr*" u usporedbi s Ca** (165), §to mijenja in
vitro ponasanje ovih stakala. Posebno pri potpunoj zamjeni Ca®" sa Sr**, stvaranje apatita
je znacajno poboljSano (166). I fluoridi 1 stroncijevi ioni imaju pozitivan ucinak na
napredak remineralizacije per se, iako ucinak fluorida ne ovisi o prisutnosti stroncija, a
¢ini se da ni ucinak stroncija ne ovisi o prisutnosti fluorida. Medutim, u kombinaciji
djeluju sinergisticki jer zajedno poboljSavaju kristalnost apatita 1 povezani su sa

znacajnim smanjenjem kiselinske reaktivnosti sintetskih karboniziranih apatita (167).
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5.2. Mikrotvrdoéa

Otpustanje iona iz bioaktivnih materijala donosi brojne prednosti spomenute u
prethodnom poglavlju, no materijali s viemenom postaju porozniji, Sto utjece na fizikalna
1 mehanicka svojstava (164). Zbog spomenutog sinergistickog ucinka fluorida 1 stroncija
u kontekstu kapaciteta remineralizacije (165), pozitivnog u¢inka sadrzaja cinka kao dijela
staklenih Cestica na poboljSanje reakcije stvrdnjavanja i poboljSanih mehanickih
svojstava nakon modifikacije SIC materijala bioaktivnim staklom u masenom udjelu od
5% (111), cilj je bio ispitati kako modifikacija bioaktivnim staklom koje sadrzi spojeve

fluora i cinka utjeCe na mikrotvrdo¢u materijala Fuji IX i Equia Forte HT Fil.

U pogledu mikrotvrdo¢e, ovo istrazivanje pokazalo je da mikrotvrdoca
staklenoionomernih cemenata znacajno varira ovisno o vrsti materijala i vremenu
mjerenja. Opcenito, uocen je porast mikrotvrdoce kod svih ispitivanih skupina tijekom
vremena odnosno nakon 7 dana u odnosu na prva 24 sata, Sto je u skladu s poznatim
mehanizmom stvrdnjavanja staklenoionomernih materijala (45, 112, 162, 163). Proces
sazrijevanja ukljucuje kontinuiranu kiselinsko-baznu reakciju izmedu polialkenoatne
kiseline i staklene faze, pri ¢emu dolazi do postupne formacije ¢vrste ionske mreze te

dodatnog unakrsnog umrezavanja tijekom prvih dana nakon vezanja (16, 17, 19).

Takoder, studija je pokazala da dodavanje eksperimentalnog bioaktivnog stakla BAG
komercijalnim materijalima nije znacajno utjecalo na mikrotvrdoéu nakon 24 sata i 7
dana. S druge strane, modifikacija BAG-F-om znacajno je smanjila mikrotvrdo¢u u oba
materijala. Stoga je hipoteza da ¢e modifikacija materijala Fuji IX 1 Equia Forte HT
bioaktivnim staklima BAG i1 BAG-F znafajno povecati vrijednosti mikrotvrdoce

odbacena.

NajviSe vrijednosti mikrotvrdo¢e zabiljezene su kod skupina Fuji IX (F) 1 njegove
modificirane varijante FB, koje su ve¢ nakon 24 sata imale relativno visoku
mikrotvrdocu, a nakon 7 dana pokazale daljnje povecanje. Ovi nalazi potvrduju visoku
mehanicku otpornost klasi¢nih konvencionalnih staklenoionomernih materijala, ali i
ukazuju da modifikacija bioaktivnim staklom u umjerenom postotku ne narusava njihova
mehanicka svojstva. Skupine E, EB 1 EBF pokazale su niZe vrijednosti mikrotvrdoc¢e u

usporedbi s Fuji IX modifikacijama. lako je tijekom vremena doslo do statisti¢ki
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znacajnog povecanja mikrotvrdoce, osobito kod skupina E i EB, vrijednosti su i nakon 7
dana ostale nize u odnosu na Fuji IX. Posebno se istice skupina EF, koja je u oba mjerna
razdoblja pokazivala najnize vrijednosti mikrotvrdoce. Ovaj rezultat sugerira da sastav
eksperimentalnog bioaktivnog stakla BAG-F moZe ometati pravilno formiranje ionske

mreze, $to se odrazava u smanjenju mehanickih svojstava materijala.

Ucinci modifikacije BAG-om i BAG-F-om na mikrotvrdocu SIC-a mogu se objasniti
razlikama u osnovnom sastavu izmedu Fuji IX 1 Equia materijala, kao i potencijalnim
utjecajem bioaktivnog stakla na proces stvrdnjavanja. Naime, mehanizam stvrdnjavanja
staklenoionomernih cemenata ukljucuje hidrataciju cestica praha i1 umrezavanje
karboksilnih skupina polialkenske kiseline s oslobodenim ionima (Sr** i AI**), nakon ¢ega
se formira silikagel. Sporo pokretni AI** ioni ulaze u vodeni medij i umreZavaju lance
poliakrilne kiseline, istiskujuéi Ca*" ili ione stroncija. To poveéava konaénu &vrstoéu
oc¢vrslog cementa (16—-18). U novijim formulacijama poput Fuji IX i Equia, zamjena
kalcija stroncijem ubrzava stvaranje matrice jer stroncij ima niZu energiju ionizacije i
reaktivniji je. Kada se BAG doda izvornoj SIC strukturi, posebno onoj koja nije visoko
reaktivna u kiselinsko-baznoj reakciji (npr. 45S5, koji nije izvor Al**), on ne sudjeluje
izravno u stvaranju ionske mreze, ve¢ se u pocetnim fazama ponasa vise kao inertno ili
pasivno punilo. To zapravo smanjuje udio visoko reaktivnih Cestica. Hidracija Cestica
praha u kiselinsko-baznoj reakciji je manje ucinkovita, Sto rezultira nizom brzinom
umrezavanja u matriksu polisoli. S obzirom da se matriks sastoji od mjeSavine djelomi¢no
reagiranih ili nereagiranih Cestica stakla (¢iji se udio moZe povecati u modificiranim
materijalima), to moZze izravno utjecati na mikrotvrdocu. Taj je uc¢inak posebno izrazen u
prethodno optimiziranim sustavima poput Equia cementa, gdje dodatak BAG-F-a moze

negativno utjecati na mehanicka svojstva, kao $to pokazuju nasi rezultati za EF skupinu.

Buduc¢i da mikrotvrdo¢a odraZzava otpornost materijala na troSenje i njegovo ponaSanje
pod optere¢enjem, posebno je vazno napomenuti da Fuji IX formulacije, sa ili bez BAG-
a, pruzaju bolju pocetnu mehanic¢ku stabilnost. Medutim, ocekivane su niZze pocetne
vrijednosti mikrotvrdo¢e u Equia cementu zbog toga S$to u ovoj studiji nije koristen
EQUIA Forte Coat. Inace, ovaj restorativni sustav dizajniran je za primjenu zajedno s

vlastitim nano-punjenim premazom debljine 3540 um koji infiltrira povrSinske
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poroznosti 1 nepravilnosti te Stiti materijal od vlage i povecava otpornost na troSenje
tijekom ranih faza stvrdnjavanja. Pokazalo se da nanosenje premaza znacajno povecava
njegova mehanicka svojstva (170). Stoga ne ¢udi da su vrijednosti mikrotvrdo¢e Equia
modifikacija nize od Fuji modifikacija. Vazno je, medutim, naglasiti kako je primarna
svrha ove studije bila testirati utjecaj modifikacija bioaktivnim staklom na svaki materijal.
Nasi rezultati su stoga u suprotnosti sa studijama koje su testirale mikrotvrdocu
koriStenjem materijala za premazivanje (eng. coat) za Equia Forte jer nano-punjena smola
znacajno doprinosi povecanoj otpornosti materijala na mehanicke sile. To objasnjava
zaSto je Equia Forte Fil pokazao bolje vrijednosti mikrotvrdo¢e od Fuji IX u studiji
Moshaverinia i sur. (171) i Bilge 1 sur. (169). Ipak, naSe rezultate prati i nedavna studija
Frani¢ i sur. (172) koja takoder pokazuje ve¢u mikrotvrdoc¢u Fuji IX naspram Equia Forte
HT bez zaStitnog premaza. Dobiveni rezultati takoder su u skladu su s prethodnim
istrazivanjem Matsuya i sur. (173) koji su izvijestili da se SIC obogacéen bioaktivnim
staklom s dodatkom MgO stvrdnjava kiselinsko-baznom reakcijom izmedu bazi¢nog
stakla 1 kiseline, slicno kao i sam SIC. Medutim, tlacna ¢vrstoc¢a stvrdnutog SIC na bazi
bioaktivnog Ca0-P205-S102(-MgO) stakla bila je znatno niZa od ¢vrstoc¢e SIC-a. Ovaj
nalaz je u skladu s modifikacijama staklenoionomera BAG-F-om u ovoj studiji. Nasuprot
tome, originalna formulacija cementa Fuji IX (F) i njegova modificirana varijanta FB ¢ine
skupinu s najvisim vrijednostima mikrotvrdo¢e nakon 7 dana, bez statisti¢ki znacajnih
razlika medu njima. Vrijednosti mikrotvrdo¢e unutar ove dvije skupine bile su vrlo bliske
(64,48 prema 63,44), Sto ukazuje da dodatak bioaktivnog stakla cementu Fuji [X ne utjece
negativno na njegovu mehanicku stabilnost tijekom prvog tjedna stvrdnjavanja. Ovaj
rezultat sugerira da Fuji IX, kao visokoviskozni staklenoionomerni cement, ima stabilnu
1 jaku ionsku mreZu koja moZe integrirati bioaktivne Cestice bez ugrozavanja mehanickih

svojstava.

Takoder, skupine E i EB imaju usporedive vrijednosti mikrotvrdo¢e (u rasponu od
priblizno 45,9 do 49,1). Pokazalo se da interakcija BAG-F s matriksom Equia moZze
dovesti do smanjenja ucinkovitosti stvrdnjavanja i stvaranja manje jake ionske mreze.
Naime, najnizu mikrotvrdocu, statisticki znacajno razliitu od svih ostalih skupina,
pokazala je EF skupina. Vrijednost mikrotvrdoce od 30,20 ukazuje na znac¢ajno smanjenje

mehanicke otpornosti u usporedbi s komercijalnom Equiom i drugim skupinama. Ovaj
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rezultat ukazuje na to da udio eksperimentalnog bioaktivnog stakla BAG-F moze
negativno utjecati na strukturni integritet cementa, vjerojatno zbog smanjenja dostupnosti

Cestica za stvaranje ¢vrste ionske mreze ili promjena u brzini i mehanizmu stvrdnjavanja.

Povecani sadrzaj cinka u eksperimentalnim skupinama EF i FF nije doveo do o¢ekivanog
povoljnog ucinka sadrzaja cinka na mikrotvrdoc¢u. Nasi rezultati su u skladu s nalazima
studije Zoergiebela i sur. (174) u kojoj pozitivan u¢inak cinka na mehanicko ponaSanje
ChemFil Rocka nije potvrden, suprotno tvrdnjama proizvodaca da bi trebao poboljsati
stvrdnjavanje 1 povecéati mehani¢ku ¢vrstoéu. To se moze objasniti cinkovim oksidom
prisutnim u eksperimentalnim BAG-ovima koji naruSava vezu Si-O-Si u staklu SIC-a,
cink moZe ugroziti hidroliticku stabilnost polialkenoatnih cemenata ako sadrze CaO, ali
alumino-cinkovo-silikatna stakla daju hidroliticki stabilne cemente s kratkim vremenom
stvrdnjavanja i visokim tlaénim ¢vrsto¢ama (155). Nasi rezultati su u skladu sa studijom
Abuzinadaha i sur. (168) u kojoj su rezultati pokazali da Fuji IX ima vece vrijednosti
mikrotvrdo¢e od Equia Forte, prije i nakon termickog starenja termocikliranjem.
Utvrdeno je da staklenohibridni restorativni materijal pokazuje usporedivu tlacnu
¢vrstoéu 1 mikrotvrdoéu sa konvencionalnim staklenoionomerom. Medutim,
staklenohibridni restorativni materijal pokazao je oko 40% niZe vrijednosti mikrotvrdoce
od ostalih testiranih materijala (smolom modificirani staklenoionomer i nanohibridni
kompozit), Sto sugerira da su konvencionalni SIC i staklohibrid prikladniji za restauracije
1zloZzene nizim okluzalnim silama. Prethodne studije u literaturi dokumentirale su da Sto
je veci udio punila u materijalu, to je veca otpornost materijala na udubljivanje, odnosno
mikrotvrdoca (169, 170). Prabhakar i sur. (107) pokazali su da ukljucivanje bioaktivnog
stakla S53P4 u SIC znacajno povecava povrSinsku mikrotvrdocu, pripisujuci to pocetnom
oslobadanju iona 1 sekundarnoj mineralizaciji. Nasi nalazi slijede slican trend, s izrazenim
povecanjem nakon 7 dana, vjerojatno zbog kontinuirane izmjene iona izmedu cestica
BAG-a i okolnog medija, Sto doprinosi sazrijevanju cementa. Zandi Karimi i sur. (111)
dodatno su pokazali da dodavanje 5% masenog udjela djelomicno kristalnog 45S5 BAG-
a poboljsava mehanicka svojstva SIC-a, ukljuc¢uju¢i mikrotvrdocu, a istovremeno potice
remineralizaciju unutar matrice. Na$i rezultati nakon 7 dana mogu odraZavati ovu

postupnu mineralizaciju potaknutu oslobadanjem Ca?*" i PO+*. Buduéi da velicina i
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raspodjela punila takoder utje¢u na performanse SIC-a, relevantna su zapazanja Najeeba
i sur. (30) o ulozi nanocestica u poboljSanju mikrotvrdoce i bioaktivnosti. lako ovdje nisu
koristene klasi¢ne nanocestice, BAG cestice veli¢ine < 30 pum mogu imati sli¢an uc¢inak
povecanjem povrSinskih interakcija. Konacno, Dionysopoulos 1 sur. (177) naglasili su
vaznost odabira optimalne vrste 1 koncentracije punila. lako se njihov rad ti¢e nanocestica
TiO: 1 hidroksiapatita, princip kontrolirane modifikacije SIC primjenjuje se jednako.
Rezultati ove studije potvrduju da umjereni dodatak bioaktivnog stakla BAG dovodi do
stabilnog porasta mikrotvrdoce tijekom vremena, a porast tijekom vremena zabiljezen je
1 kod modifikacije BAG-F, no vrijednosti su znacajno manje. Ova zapazanja naglasavaju
potrebu za daljnjim istrazivanjima usmjerenima na optimizaciju koliine 1 vrste
bioaktivnog stakla u SIC formulacijama kako bi se postigla optimalna ravnoteZza izmedu
mehanickih svojstava i1 bioaktivnog potencijala. Zaklju¢no, rezultati ove studije isticu
vaznost uravnotezenja koncentracije i sastava BAG-a kako bi se optimizirala kombinacija
mehanicke stabilnosti i bioaktivnosti. Fuji IX modificiran BAG cCesticama s nizim
udjelom spojeva fluora i cinka pokazao se kao materijal s najboljim mehani¢kim
svojstvima u skupini eksperimentalnih materijala, dok je eksperimentalni materijal Equia
s dodatkom bioaktivnog stakla s ve¢im udjelom spojeva cinka i fluora (EF) imao najlosije

rezultate.

5.3. Vizualizacija povrSine i bioaktivnost

Prilikom razmatranja potencijalne bioaktivnosti potrebne su dodatne elementarne ili
kemijske analize. Iz tog razloga, u ovoj studiji je odabrana SEM-EDS analiza. SEM pruza
snimanje visoke rezolucije koje nudi kvalitativni uvid u morfologiju uzorka (178), dok
EDS omogucuje kvantitativno odredivanje glavnih elementarnih sastojaka (179). SIC je
poznat po svojoj sposobnosti remineralizacije tvrdih zubnih tkiva zbog oslobadanja iona
u oralnu okolinu $to ga s bioloSkog aspekta ¢ini bioaktivnim materijalom. Medutim, SIC
se obi¢no ne smatra bioaktivnim u uzem smislu (180). Klju¢ni kriterij za bioaktivnost
prema Henchu je stvaranje sloja hidroksiapatita koji posreduje u interakciji izmedu
materijala i Zive kosti, poticuci regeneraciju i integraciju tkiva (83) te stoga SIC-i nisu

bioaktivni. Po definiciji, bioaktivni materijali u otopini koja sadrzi fosfat taloze kristale
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apatita sli¢ne hidroksiapatitu na povrsini (68). Bioaktivnost je uo¢ena u biokeramickim
materijalima (181). U tom smislu, dodavanje bioaktivnih staklenih Cestica moglo bi
rezultirati talozenjem kalcijevih fosfata na povrSini BAG-modificiranih SIC-a. Nekoliko
in vitro studija pokazalo je da SIC modificiran bioaktivnim staklenim Cesticama uronjen
u fizioloSke tekucine poput SBF-a formira kristale sli¢ne apatitu na svojoj povrsini (182—
185). Medutim, to nije potvrdeno u ovoj konkretnoj studiji jer SEM-EDS analiza nije
pokazala kristale slicne hidroksiapatitu na povrsini uzorka. Ipak, na povrSini veéine
uzoraka vidljivi su granularni talozi, vjerojatno zbog manipulacije uzorkom nakon
postupka suSenja koje je uzorak ucinilo krhkim i sklonim fragmentaciji. Prema sastavu

precipitiranih Cestica moze se zakljuciti da su u pitanju zdrobljeni fragmenti uzorka.

EDS analiza otkrila je karakteristi¢ne elementarne sastave u svim ispitivanim skupinama.
Spektri komercijalnih skupina (E, F) pokazali su prisutnost elemenata tipi¢nih za
konvencionalne staklenoionomerne cemente, ukljucujuéi Si, Al, Sr, Na, F i P. Nasuprot
tome, uzorci modificirani bioaktivnim staklom (EB, FB, EF, FF) pokazali su dodatnu
prisutnost kalcija, $to potvrduje uspjesnu integraciju bioaktivnog stakla u sastav cementa.
Ukupni elementarni profil komercijalnih staklenoionomera ostao je ocuvan, s

dominantnom prisutnosc¢u Si, Al i Sr.

Fluor je detektiran u svim skupinama, a potjece i iz matriksa staklenoionomera i iz
dodanog bioaktivnog stakla. Elementarni obrasci bili su konzistentni izmedu Equia Forte
1 Fuji IX, Sto upucuje na usporedivo ponasanje oba materijala nakon modifikacije
bioaktivnim staklom. Sli¢nost elementarnih profila nakon modifikacije sugerira da u¢inak
bioaktivnog stakla nije ovisan o vrsti staklenoionomernog cementa, ¢ime se dodatno
naglaSava primjenjivost ovog pristupa u razli¢itim konvencionalnim staklenoionomernim
sustavima. Sveukupno, EDS rezultati nadopunjuju mehanicke i kemijske analize u

procjeni potencijala remineralizacije.

91



6. ZAKLJUCAK



Antonela Sosié, disertacija

Temeljem dobivenih rezultata i uz ograni¢enja ove in vitro studije mozemo zakljuditi:

1.

10.

11.

12.

Dodatak eksperimentalnih bioaktivnih stakala koji sadrze spojeve cinka i
fluora znacajno je povecao otpustanje 1 ponovni primitak fluoridnih iona iz
staklenoionomernih materijala Fuji IX i Equia Forte HT.

Svi materijali pokazali su burst efekt u otpuStanju iona fluora.

Oslobadanje F~ nakon ponovnog punjenja bilo je nize od oslobadanja nakon
stvrdnjavanja materijala, ali je koncentracija iona F sporije padala i u
komercijalnim materijalima i u njihovim modifikacijama.

Originalne formulacije Fuji IX 1 Equia Forte HT sadrze vrlo mali udio
kalcijevog oksida.

Izlaganje Fuji IX kiselijem mediju znacajno je povecalo oslobadanje
kalcijevih iona, dok kisela okolina nije znacajno utjecala na oslobadanje
kalcijevih iona u Equia Forte HT.

Uzorci modificirani BAG-F-om u neutralnom i u kiselom mediju oslobodili
su viSe iona kalcija od komercijalnih materijala Fuji IX i Equia Forte HT.
Povecano oslobadanje fluoridnih i kalcijevih iona moze imati pozitivan
karijesprotektivni u¢inak.

Modifikacija Fuji IX 1 Equia Forte HT eksperimentalnim bioaktivnim
staklom BAG nije znacajno utjecala na mikrotvrdo¢u nakon 24 sata i 7 dana.
Modifikacija Fuji IX 1 Equia Forte HT eksperimentalnim bioaktivnim
staklom BAG-F-om znacajno je smanjila mikrotvrdo¢u nakon 24 sata i
nakon 7 dana.

Mikrotvrdo¢a komercijalnih materijala Fuji IX 1 Equia Forte HT te
eksperimentalnih materijala modificiranih ioaktivnim staklima BAG 1 BAG-
F porasla je tijekom vremena.

Fuji IX 1 njegove modifikacije pokazuju ve¢u mikrotvrdo¢u od Equia Forte
HT 1 njegovih modifikacija kod kojih nije koriSten nano-punjeni premaz
(eng. coat) nakon 24 sata i nakon 7 dana.

Dodavanje bioaktivnog stakla staklenoionomernim materijalima nije

rezultiralo talozenjem kristala slicnih hidroksiapatitu na povrS$ini materijala.
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