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U istrazivanju se posSlo od pretpostavke da ¢e modifikacija
komercijalno dostupnih toplo i hladno polimerizovanih PMMA
materijala dodavanjem biocidnih agensa na na bazi srebra (nanocestice
srebra — AgNPs; srebro hlorid - AgCl) rezultovati njihovim
antimikrobnim potencijalom protiv mikroorganizama uzro¢nika
proteznog stomatitisa, bez potencijalno toksi¢nog delovanja na oralna
tkiva. Cilj istrazivanja bio je modifikacija 1 ispitivanje svojstava toplo
1 hladno polimerizovanih PMMA (ispitivanje hemijske strukture,
koli¢ine i distribucije biocidnog agensa na bazi srebra; povrSinskih
karakteristika modifikovanih materijala; uticaja modifikacije na stepen
polimerizacije odnosno koli¢inu rezidualnog monomera; potencijalno
otpustanje srebra iz modifikovanih materijala; biokompatibilnost
materijala u uslovima in vitro na c¢elijskim kulturama i testiranje
antimikrobnog  potencijala  modifikovanih  materijala  protiv
mikroorganizama izolovanih kod pacijenata sa proteznim stomatitisom
kao i na komercijalno dostupnim sojevima C. albicans i S. aureus).
Modifikacija materijala izvrSena je inkorporacijom razliitih
koncentracija AgNPs i AgCl (2%, 5% 1 10% AgNPs, odnosno 10%
AgCl).

Analiza sastava oralne flore pacijenata nosioca mobilnih zubnih
proteza obavljena je uzimanjem briseva sa bazalne povrSine zubnih
proteza i sluzokoze proteznog oslonca na uzorku od 15 pacijenata sa
klinicki dijagnostifikovanim proteznim stomatitisom i1 analognom
kontrolnom grupom bez klinickih manifestacija ovog oboljenja.
Rezultati analize sastava oralne flore proteznog oslonca kod pacijenata
sa proteznim stomatitisom ukazuju na prisustvo C. albicans na
bazalnim povrSinama mobilnih zubnih proteza, kao i na okolnom
oralnom tkivu. Rezultati ispitivanja hemijske strukture modifikovanih
PMMA materijala ukazuju na inkorporiranje biocidnih agenasa
(AgNPs/AgCl) u polimerni lanac sa boljom distribucijom biocidnog
agensa manje velicine (AgNPs). Stabilnost boje modifikovanih PMMA
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ukazuje na smanjenje refleksije odnosno znacajno zatamnjenje
modifikovanih materijala (AgCI-PMMA CP je 90% tamniji od
kontrole, dok je AQNPs-PMMA CP 130% tamniji od nemodifikovanog
PMMA CP; odnosno AgCI-PMMA HP je 100% tamniji od kontrole,
dok je AgQNPs-PMMA HP 220% tamniji od nemodifikovanog PMMA
HP), te se na unapredenju ovog svojstva treba dodatno raditi. Rezultati
ispitivanja stepena polimerizacije modifikovanih PMMA materijala
ukazuju na smanjenje koliCine rezidualnog monomera kod toplo
polimerizovanih  PMMA, dok je modifikovanje hladno
polimerizovanih PMMA dalo smanjenje (10% AgNPs-PMMA), ali i
poveéanje koli¢ine rezidualnog monomera (10% AgCIl-PMMA). Do
oslobadanja srebra iz modifikovanih materijala nije doSlo, te se
antimikrobni efekat moZe objasniti direktnim kontaktom sa testiranim
mikroorganizmima. Rezultati ukazuju na antimikrobno dejstvo protiv
komercijalnih sojeva C. albicans i S. aureus kao i izolata C. albicans.
Sto se ti¢e ispitivanja uticaja modifikovanih toplo i hladno
polimerizovanih AgNPs-PMMA i AgCI-PMMA na vijabilnost i
proliferaciju L929 ¢elija u ¢elijskoj kulturi, rezultati ukazuju na njihovu
nepromenjenu i optimalnu biokompatibilnost u odnosu na kontrolu i
nemodifikovane PMMA materijale.

Istrazivanje je rezultovalo hemijski 1 antimikrobno efikasnom
modifikacijom komercijalno dostupnih PMMA biocidnim agensima,
bez uticaja na vijabilnost i proliferaciju celijske kulture. Time je
stvorena dobra osnova za dalje ispitivanje modifikovanih materijala u
in vivo i klinickim uslovima, koje bi rezultovalo unapredenim
akrilatnim materijalima za izradu i readaptaciju zubnih proteza.
PoboljSanjem svojstava materijala koji se nalaze na trzistu resio bi se
problem prevalence proteznog stomatita i omogucila njegova uspesna
prevencija i terapija, ¢ime bi bio reSen znacajan zdravstveni, ali I
socioekonomski izazov.

Stomatologija

Stomatoloska protetika, stomatoloSki materijali, mikrobiologija,
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Modification of Denture Base Resin Properties with Silver-Based
Biocidal Agents: An Experimental Study

The research was based on the assumption that the modification of
commercially available hot and cold polymerizing PMMA materials
by adding silver-based biocidal agents (silver nanoparticles - AgNPs;
silver chloride - AgCl) results in their antimicrobial potential against
microorganisms that cause denture stomatitis, without potentially
toxic effects on oral tissues. The goal of the research was to modify
and test the properties of hot and cold polymerizing PMMA
(examination of the chemical structure, amount and distribution of the
silver-based biocidal agent; surface characteristics of the modified
materials; the effect of the modification on the degree of
polymerization, i.e. the amount of residual monomer; potential release
of silver from the modified materials; biocompatibility testing in in
vitro conditions on cell cultures and testing the antimicrobial potential
of the modified materials against microorganisms isolated from
patients with prosthetic stomatitis as well as commercially available
strains of C. albicans and S. aureus). The material was modified by
incorporating different concentrations of AgNPs and AgCl (2%, 5%
and 10% AgNPs, as well as 10% AgCl).

The analysis of the composition of the oral flora of patients wearing
mobile dental prostheses was performed by taking swabs from the
basal surface of the dental prostheses and the mucous membrane of
the denture support on a sample of 15 patients with clinically
diagnosed prosthetic stomatitis and an analogous control group
without clinical manifestations of this disease. The results of the
analysis of the composition of the oral flora of the denture supporting
tissue in patients with denture stomatitis indicate the presence of C.
albicans on the basal surfaces of mobile dentures as well as on the
surrounding oral tissue. The results of testing the chemical structure
of modified PMMA materials indicate the incorporation of biocidal
agents (AgNPs/AgCl) into the polymer chain with a better distribution
of smaller sized biocidal agents (AgNPs). The color stability of the
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modified PMMA indicates a decrease in reflection, i.e. a significant
darkening of the modified materials (AgCI-PMMA CP is 90% darker
than control, while AgNPs-PMMA CP is 130% darker than
unmodified PMMA CP; that is, AgClI-PMMA HP is 100% darker than
control, while AgNPs-PMMA HP is 200% darker than unmodified
PMMA HP), so further work should be done to improve this property.
The results of testing the degree of polymerization of modified
PMMA materials indicate a decrease in the amount of residual
monomer in hot polymerizing PMMA, while modifying cold
polymerizing PMMA resulted in a decrease (10% AgNPs-PMMA)
but also an increase in the amount of residual monomer (10% AgCl-
PMMA). The release of silver from the modified materials did not
occur, so the antimicrobial effect can be explained by direct contact
with the tested microorganisms. The results indicate antimicrobial
activity against commercial strains of C. albicans and S. aureus as
well as C. albicans isolates. Regarding the investigation of the effect
of modified hot and cold polymerizing AgNPs-PMMA and AgCI-
PMMA on the viability and proliferation of L929 cells in cell culture,
the results indicate their unchanged and optimal biocompatibility
compared to the control and unmodified PMMA materials.

The research resulted in chemically and antimicrobial effective
modification of commercially available PMMA with biocidal agents,
without affecting the viability and proliferation of cell culture. This
created a good basis for further testing of modified materials in in vivo
and clinical conditions, which would result in improved acrylate
materials for the production and readaptation of dental prostheses.
Improving the properties of the materials available on the market
would solve the problem of the prevalence of prosthetic stomatitis and
enable its successful prevention and therapy, which would solve a
significant health and socioeconomic challenge.

Dentistry

Prosthodontics, dental materials, microbiology, molecular biology

PMMA, nanotechnology, AgNPs, antimicrobial properties
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1. UVODNE NAPOMENE

Zubne proteze se decenijama izraduju toplom polimerizacijom poli (metil metakrilata)
(PMMA), a readaptiraju hladno polimerizovanim PMMA. Upotreba ovih materijala opravdana
je njihovim optimalnim bioloskim, fizickim i mehani¢kim svojstvima, kao i lakom obradom.
Moguénost readaptacije mobilnih zubnih proteza dodavanjem sloja hladno polimerizovanog
PMMA na bazalnoj povrsini zubne proteze omogucava njihovo duze koriS¢enje uz smanjenje

troSkova izrade novog pomagala i izbegavanje perioda navikavanja pacijenta.

Nedostatak oba tipa akrilata, jeste laka kolonizacija porozne povrSine akrilata
mikroorganizmima kao $§to su Candida albicans, Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus, kao i drugim oralnim i neoralnim mikroorganizmima koji imaju sposobnost da se
organizuju u slozenu zajednicu ili biofilm [1,2]. Stepen akumulacije biofilma zavisi od
vijabilnosti 1 proliferacije mikroorganizama, adherentnosti oralnih povrSina kao 1 od
imunoloSkog kapaciteta domacina [3,4]. Formiranje biofilma na povrSini akrilatne zubne
proteze moze dovesti do niza oboljenja usne duplje (stomatitis protetica, stomatitis angularis,
hroni¢na inflamacija sluzokoZe, parodontopatija, karijes, itd.), ali i do nekih sistemskih

oboljenja kao §to su pneumonija ili gastrointestinalni poremecaji [5].

Literaturni podaci ukazuju da se stomatitis protetica (protezni stomatitis) javlja kod 20-
70% nosioca zubnih proteza, Sto smanjuje upotrebnu vrednost protetskih nadoknada
pretvarajuci ih u kolektor infektivnog materijala koji se diseminuje po Citavoj usnoj duplji i
organizmu [6]. Protezni stomatitis se klinicki manifestuje crvenilom sluzokoze koja dolazi u
kontakt sa plocom zubne proteze, zarenjem i pecenjem u ustima, a u tezim slucajevima i
otezanom mastikacijom [6]. Dosadasnja istrazivanja potvrduju da je najces$¢i uzro€nik
stomatitis protetica upravo C. albicans koja se inkorporira u poroznu strukturu akrilatnog

materijala [7], mada se ne moze zanemariti 1 bakterijska infekcija S. aureus-om [8].

Terapija proteznog stomatitisa antigljivicnim lekovima je uglavnom bezuspesna zbog
multikauzalne etiologije, rezistencije mikroorganizama i1 nedovoljne koncentracije leka na
povrsini proteze [9]. Komercijalna sredstva za ciS¢enje zubnih proteza pokazala su se
neefikasnim protiv tipi¢nih mikroorganizama biofilma na protezama, a i u znacajnoj meri

ostecuju akrilatni materijal [10].

Nasuprot antibioticima i antifungalnim sredstvima, Cija je upotreba limitirana nizom

kontraindikacija 1 nezeljenim dejstvima, kao i ograni¢enoS¢u trajanja same terapije,
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modifikacija PMMA materijala nanopartikulama srebra (AgNPs) moze da dd novi pristup u

sprecavanju i leCenju oralnih infekcija [11].

AgNPs su ¢vrste Cestice precnika 1-100 nm koje su se pokazale kao visokopotentno
sredstvo u antimikrobnoj terapiji u raznim granama medicine (hirurSke suture, endotrahealne
cevi, proteze kostiju i dr). Njihova upotreba proizilazi iz njihovih fizicko-hemijskih svojstava:
izuzetno mala veli¢ina, adekvatan odnos povrSine i zapremine i pove¢ana hemijska reaktivnost
[12,13]. AgNPs svoju antimikrobnu aktivnost ostvaruju ostecenjem ¢elijskih membrana i zidova
mikroorganizama, dok se manje partikule mogu na¢i i unutar samih mikroba [14-16]. Na dejstvo
AgNPs otporniji su planktonski oblici mikroba u odnosu na one koje su organizovane u okviru

biofilma [17-20].

Modifikacija toplo 1 hladno polimerizovanog PMMA dodavanjem AgNPs rezultuje
sintezom materijala (AgNPs-PMMA) sa potencijalnim preventivnim i terapijskim uc¢inkom,
posebno u sinergickoj kombinaciji sa konvencionalnim antimikrobnim lekovima. Uprkos
nespornom antimikrobnom dejstvu AgNPs joS uvek postoje izvesna ogranic¢enja koja uticu na
njihovu klini¢ku upotrebu, a u vezi sa definisanjem adekvatne bioloski aktivne koncentracije
inkorporiranih nanocestica, ispitivanjem toksi¢nosti modifikovanih materijala, kao i moguc¢ih
nezeljenih efekata na organizam coveka. Klinicka upotreba AgNPs-PMMA je uslovljena
pravilnom sintezom 1 laboratorijskim ispitivanjima potencijalne toksi¢nosti ovih materijala,

kao i in vitro dokazivanjem njihovog antimikrobnog dejstva.

Alternativa AgNPs jeste srebro hlorid (AgCl) koje se pokazalo kao efikasno sredstvo
protiv oralnih mikroorganizama. AgCl je moguce inkorporirati u strukturu materijala bez
znacajnog uticaja na boju akrilata (AgCI-PMMA) [21]. Modifikacija akrilata dodavanjem AgCl
podrazumeva nalaZenje optimalne koncentracije ovog jedinjenja koje ¢e nakon dodavanja u

akrilat pokazati antimikrobno dejstvo bez toksicnog efekta na ¢elijsku kulturu.

Predmet istrazivanja doktorske disertacije odnosi se na analizu uticaja modifikacija
komercijalno dostupnih PMMA materijala dodavanjem biocidnih agenasa na bazi srebra
(AgNPs/AgCl) sa ciljem postizanja antimikrobnog potencijala protiv mikroorganizama

uzro¢nika proteznog stomatitisa bez toksi¢nog delovanja na oralna tkiva u uslovima in vitro.

Uporedivanjem karakteristika materijala modifikovanih AgNPs odnosno AgCl stvara
se jasan uvid o znacaju nanotehnologije u reSavanju i prevenciji oralnih infekcija. Jedan od
vaznih aspekata jeste kontrola njihove sinteze, odnosno inkorporacija nanocestica u polimerni

lanac, te uticaj dodatog srebra na stepen konverzije monomera u polimerni matriks.
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Sagledavanjem strukture materijala 1 odredivanjem koliine neizreagovalog (rezidualnog)
monomera [22] , dobijen je jasan uvid o bezbednosti novosintetisanog materijala, u odnosu na

dokazano toksi¢no i alergijsko dejstvo rezidualnog monomera [21].

Izazov ovog istrazivanja predstavlja odredivanje optimalne antimikrobne koncentracije
AgNPs ili AgCl i adekvatna sinteza materijala bez nezZeljenih efekata i ocuvanih mehanickih

svojstava akrilata, kao 1 davanje preporuka kako 1 kad koristiti modifikovane akrilate.

Redukcija koli¢ine biofilma na povrSini akrilatne zubne proteze povecala bi njenu
bioloSku vrednost. Ovim bi se smanjila moguénost pojave oralnih infekcija i njihovih
sistemskih komplikacija. Samim tim bi se potreba za skupom, a ¢esto slabo kontrolisanom 1
rekurentnom terapijom smanjila, posebno u kriticnim i grani¢nim sluc¢ajevima, kada se ve¢
naslucuje nastanak infekcije 1 kontaminacija materijala, kao $to su nadoknade kod gerijatrijskih

pacijenata koji ne mogu da odrzavaju dobru oralnu higijenu.

Kombinacijom odredivanja sastava oralne flore sluzokoZze proteznog oslonca pacijenata
sa proteznim stomatititisom i multidisciplinarnim laboratorijskim ispitivanjima modifikovanih

materijala dobijeni su relevantni zakljucci koji bi bili primenjivi u stomatoloskoj praksi.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1.  Poli (metil metakrilatni) materijali za izradu zubnih proteza
2.1.1. Problem gubitka zuba i rani razvoj zubnih proteza

Delimican ili potpuni gubitak zuba predstavlja ireverzibilno stanje koje nastaje kao
posledica karijesa ili parodontalnih oboljenja, ali i mnogih drugih uzroka (razvojni nedostaci,
trauma, hirurske intervencije i sl.). lako se uporedo sa modernizacijom civilizacije, a posebno
tokom poslednjih decenija, znacajno smanjio broj pacijenata sa izgubljenim zubima, bezubost
1 dalje ostaje kljucni globalni socio-ekonosko 1 medicinski problem, pre svega medu starijom
populacijom [23]. Na svetskom nivou se, kod osoba starijih od 65 godina, prevalenca bezubosti
kre¢e u rasponu od 1,3-78% [24]. Bez obzira na nove terapijske pristupe i terapiju protetskim
nadoknadama na implantima [25], upotreba parcijalnih i totalnih mobilnih zubnih proteza
predstavlja 1 dalje efikasan, estetski adekvatan i1 finansijski isplativ tretman gubitka zuba sa

ciljem vracanja funkcije 1 izgleda pacijentu.

Nadoknada izgubljenih prirodnih zuba predstavljala je izazov za Covecanstvo od
davnina. Literaturni podaci ukazuju na to da su prve zubne proteze nastale pre vise hiljada
godina u drevnom Egiptu. Najranija otkri¢a ovakvog tipa nadoknada datiraju iz 2500. godine
pre nove ere [26]. Vekovima kasnije, u 16. veku nove ere, otpo€inje rani razvoj savremene
totalne zubne proteze u Svajcarskoj. Za izradu baze zubne proteze su se godinama koristili
prirodno dostupni materijali (drvo, kosti Zivotinja, slonovaca, i sl.), da bi se tokom 18. veka za
njihovu izradu upotrebljavali metali, pre svega zlato, keramika i sl. [27,28]. Svi ovi materijali
imali su jedan ili viSe nedostataka (sklonost ka krivljenju, losa estetika, neadekvatna adaptacija,
nemogucnost reparature, losSe odrzavanje higijene i sl.). Potraga za ,,idealnim* materijalom za
izradu baze zubne proteze trajala je gotovo nepuna dva veka do revolucionarnog otkri¢a u

oblasti biotehnologije - sinteze vestackih polimera krajem 19. i pocetkom 20. veka.

Poli (metil metakrilat) (PMMA) postao je materijal izbora za izradu zubnih proteza od
njegovog otkri¢a Cetrdesetih godina proSlog veka i gotovo u potpunosti je zamenio ranije

koris¢ene materijale upotrebljavane u ovu svrhu [29-35] (Tabela 1).
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Tabela 1. Svojstva materijala za izradu baze zubne proteze koje je zamenio PMMA [29-35]

Materijal Povoljna svojstva Nepovoljna svojstva
Biokompatibilnost i otpornost na koroziju. Visoka cena; lose estetske karakteriske zbog
Zlato Baza zubne proteze je izradivana od zlata boje materijala [30]
pre nekoliko vekova [29-31]
Porcelan Keramika je kori$¢ena za izradu zubnih Veoma tvrd, krt materijal velike gustine sa
proteza u 18. veku [30] loSom estetikom [32]
Vulkanit je isplativ materijal koji je koris¢en  Odsustvo hemijske veze sa keramickim
. tokom nekoliko godina u 19. veku; zubima i losa estetika [33]
Vulkanit . . .
dimenzionalno stabilan, udoban, male
gustine, male tezine i lako se izraduje [30]
Baze za proteze izlivane su od aluminijuma  Livenje aluminijuma je bio skup i izuzetno
Aluminijum tokom 19. veka [30]; precizno prijanjanje uz  tehnoloski osetljiv postupak [32]
tkivo; mala tezina [32]
Polimerni materijal koris¢en u 19. veku; Nepostojanost boje; prebojavanje hranom;
Celuloza moze se obojiti roze da bi oponasao oralno izmenjen ukus zbog prisustva kamfora [34]
tkivo [34]
. Koris¢en u 20. veku; imao odli¢nu estetiku Teska manipulacija materijala; sklonost ka
Bakelit . .
[33] prebojavanju; krtost [33]
Polivinil Kopolimer acetata i vinil hlorida koji je Lose mehanicke osobine i sklonost ka
hlorid (PVC) kori$¢en za izradu proteza u 20. veku [35] promeni boje [35]
Legure nikla i kobalt hroma su koris¢ene od  LoSa estetika zbog metalik boje, vrlo tvrdi
Neplemenite pocetka 20. veka. Jo§ uvek se koriste zbog materijali; teSko se seku, finalno obraduju i

legure metala

njihovih odli¢nih mehanickih svojstava,
male gustine i pristupacne cene [33]

repariraju. Postoje problemi sa alergijama
uglavnom zbog prisustva nikla [33]

2.1.2.

Istorijat razvoja PMMA

PMMA je polimer akrilne kiseline koju je 1843. godine otkrio Redtenbacher [36].

Decenijama se radilo na razvoju PMMA za biomedicinsku upotrebu. Godine 1936. je
kompanija Rohm i Hass po prvi put predstavila PMMA u formi listova za industrijsku upotrebu
[37]. Upotrebu praskaste forme PMMA uveo je godinu dana kasnije Nemours [38]. Tokom
¢itave naredne decenije Dr Walter Wright bavio se popularizacijom upotrebe PMMA za izradu
baze zubne proteze [37]. Klju¢ne faze razvoja PMMA za stomatoloSku primenu prikazane su u

Tabeli 2.
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Tabela 2. Hronoloski prikaz razvoja poli PMMA za upotrebu u stomatologiji

Godina Faza razvoja PMMA

1843 Sintetisana je akrilna kiselina oksidacijom akroleina [36]

1931 Tvrdi PMMA postao je komercijalno dostupan u obliku listova [34]

1936 Otto Rohm je razvio industrijski PMMA [37]

1937 PMMA u obliku praha uveden je u upotrebu za izradu baze zubne proteze [38]
1945 Neurohirurzi upotrebljavaju PMMA za kranioplastiku [39]

1945 Hladno polimerizovan PMMA je postao komercijalno dostupan [40]

1946 PMMA je postao vode¢i materijal za izradu zubnih proteza [38]

1950 Primena PMMA u ortopediji za cementiranje proteza femoralnih kostiju [39]

1950-1960  Upotreba i primena PMMA u stomatologiji se povecala - izrada proteza, privremenih kruna i
obturator proteza [41]

21. vek Tekuca istrazivanja i modifikacije postoje¢ih PMMA materijala sa ciljem poboljSanja
mehanickih, fizi¢kih i bioloskih svojstava [42-45]

Siroka upotreba akrilatnih polimera u stomatologiji omoguéena je njihovim optimalnim
mehanickim 1 fizickim svojstvima (Cvrstoca, tvrdoc¢a, dimenzionalna stabilnost, otpornost na
abraziju, niska rastvorljivost i apsorpcija vode), hemijskoj stabilnosti, zadovoljavaju¢im
bioloSkim 1 estetskim karakteristikama, postojanoséu boje, odsustvu mirisa i ukusa,

jednostavnoj obradi i reparaturi kao i relativno niskoj ceni [46,47].

2.1.3. Hemijska struktura i vrste PMMA

PMMA (IUPAC naziv: Poli(metil 2-metilpropenoat)) je derivat estra metakrilnog
jedinjenja (CH2=C[CH3]JCO2H) i =zapravo predstavlja vestacki polimer dobijen
polimerizacijom (CsO2Hg) u poli (metil metakrilat) (CsO2Hg)n [48]. U fazi inicijacije reakcija
polimerizacije se aktivira nastankom slobodnih radikala iniciranom hemijskim jedinjenjem ili
spoljnom energijom (toplota, svetlost, mikrotalasno zracenje). U fazi propagacije,
polimerizacija se nastavlja vezivanjem monomera u polimerni lanac nakon ¢ega sledi faza
terminacije reakcije pomeranjem slobodnih elektrona na kraj lanca. Postoje razli¢iti mehanizmi
koji mogu prekinuti reakciju polimerizacije. Dodavanje hemijskih inhibitora (hidrohinon ili
metil-etar) u monomer moze da inhibira polimerizaciju reaguju¢i sa slobodnim radiklima, u

toku skladiStenja materijala [49].

PMMA je konvencionalno dostupan u obliku sistema prah-tecnost (Tabela 3) [48].
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Tabela 3. Hemijski sastav konvencionalno dostupnih PMMA

Te¢nost (monomer) PraSak (polimer)

MMA PMMA, PEMA, PBUMA

Inhibitor polimerizacije Inicijator polimerizacije

(0.006% hidrohinon ili metoksifenol) (0.2 to 1.5% dibenzoil peroksid)

Umreziva¢ polimerizacije Plastifikator

(EGDMA, TMPT, 1.4-BDMA, 1.6-HDMA) (dibutil-, dietil- i dicikloheksil ftalat)
Akcelerator polimerizacije Boje, pigmenti i vlakna organskog porekla koja

(N,N dimetil-p-toluidin, tercijarni amini, sumporna imitiraju oralna tkiva i krvne sudove

kiselina)*

MMA - metil metakrilat; EGDMA - etilen glikol dimetakrilat; TMPT - trimetilpropan trimetakrilat; 1,4-BDMA
- 1,4-butandiol dimetakrilat; 1,6-HDMA - 1,6-heksandiol dimetakrilat; PMMA - poli(metil metakrilat); PEMA -
poli(etil metakrilat); PBuMA - poli(butil metakrilat).

* prisutan u hladno polimerizovanim akrilatima

Na osnovu razli¢ito aktivirane polimerizacije PMMA se moze klasifikovati u Cetiri

glavna tipa: toplo, mikrotalasno, svetlosno i hladno polimerizovan PMMA [50].

2.1.3.1.Toplo polimerizovan PMMA

Toplo polimerizovan PMMA je materijal koji je komercijalno dostupan u obliku praha
(polimer) 1 tecnosti (monomer) i naj¢esce se koristi u procesu izrade, korekcije 1 reparature
zubnih proteza [49]. Reakcija polimerizacije pocinje umeSavanjem te¢ne 1 praskaste
komponente. Prah toplo polimerizovanog PMMA sadrzi PMMA, inicijator (benzoil peroksid),
plastifikator (dibutil ftalat), vlakna 1 pigmente ili boje. Tefna komponenta toplo-
polimerizovanog PMMA sadrzi monomer metil metakrilata (MMA), umrezivac¢ (najcesce
EGDMA) i inhibitor reakcije (hidrohinon) [51]. Umrezivac¢i su monomeri koji poboljSavaju

fizicko mehanicka svojstva polimera [51].

Pocetak reakcije polimerizacije nakon meSanja obe komponente zahteva toplotnu
energiju (potapanje u vodeno kupatilo na 100°C) da bi se aktivirao inicijator reakcije. Inicijator
je benzoil peroksid, ¢ijim razlaganjem nastaje ugljen dioksid (CO3) koji dovodi do stvaranja
slobodnih radikala [52]. Ovakva reakcija omoguéava visok stepen polimerizacije ¢ime Se
posledi¢no dobijaju dobra fizicka, mehanicka i bioloSka svojstva materijala. Medutim, potpuna
polimerizacija i dalje predstavlja izazov istraziva¢ima jer se i kod ovog tipa reakcije javlja
zaostali (rezidualni, neodreagovali) monomer [49]. Toplo polimerizovan PMMA se vezuje u

metalnoj kiveti klasi¢nom presujuc¢om ili injekcionom metodom pod pritiskom.
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2.1.3.2.Mikrotalasno polimerizovan PMMA

Mikrotalasna energija predstavlja izvor elektromagnetne energije koja se moze koristiti
za inicijaciju polimerizacije i o¢vrS¢éavanje PMMA. Umesto kori§¢enja konvencionalnog
vodenog kupatila, za mikrotalasnu polimerizaciju PMMA neophodan je izvor mikrotalasne
energije (mikrotalasna pe¢) i nemetalna kiveta za polimerizaciju [53]. Glavna prednost
polimerizacije PMMA u mikrotalasnoj peci je vremenska efikasnost zbog kratkog vezivanja
(tri minuta) na 500w [54,55], u poredenju sa konvencionalnim ciklusom toplotne polimerizacije,
koji zahteva sate grejanja pracene periodom hladenja. Fizicka svojstva PMMA
polimerizovanog u mikrotalasnoj peéi, kao $to je dimenzionalna stabilnost, uporediva su sa
konvencionalnim toplo polimerizovanim PMMA oc¢vrslim u vodenom kupatilu [53]. Benzoil
peroksid kao inicijator polimerizacije nije prisutan u mikrotalasno polimerizovanimim PMMA,
tako da se ovi materijali ne mogu polimerizovati KoriS¢enjem konvencionalnog ciklusa
zagrevanja u vodenom kupatilu [55]. Glavno ograni¢enje mikrotalasno polimerizovanih PMMA
jeste njihova slaba veza sa akrilatnim zubima [53]. Pored toga, laboratorijska oprema za rad sa
ovim tipom materijala, kao i nemetalne kivete su relativno skupe i fragilne, pa je shodno tome
upitna i isplativost ovakvog sistema polimerizacije PMMA u svakodnevnoj stomatoloskoj

upotrebi [56].
2.1.3.3.Svetlosno polimerizovan PMMA

Svetlosno polimerizovan PMMA je materijal koji se ponaSa slicno restauracionim
kompozitnim materijalima na bazi smola koje o¢vrsnu nakon izlaganja vidljivoj svetlosti
[57,58]. Kod ovog tipa materijala konvencionalni inicijator reakcije je zamenjen fotoosetljivim
agensom (kamforkinonom) koji se aktivira nakon izlaganja svetlosti i inicira stvaranje
slobodnih radikala. Svetlosno polimerizovan PMMA je komercijalno dostupan u prethodno
pomesSanom obliku koji sadrzi PMMA punila, silicijum dioksid, uretan dimetakrilatni matriks
1 monomere akrilne smole, i to u vidu ploca ili gela. Nakon adaptiranja materijala na gipsani
model i postave zuba svetlosno polimerizovan PMMA se izlaze vidljivoj svetlosti (LED ili UV
lampa) po uputstvima proizvodaca, kako bi materijal u potpunosti ocvrsnuo. Nakon
polimerizacije, svetlosno polimerizovan PMMA se mozZe zavrSno obraditi i polirati sli¢no
konvencionalnom toplo polimerizovanom PMMA [49]. Jedna od dobrih karakteristika
svetlosno-polimerizovanog PMMA je jednostavnost upotrebe, kojom je omoguéena potpuna
kontrola nad polimerizacijom i optimalno vreme manipulacije i adaptacije materijala na gipsani
model pre iniciranja reakcije [53]. U poredenju sa toplo i hladno polimerizovanim PMMA,

polimerizaciono skupljanje, postojanje rezidualnog monomera, kao i1 bakterijska adhezija su
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manje [59]. Svetlosno polimerizovan PMMA se zbog ogranicene dubine oc¢vr§¢avanja, velike
osetljivosti tehnike rada i njegove visoke cene ne koristi toliko ¢esto [56]. Mehanicka svojstva
svetlosno polimerizovanih PMMA materijala su malo inferiornija u odnosu na konvencionalni
PMMA [60], i stoga je njihova primena ograni¢ena na podlaganje i reparaturu baze zubne
proteze [51]. Svetlosno polimerizovan PMMA se najceSce koristi za izradu individualnih kaSika

1 baznih ploc¢a za zagrizajne Sablone.
2.1.3.4.Hladno polimerizovan PMMA

Hladno polimerizovan PMMA (poznat i pod nazivima hemijski polimerizovani ili
autopolimerizuju¢i PMMA) se karakteriSe razli¢itim sastavom i mehanizmom polimerizacije
u odnosu na toplo polimerizovan tip. Osnovna razlika je da ovaj tip materijala ne zahteva
toplotnu energiju za o¢vr$¢avanje. U hladno polimerizovan PMMA je dodat hemijski inicijator
- tercijarni amin ili dimetil-p-toluidina [52], koji aktivira benzoil peroksid, nakon ¢ega nastaju
slobodni radikali koji aktiviraju proces polimerizacije [61]. Stepen polimerizacije hladno
polimerizovanog PMMA je znaajno nizi no kod toplo-polimerizovanog PMMA. Reakcija
polimerizacije nikad nije potpuna i u polimerizovanom materijalu zaostaju neocvrsli,
nepolimerizovani molekuli monomera koji imaju sposobnost ,,ispiranja“ iz materijala [49].
Glavne prednosti hladno polimerizovanog PMMA, u poredenju sa toplo polimerizovanim
PMMA, jesu njegova bolja dimenzionalna stabilnost i adaptacija sa manjim polimerizacionim
skupljanjem [49,52]. Nizak stepen polimerizacije ugrozava mehanicka svojstva kao §to su
¢vrstoca 1 tvrdoca [56]. Pored oslobadanja monomera 1 inferiornih mehanickih svojstava,
tercijarni amin oksiduje tokom vremena, S§to dovodi do promene boje materijala [52]. Zbog ovih
ograni¢enja, hladno polimerizovan PMMA se ne koristi za izradu definitinih baza zubnih
proteza, ve¢ za proizvodnju individualnih kasSika, direktno podlaganje i reparaturu proteza [49].
Slabija polimerizacija posledica je reakcije na sobnoj temperaturi koja je niza od tacke

ostakljivanja akrilata (oko 117 °C) [62].

Svi tipovi PMMA materijala razlikuju se po svom sastavu, polimerizaciji, njihovim
prednostima 1 nedostacima. Stomatoloski timovi treba da razmotre karakteristike 1 prikladnost

svake vrste PMMA pri izboru materijala za odredenu primenu.

2.1.4. Svojstva PMMA

Dentalni materijali na bazi PMMA imaju biolosku primenu pa treba da poseduju

odredena svojstva kako bi ispunili svoju funkciju. Postoji veliki broj istrazivanja PMMA
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materijala koja se odnose na njihova fizicka [63-65], mehanicka [63,65-70], hemijska [64,71] i

bioloSka [64,68,72,73] svojstva.

Idealan materijal za izradu baze zubne proteze trebalo bi da poseduje povoljna bioloska
(da bude biokompatibilan; neiritiraju¢; netoksi¢an; nekancerogen), hemijska (nerastvorljiv;
nereaktivan; kompatibilan sa fabricki izradenim vestackim zubima i materijalima za meko
podlaganje), mehanicka (visoka tvrdoca; visoka udarna ¢vrstoca (otpornost na lom); visoka
zamorna ¢vrstoca (otpor na naprezanje); visoka zatezna ¢vrstoca; otpornost na abraziju; visok
modul elasti¢nosti 1 dobra rezilijentnost), fizicka (niska specificna tezina; zadovoljavajuca
termo provodljivost; dobra termika i dimenzionalna stabilnost; radiopropusnost), estetska
(translucentnost; mogucénost bojenja kako bi se imitirala boja desni i prirodnih zuba) i brojna
druga svojstva (niska cena; lakoca manipulacije materijalom; lako¢a odrzavanja i popravke;

dugotrajnost) [63-71].

Protetske nadoknade treba da svoju funkciju ispoljavaju u sloZzenom oralnom okruZenju
bez izazivanja Stetnih efekata na okolna tkiva (biokompatibilnost). Stoga, PMMA koji se
koristi za izradu baze zubne proteze treba da bude bioloski prihvatljiv i ne izaziva iritaciju i
deluje toksi¢no ili mutageno na okolna oralna tkiva [49,74]. Hemijski, PMMA mora biti
nerastvorljiv u pljuvacki. Trebalo bi da ne reaguje sa jedinjenjima iz hrane i pic¢a, ali i da se
hemijski vezuje za veStaCke zube. Pored toga, PMMA treba da ima dobre mehanicke
karakteristike (kao $to je visok modul elasti¢nosti; elasti¢nost; visoka zamorna ¢vrstoca i
udarna c¢vrstoca), kako bi izdrzao intenzivne mastikatorne sile kojima je izlozen u

svakodnevnoj funkciji [49,74].

Druga svojstva kao §to su relativno mala masa, toplotna provodljivost, lako ¢isc¢enje i

niska cena su karakteristike koje ¢ine ovaj materijal povoljnim za upotrebu [49,74].

2.1.4.1 Fizic¢ka svojstva PMMA
Apsorpcija i rastvorljivost

PMMA ima optimalna fizi¢ka svojstva za upotrebu u postupku izrade baze zubnih
proteza. Apsorpcija (upijanje vode ili oralne te¢nosti) je izuzetno niska ali ipak prisutna, i ovaj
se proces odvija dok je proteza u usnoj duplji [75]. Zbog molekularnog polariteta, molekuli
vode infiltriraju polimerne lance i deluju kao plastifikatori [76]. Pored toga, molekuli vode koji
prodru u PMMA dovode do ekspanzije PMMA i mogu da uticu na dimenzionu stabilnost

materijala, mada u vrlo maloj meri [77].
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Rastvorljivost je jos jedno svojstvo koje je povezano sa apsorpcijom, a koje moze
uticati na dimenzionalnu stabilnost [75,78]. Apsorpcija i rastvorljivost bi trebalo da budu
svedeni na minimum i prema ISO 20795-1 [79] i da budu manje od 32 i 1,6 g/mm?. Nekoliko
studija [80,81] ukazuje na to da su apsorpcija i rastvorljivost trenutno dostupnih PMMA
materijala ispod propisanih vrednosti definisanih ISO standardom [79]. Ove vrednosti su kod
toplo polimerizovanih nize u poredenju sa hladno polimerizovanim PMMA materijalima [80].
Pomenuta svojstva su direktno povezana sa koli¢inom rezidualnog monomera prisutnog u
zubnoj protezi. Toplo polimerizovani PMMA materijali pokazuju visi stepen polimerizacije,
manje rezidualnog monomera i bolja fizicka svojstva u poredenju sa hladno polimerizovanim

PMMA.
Toplotna provodljivost i termicka stabilnost

Materijali za izradu baze zubne proteze treba da imaju adekvatnu toplotnu provodljivost
kako bi pacijent preko sluzokoze prekrivene protetskom nadoknadom osetio temperaturu
hrane. Toplotna provodljivost PMMA je niska (5,7x10™* °C-cm™) [52], tako da se toplota
proizvedena tokom izrade proteze rasipa i dovodi do povrSinskih naprsnu¢a materijala. Zbog
niske toplotne provodljivosti PMMA pacijent nema kompletan osecaj prilikom konzumiranja
hrane za razliku od metalnih baza proteza, koje su visoko toplotno provodljive. Topli napici
mogu da stignu do zdrela ili jednjaka a da njihova visoka temperatura ne bude primecena i

posledi¢no proizvede opekotine osetljive sluzokoze ovog dela digestivnog sistema [82].
Postojanost boje

PMMA materijali za izradu zubnih proteza treba da oponasaju oralnu sluzokozu u
pogledu boje, nijanse i teksture. Pigmenti razli¢ite transparentnosti mogu se dodavati u PMMA
kako bi se postigao dobar estetski efekat. Pored toga, materijali za izradu baze zubne proteze
treba da imaju visoku stabilnost boje 1 ne bi trebalo da se menjaju u oralnoj sredini tokom
vremena [83]. Medutim, boja se menja pod uticajem brojnih faktora prisutnih u usnoj duplji.
Oslobadanje rezidualnih monomera pojacava apsorpciju vode i utice na promenu boje zbog
prodiranja raznih molekula u strukturu materijala. Faktor povezan sa promenama boje PMMA
je 1 poroznost nastala tokom procesa proizvodnje protetske nadoknade, kao i periodi¢na
konzumacija raznih prebojenih pica (kafa, ¢aj, gazirana pica, alkohol 1 dr.) [84,85]. Proteze
izradene upotrebom PMMA treba menjati nakon izvesnog vremena zbog slabe otpornosti na

habanje (abraziju), prebojavanja i smanjenja estetske vrednosti (najkasnije 4 godine od izrade).
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Dimenzionalna stabilnost

Polimerizaciono skupljanje (linearno i volumetrijsko) moze dovesti do dimenzionalnih
promena tokom izrade proteza [49]. U stomatologiji je neophodan najnizi nivo

polimerizacionog skupljanja materijala, odnosno besprekorna dimenzionalna stabilnost.

Svetlosno polimerizovan PMMA je pokazao manje koli¢ine rezidualnog monomera i
manje polimerizaciono skupljanje u poredenju sa toplo i hladno polimerizovanim PMMA [59].
Injekciona tehnika kivetiranja smanjuje polimerizaciono skupljanje 1 poboljSava rubno
zatvaranje proteze u poredenju sa konvencionalnim kivetiranjem proteze tokom upotrebe
toplo-polimerizovanog PMMA [86,87]. Kod ove tehnike, kontinuirano ubrizgavanje PMMA
kompenzuje polimerizaciono skupljanje materijala [49]. Pored toga, razlicite modifikacije
PMMA (ojacanje pomocu vlakana [88,89] ili ugljeni¢nih nanotubula [90]) mogu znacajno
smanjiti polimerizaciono skupljanje i povoljno uticati na dimenzionalnu stabilnost zubne

proteze.
Radiopalescenost

Radiopalescentnost je fizicko svojstvo materijala koje je, u idealnim uslovima,
neophodno za stomatolosku primenu. Radionepropusni restaurativni materijali na
dijagnostickim radiografijama izgledaju belo i lako se razlikuju od okolnih tkiva. Na primer, u
situaciji da je slucajno slomljen komad proteze progutan, radionepropusni fragment nadoknade
bilo bi mogucée lako otkriti pomenutom dijagnostickom procedurom [91,92]. Zbog svoje
polimerne prirode, PMMA je radiolucentni materijal koji je teSko detektovati na radiografiji
[93]. Izazivanje radiopaciteta modifikacijom predstavlja izazov jer vecina soli teskih metala
koje bi dale ovo svojstvo materijalu nisu kompatibilne sa PMMA [94-96]. lako su pokuSaji
razli¢itih modifikacija PMMA donekle poboljsali radiopalescentnost PMMA, ovo fizicko

svojstvo PMMA 1 dalje ostaje polje interesovanja brojnih istrazivanja [94-96].
2.1.4.2.Mehanicka svojstva PMMA

Od PMMA materijala za izradu baze zubne proteze se ocekuje izuzetna
biofunkcionalnost, odnosno posedovanje povoljnih mehanickih karakteristika na osnovu kojih
¢e materijal biti u stanju da se odupre 1 amortizuje uticaj izrazito jakih mastikatornih sila u

usnoj duplji.

U optimalna mehanicka svojstva spadaju: visoka tvrdoca, udarna ¢vrstoca (otpornost

na lom), zamorna ¢vrstoca (otpornost na naprezanja u funkciji orofacijalnog sistema), visoka
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zatezna CvrstoCa, otpornost na abraziju (habanje), visok modul elasti¢nosti 1 dobra
rezilijentnost. Obzirom na znac¢aj mehanickih svojstava, sprovedena su brojna istrazivanja sa
ciljem modifikacije razli¢itih mehanickih svojstava PMMA, ukljucujuéi njegovu zamornu
cvrstocu [67,97-102], udarnu ¢vrstocu [97,103-106], otpornost na lom [107-109] i tvrdocu [107,110-

113].
Zamorna c¢vrstoca

Zamorna C¢vrstoca (poznata i kao modul rupture ili poprecna Cvrstoca) se meri
upotrebom testa savijanja u 3 tacke prema smernicama ISO 20795-1 [79]. U idealnom slucaju,
baza proteze treba da ima visoku zamornu ¢vrstocu da bi izdrzala kompleksne i intenzivne Sile
zvakanja bez nastanka trajne deformacije ili preloma [53]. Brojne studije istrazivale su zamornu
cvrstocu [67,97-102] Koriste¢i razliite metode ispitivanja i tipove PMMA. U istraZivanju
Barbrosa i sar. [114] rezultati ispitivanja ukazali su na povoljne vrednosti zatezne ¢vrstoce za
toplo, hladno i mikrotalasno polimerizovan PMMA (92.84+4.73, 84.40+1.68 i 109.63+5.31
MPa). Potapanje PMMA u vodu na duZe vreme smanjuje vrednosti zamorne ¢vrstoce zbog
pojave povecane apsorpcije vode [114]. Pored toga, na zamornu ¢vrstocu PMMA mogu uticati
1 tip 1 stepen polimerizacije, hemijski sastav, dimenzije izradene nadoknade kao i na¢in njenog

odlaganja [53].

lako zamorna Cvrstoca predstavlja sposobnost materijala da izdrzi zatezanje,
kompresivne 1 sile smicanja, otpornost na lom i udarna ¢vrstoca PMMA su takode vazna

svojstva koja opravdavaju upotrebu ovog materijala za izradu baze zubne proteze.
Otpornost na lom

Otpornost na lom opisuje sposobnost materijala da se odupre Sirenju pukotina zbog
ureza 1 drugih nedostataka prisutnih na povrSini materijala [115]. Otpornost na lom toplo-
polimerizovanog PMMA (2.06+0.17 MN/m>?) je znacajno veé¢a od hladno polimerizovanog
PMMA (1,63+0,1MN/m>?), bez obzira na metodologiju testiranja [116]. Toplo polimerizovani
PMMA pokazuje bolje rezultate u sprecavanju Sirenja pukotina. Jacina udara opisuje koli¢inu
energije udara koja je potrebna da se izazove prelom [49,115].Visoka udarna ¢vrstoca je pozeljna
da bi se sprecile frakture proteza kada su izlozene velikim silama udarca, kao §to je njihovo
sluc¢ajno ispustanje. Udarna ¢vrsto¢a baze proteze moze biti izuzetnO smanjena prisustvom
sitnih povrsinskih defekata kao posledice habanja materijala. Cak i defekt povr§ine mikrona

moze delovati kao mesto odakle krece Sirenje pukotine i lom proteze [117]. Odredeni aditivi,
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kao $to je butadien stiren, mogu zna¢ajno poboljSati udarnu ¢vrstoc¢u [56], ali mogu uticati i na

druga svojstva materijala kao §to su tvrdo¢a i modul elasti¢nosti.
Otpornost na abraziju (habanje)

Otpornost na abraziju dostupnih PMMA materijala je znatno manja u odnosu na neke
druge materijale koji se upotrebljavaju u stomatoloskoj protetici (legure metala za livenje
skeleta proteza 1 dentalna keramika) [118]. Ova karakteristika je direktno povezana sa
povrsinskom tvrdo¢om materijala, koja je niza u slu¢aju PMMA u poredenju sa legurama za
livenje i dentalnim keramikama [118,119]. Stoga su pozeljna dalja poboljSanja mehanickih

svojstava PMMA, posebno udarne ¢vrstoce, zatezne ¢vrstoce, tvrdoce 1 otpornosti na habanje.

2.1.4.3.Hemijska svojstva PMMA

U idealnim okolnostima, materijal za izradu baze zubne proteze treba da bude hemijski
nereaktivan sa oralnim tecnostima, okolnim tkivima i sastojcima iz hrane i pi¢a. Materijali za
izradu baze proteze su tokom funkcije izloZeni raznim uticajima hrane i pic¢a koja drasti¢no

variraju u pogledu njihove hemijske strukture, pH vrednosti i temperature [120].

Hemijski gledano, PMMA materijali su organske smole koje su u zanemarljivoj meri
rastvorljive u vodi, medutim njihova rastvorljivost je visoka u organskim rastvaracima (kao Sto
su ketoni 1 estri). Alkoholni rastvori deluju kao plastifikatori i mogu da smanje temperaturu
tacke ostakljivanja. Zbog toga treba izbegavati ¢iS¢enje proteza alkoholnim rastvorima. Iako
PMMA hemijski ne reaguje sa vodom, stalno odlaganje proteze u vodi moze da dovede do
promene dimenzija proteze usled cikli¢ne apsorpcije tecnosti (bubrenja) 1 suSenja materijala
[121]. Sredstva za umrezavanje (EGDMA 1 1,4-BGDM) se obi¢no dodaju u PMMA, iz razloga
Sto umrezivaci smanjuju sklonost ka rastvaranju PMMA u organiskim rastvarac¢ima [122] |

poboljsavaju njegovu otpornost na abraziju [123].

Pored toga, umreziva¢i smanjuju formiranje inhibitornog oksidacionog sloja na
povr§ini PMMA 1 oslobadanje rezidualnog monomera iz polimerizovanih materijala [122].
Trenutno dostupni PMMA materijali pokazuju zadovoljavaju¢u hemijsku stabilnost u usnoj

duplji [64].
2.1.4.4.Bioloska svojstva PMMA

Biokompatibilnost se definiSe kao sposobnost materijala da postoji i deluje u bioloSkom
okruZenju uz povoljan odgovor tkiva domacina [124]. lako se kod pravilno polimerizovane baze

zubne proteze izradene od PMMA javlja jako malo neZeljenih dejstava, u literaturi se navodi
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da njihovom upotrebom moze do¢i do pojave iritacije sluzokoze zbog nepolimerizovanog

(rezidualnog) monomera [125], do zapaljenja tkiva i alergije na sastojke akrilata [126,127].
Prisustvo rezidualnog monomera

Nepotpunom polimerizacijom PMMA, bez obzira na nacin inicijacije postupka
vezivanja, dobija se zaostali, rezidualni monomer (MMA ili komonomeri-umrezivaci), koji
posledi¢no deluje alergeno ili toksi¢no na tkiva usne duplje [128]. Pored adekvatnog odnosa
monomer-polimer, produzeni ciklus polimerizacije takode smanjuje koli¢inu rezidualnog
monomera i citotoksi¢nost u poredenju sa kratkim ciklusima polimerizacije [129]. Toplo
polimerizovani PMMA i mikrotalasno polimerizovani PMMA imaju zna¢ajno manje koli¢ine
rezidualnog monomera, a samim tim i smanjenu potencijalnu toksi¢nost u poredenju sa hladno
polimerizovanim PMMA, §to se vezuje za viSu temeraturu njihovog vezivanja i ve¢u mobilnost
monomernih jedinica [130]. Potapanje proteze u vodu pre upotrebe znacajno smanjuje koli¢inu

rezidualnog monomera, kao i citotoksi¢nost PMMA [129].

Pored nezeljenih efekata na oralna tkiva, prekomerna koli¢ina rezidualnih monomera
je takode direktno povezana sa rastvorljivoS¢éu PMMA materijala, poSto oslobadanje
neizreagovanih monomera povecava stepen rastvorljivosti materijala [131,132]. Prema tome,
koli¢ina rezidualnih monomera i potencijalna toksi¢nost materijala se moze kontrolisati
povecanjem stepena polimerizacije, odnosno upotrebom toplotno polimerizovanih PMMA i
njima prilagodenih ciklusa pripreme [126]. Shodno tome, pravilno polimerizovani PMMA

materijali sa malim koli¢inama monomera verovatno imaju dobru biokompatibilnost.

Lako isparljivi monomer i praskasta konzistencija finih PMMA Cestica mogu dovesti
do profesionalnih oboljenja kod stomatoloskog osoblja koje rukuje ovim materijalom [133]. Za
smanjenje koncentracije isparenja monomera u stomatoloskim klinikama i laboratorijama treba
praktikovati odgovaraju¢e mere bezbednosti. Upotreba licne zastite (maska, rukavice) i
hermeticki zatvorenih kontejnera, dobra ventilacija 1 brzo odlaganje bilo kakvog odlivka

PMMA u toku faze izrade preveniraju nastanak profesionalnih oboljenja. [133].

2.1.5. Nedostaci PMMA kao materijala za zubne proteze

PMMA materijali su na osnovu svojih povoljnih svojstava s pravom ve¢ decenijama

materijal izbora za izradu baze zubne proteze.

Iako je toplo polimerizovani PMMA generalno pokazao dobru mehani¢ku ¢vrstocu i

izdrZljivost, pacijenti neretko prijavljuju slomljene proteze, uglavnom zbog slabe udarne
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¢vrsto¢e materijala, nepazljivog rukovanja protezom ili slucajnih padova proteze. Obzirom na
njihovu dobru hemijsku stabilnost i solidnu otpornost na lom, proteze izradene od PMMA se

veoma dobro ponasaju u usnoj duplji u toku razumnog vremenskog perioda.

Glavni nedostatak PMMA je prisustvo rezidualnih monomera koji se oslobadaju iz
materijala 1 utiu na razliita svojstva materijala ukljucujuci i njegovu biokompatibilnost.
Nedavne studije navode da je pojava oslobadanja monomera iz PMMA retka i u malim
koli¢inama (priblizno 5,4% ukupne mase). Kao posledica se moze javiti lokalna ili sistemska
alergijska reakcija ili promene kao Sto su protezni stomatitis, edem, i ulceracije na sluzokozi,
koje se produbljuju adhezijom mikroba, kao §to su C. albicans i S. aureus [134-136]. Poveéana
poroznost PMMA posledica je greski u toku proizvodnje zubne proteze. Kada poroznost prede
11% u odnosu na pocetni sastav materijala dolazi do pogorSavanja mehanickih, fizickih i
estetskih svojstava materijala i omogucava se lak$a kolonizacija povrSine i strukture materijala

mikroorganizmima kao S$to je C. albicans. [136].

Brojni drugi nedostaci PMMA materijala kao $to su nepovoljne termicke osobine (niska
toplotna provodljivost ili difuznost, visok koeficijent toplotnog Sirenja), krtost, oslobadanje
monomera u usnu duplju i promena boje, zahtevaju poboljSanje i tema su aktuelnih i buducih

istrazivanja.
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2.2. Protezni stomatitis (Stomatitis protetica)

Protezni stomatitis (PS) je najcesée lokalno ostecenje oralne sluzokoze kod nosioca
parcijalne ili totalne zubne proteze. Ovo stanje se smatra sekundarnom kandidozom pa se iz
tog razloga u literaturi Cesto naziva i1 kao ,,kandida udruzena sa proteznim stomatitisom* (eng.
Candida-associated denture stomatitis). PS predstavlja hroni¢no inflamatorno stanje (Slika 1)
koje zahvata znacajan broj korisnika mobilnih zubnih proteza sa loSe izradenim ili neadekvatno

odrzavanim protetskim nadoknadama.

Slika 1. Protezni stomatitis kod nosioca gornje totalne proteze.

PS se moze podeliti na tri glavna tipa. PS tip 1 ima lokalizovana podrucja zapaljenja,
verovatno uzrokovana traumom ili protetskom nadoknadom koja je neadekvatnih dimenzija.
PS tip 2 se najcescée javlja kod dugotrajno nosenih proteza a manifestuje se generalizovanim
eritemom podrucja sluzokoZe proteznog oslonca, dok je PS tip 3, poznat kao inflamatorna

papilarna hiperplazija i obi¢no zahvata tvrdo nepce ili alveolarne grebene [2].

Etiologija nastanka proteznog stomatitisa je multikauzalna. Infekcija gljivicama
Candida sp. je jedan od glavnih etioloSkih faktora u etiologiji PS i smatra se odgovornim za
90% slucajeva PS. Razli¢ite bakterije, uklju¢ujuci Staphilococcus sp., Streptococcus sp.,

Fusobacterium sp. i Bacteroides sp. takode mogu biti prisutne i doprineti razvoju PS [137].

C. albicans je bezopasna komenzala zajednice mikroba ljudske usne duplje. Njena
primarna lokacija je zadnji deo jezika i drugi delovi oralne sluzokoze, dok je biofilm koji
pokriva zubne povrsine najcesée sekundarno kolonizovan ovom gljivicom [138]. Uloga kandide
se menja kada se imunoloska ravnoteza izmedu domacina i gljivice pomeri sa komenzalnog u
parazitarno pri ¢emu nastaje oportunisticka infekcija [139]. Candida sp. moraju prvo da se

prilepe na razlicite ¢elije domacina, bilo direktno uz pomo¢ imobilizovanih adhezina, kao Sto
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su integrini ili kadherini, ili indirektno uz pomo¢ drugih mikroba [140]. Proteini adherencije
kao $to su amiotrofi¢na lateralna skleroza tip 1-7 (ALS1-7), amiotrofi¢na lateralna skleroza tip
9 (ALS9) i protein hifalnog zida (HVP1) pomazu u adheziji ¢elija gljivice na povrsinu tkiva
domacina. Hidrofobnost uti¢e na interakciju ALS proteina sa abiotickim supstancama
posledi¢no doprinose¢i razvoju biofilma. Ovakav mehanizam nastanka biofilma se moze
videti, na primer, na protetskim nadoknadama. Nakon toga ¢e Celije gljivice prodreti u tkivo
putem stimulisane endocitoze i aktivnog prodora u usnu Supljinu. Pre nego Sto prodre kroz
¢elijsku barijeru C. albicans lu¢i niz hidrolitickih enzima, ukljucujuéi asparaginske proteinaze,
fosfolipazu i lipazu, kojima ¢e razgraditi membranu ¢elija koje napada i njihove povrSinske
molekule. Sekretirane asparaginske proteinaze omogucéavaju invaziju celija domacina i
suprotstavljaju se imunoloskom sistemu domacina razgradnjom teskih lanaca imunoglobulina
G (IgG), C3 proteina, kolagena i fibronektina. Ova saznanja dokazuju da je pojava iritacije
tkiva uzrokovana slabim odbrambenim mehanizmima domacina. Prisustvo optimalnih uslova
za rast kandide dovodi do kolonizacije zubnih proteza izradenih od PMMA ovom gljivicom,
dalje stvarajuci povoljne uslove za adheziju i proliferaciju i drugih mikroorganizama koji

ucestvuju u formiranju biofilma [137].

Rizik od razvoja ove bolesti oralne sluzokoze se kod pacijenata koji nose proteze krece
u rasponu 0d 36,7% do 65% [141,142]. U faktore rizika za nastanak PS se ubrajaju i kontinuirana
i ponovljena upotreba proteza bez periodi¢nog mirovanja tkiva (preporuceno u toku noci),
oStecenja zuba nosaca, smanjen protok pljuvacke usled hroni¢nih bolesti (Sjogrenov sindrom)
ili upotreba odredenih lekova, starost proteze, imunokompromitovani pacijenti sa sistemskim
hroni¢nim bolestima (lose kontrolisan dijabetes melitus), Stetne navike (puSenje) i dr. Hrapava
i tvrda bazalna strana zubne proteze moze pomo¢i adheziji mikroorganizama i stvaranju
biofilma jer mikropukotine na povrSini materijala deluju kao rezervoar za zadrZavanje

mikroorganizama.

LoSe odrzavanje higijene zubnih proteza podsti¢e mikroorganizme na razmnozavanje
u zubnom plaku 1 na povrSinama koje su u direktnom kontaktu sa tkivom korisnika proteze.
Postoji nedvosmislena korelacija izmedu loSe higijene proteze i lezija PS. Ako se proteza stalno
nosi, posebno nocu, kandida moze da formira biofilm na sluzokozi ispod nje. Nizi pH stvara
relativno anaerobno okruzenje, Sto podstice rast kandide. Pljuvacka nije u stanju da ocisti mesta
na koja nalaze proteza §to omogucava nesmetani razvoj Stetnih bakterija. LoSa higijena proteze

takode pomaze rastu mikroorganizama u zubnom plaku na povrSinama za pri¢vrS¢ivanje
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proteze. Dokazano je da postoji direktna srazmernost izmedu slabe higijene proteze i loSeg

prijanjanja proteze usled upale u podrucju tkiva koja nose protezu [143].

2.2.1. Epidemiologija PS

PS koji je povezan sa kandidom pronaden je kod velikog broja ispitanika koji su nosioci
zubne proteze [144] sa viSe razli¢itih klinickih manifestacija. Obzirom da postoje i slucajevi u
kojima se klinicki znakovi upale ne ispoljavaju, procenat ucestalosti PS se povecava do 75%
stanovniStva koji koristi zubne proteze. C. albicans se pokazao kao glavni soj Candida sp.
odgovoran za inflamatornu reakciju [145]. C. albicans ima sposobnosti da se adherira i
razmnozava kroz tvrda i meka tkiva usne duplje i da proizvede sloZeni i heterogeni bakterijski
biofilm. Razli¢ite studije uspele su da izoluju i druge vrste kandide koje su ukljucene u
patogenezu oralne kandidoze, kao $to su Candida dubliniensis, Candida parapsilosis, Candida

krusei, Candida tropicalis i pre svega, Candida glabrata [146].

2.2.2. Patogeneza PS

Patogeneza PS povezanog sa kandidom je slozena i multifaktorska. Ukljucuje lokalne
i sistemske faktore koji doprinose sposobnosti kandide da se zalepi za bazu protezne ploce i
razmnozava u epitelnom tkivu domacina [147]. PS povezan sa kandidom nastaje ukoliko su
uslovi u mikro-oralnoj sredini povoljni za rast i adheziju gljivica i kada sistemski faktori

domacina dovode do depresije mehanizama odbrane domacina.

2.2.2.1. Sistemski faktori za nastanak PS

Dijabetes melitus

Pljuvacka dijabeticara pogoduje rastu C. albicans u in vitro uslovima. Pokazalo se da
na povrsini proteza dijabetiara postoji povecan broj kolonija gljivica u poredenju sa protezama
zdravih korisnika [148]. Kod pacijenata sa dijabetesom postoji nedostatak nutritivnih faktora.
Neki autori navode sideropenijsku anemiju i visok nivo holesterola kao uzrok kandidoze kod

pacijenata sa ovom bolescu [149].
Bolesti bubrega

Oboljenja bubrega su Cesta kod starijih osoba. Ponovljene terapije antibioticima i
sulfonamidima mogu biti predisponirajuc¢i faktori za nastanak kandidoze zbog promene

mikrobne flore usne duplje [150].
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Suvocéa usta — Kserostomija

Kvalitativne i1 kvantitativne promene pljuvacke kao i protok pljuvacke kod starijih
pacijenata nastaju usled dugogodisnjeg koriS¢enja pojedinih grupa lekova, pre svega
antihipertenzivnih, ¢ineéi ih sekundarnim a ne primarnim funkcionalnim deficitom. Smanjenje
pljuvacke se pokazalo da deluje kao predisponirajuci faktor za virulenciju vrste C. albicans

[151].
2.2.2.2. Lokalni faktori za nastanak PS

Traume

Traume tkiva nastale usled koriS¢enja neadekvatno izradene zubne proteze smatrane su
glavnim faktorom za nastanak PS povezanog sa kandidozom [152]. Najnovije studije navode
da trauma sama po sebi ne indukuje klinicku sliku generalizovanog stomatitisa, ali da bi mogla
biti uzrok lokalizovanih oblika. Umesto toga, u generalizovanim oblicima glavnu ulogu u
patogenezi ima C. albicans. U ovom slucaju, trauma moze delovati kao kofaktor koji favorizuje
adheziju 1 prodiranje gljivice, odrzava flogozu nepca i povecava propustljivost epitela za
toksine i rastvorljive agense koje proizvodi kandida. Imunohistohemijska analiza mukoznog
tkiva zahvacenog PS ukazuje na mogucéu ulogu traume u varijaciji ekspresije bazalnih

membranskih antigena [152].
Uloga pljuvacke

Uloga pljuvacke u kolonizaciji C. albicans i dalje nije do kraja razjasnjena. Neka
istrazivanja su pokazala da pljuvacka smanjuje adheziju C. albicans. U stvari, pljuvacka
poseduje odbrambene molekule kao §to su lizozim, laktoferin, kalprotektin, IgA koji smanjuju
adheziju kandide na oralnim povrSinama [153]. Dokazano je da proteini pljuvacke (mucini 1
staterini) mogu delovati kao adhezioni receptori koje koriste manoproteini prisutni u vrsti
Candida sp. [138]. Smanjenje ili potpuno odsustvo pljuvacke kod osoba sa kserostomijom
izaziva promenu i neravnotezu normalnih mikrobnih zajednica. U ovim stanjima se favorizuje
proliferacija bakterija kao Sto je S. aureus, koji inhibira normalnu adaptaciju komenzala [138].
Osim toga, prisustvo niskog nivoa pH 1 visokog pritiska kiseonika smanjuje rast nekih
komenzala dok povecava proliferaciju vrsta C. albicans, S. mutans i Lactobacillus. Nedavne
studije ukazuju na to da pljuvacka igra dvostruku ulogu u adheziji C. albicans za plasti¢ni
materijal koji se koristi za izradu zubne proteze. Rezultati ukazuju na to da pljuvacka smanjuje

adheziju bakterijskih ¢elija 1 poboljSava adheziju ¢elija gljivica [154].
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Nivo pH usne duplje

Nizak nivo pH moze da pogoduje adheziji i proliferaciji kandide. U stvari, pH vrednost
3 je optimalna ne samo za adheziju gljivica, ve¢ 1 za enzimsku aktivnost proteinaza koje,
zajedno sa lipazama, predstavljaju najvaznije faktore virulencije kandide zbog njihovog
citotoksi¢nog i citolitickog efekta. Ukoliko su u pljuvacki prisutne visoke vrednosti ugljenih
hidrata, oni deluju kao dodatni hranljivi izvor za kandidu, koja metaboliSu¢i ove Secere,

proizvodi kisele metaboli¢ke produkte i doprinosi odrzavanju niskog nivoa pH [138].
Permeabilnost PMMA materijala

Inicijalno, adhezija kandide zavisi od mikroporoznosti povrSine proteze [146]. Ove
nepravilnosti povrSine omogucavaju da se gljivice razmnozavaju i otezavaju uklanjanje
nagomilanih mikroorganizama, kako mehanicki tako i hemijski. Uz prisustvo lose oralne
higijene, kandida moze da se zalepi, prodre i poveze sa bakterijskim zajednicama
Streptococcus sanguis, Streptococcus gordonii, Streptococcus oralis i Streptococcus anginosus

(S. milleri) uz pomo¢ interakcija izmedu proteina i ugljenih hidrata [138].
Adhezija

Sposobnost kandide da prodre u tkiva je jedna od kljucnih karakteristika infektivnog
procesa [147,155]. Primec¢eno je da su oblici obdareni hifama u stanju da se efektnije lepe i da
brze prodru u tkiva domacina. SloZen mehanizam interakcije izmedu kandide i domacina
obezbeduje interakciju izmedu celijskih liganda kandide i ¢elijskih receptora domacina.
Ligandi se sastoje od manoproteina prisutnih na povrsini ¢eije. U stvari, gljivica proizvodi
ekstracelularni polimerni materijal koji sadrzi manoproteine. Interakcija sa epitelnim ¢elijama
nastupa izmedu manoproteina i fukoze ili N-acetilglukozamina prisutnog na povrsini proteina

epitelnih celija [138].
Prisustvo mikrobnog plaka

Brojne mikrobioloske studije su ukazale na to da plak akumuliran na protezama tokom
PS ima slozenu kompoziciju. Njega ¢ine najpre Gram-pozitivne bakterije [138] kao §to su S.
sanguis, S. gordonii, S. oralis, S. anginosus, Staphilococci, Actinomicetes, Fusobacterium
nucleatum, S. mutans, Gram-pozitivni S. aureus kao i Lactobacillus i dr. Mikroorganizmi
prisutni u usnoj duplji medusobno interreaguju na razli¢ite nacine, direktnim koris¢enjem
metabolickih proizvoda ili razmenjujuéi molekularne signale. Nekoliko studija je pokazalo da

koagregacija ukljucuje interakciju proteina i ugljenih hidrata. Pokazalo se da je kandida
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dominantni patogen u PS. Pre svega, rezultati istrazivanja pokazuju da pacijenti sa PS imaju
povecano prisustvo kandide u poredenju sa kontrolnim grupama. Kao dodatni parametar se
moze uzeti i odgovor pacijenata na antimikoticku terapiju, gde se kod osoba sa PS drasti¢no
smanjuje broj kolonija kandide prisutnih u proteznom plaku. Kao tre¢e, moramo uzeti u obzir
da je masa celija gljivice 50 puta veéa od bakterijskih ¢elija i da masa hife moze biti vise od
stotinu puta veca od mase bakterijskog Stapica. Dakle, kandida ima klju¢nu ulogu u patogenezi
PS, ali se ne treba zanemariti i kooperativna uloga bakterija u slozenom biofilmu prisutnom na

protezi [153].

2.2.3. Patogeni u proteznom stomatitisu

Candida species

C. albicans je vrsta kandide koja moze da raste na razli¢itim povr§inama na mnogo
nacina. Ona je daleko najéesée izolovana vrsta kandide koja se nalazi u PS, posle koje po
zastupljenosti sledi C. glabrata [143]. Kandida ima sposobnost vezivanja za oralnu sluzokozu i
time onemogucava samociS¢enje oralne Supljine spiranjem pljuvackom ili mehani¢kim
uklanjanjem. Faktori koji doprinose njenom patogenom delovanju su pored sposobnosti da se
zalepi za ¢elije sluzokoze, njena transformacija iz jednocelijskog u filamentozni oblik, lu¢enje
enzima (aspartil proteinaza i fosfolipaza) i proizvodnja biofilma [156] C. albicans ima
sposobnost lepljenja za PMMA materijale koriste¢i pojedina svojstva ovih materijala
(poroznost, hidrofobnost) $to joj olakSava jednu od klju¢nih faza u razvoju infekcije — kreiranje

i razvoj biofilma [157].
Staphilococcus aureus

S. aureus je Gram-pozitivna bakterija sa karakteristicnim zlatnim pigmentom na
osnovu kojeg je i dobila ime ,,aureus”. Ova bakterija zivi u fakultativnom anaerobnom
okruzenju 1 moze da izdrzi visoke koncentracije soli, ekstremne vrednosti pH i1 temperature.
Stavise, S. aureus takode proizvodi mnoge faktore virulencije koju najveéim delom &ini b-
laktamaza. S. aureus ima sposobnost adherencije za Sirok spektar oralnih povrsina, ukljucujuci
bazalnu stranu zubne proteze s obzirom da se ovaj deo protetske nadoknade fizioloski ne ispira.
Ove bakterije mogu da izazovu bolesti piogenom upalom i proizvodnjom toksina (eksfoliativni
toksini A 1 B), koji mogu da rastvore epidermalni dezmozom ¢ime uzrokuju da se fini listovi
koze ogule i otkriju sloj vlazne i crvene podloge. Na osnovu nekoliko studija, kolonije S. aureus
rasporedene u male klastere izolovane su sa briseva tvrdog nepca na kojima je klinicki bio

prisutan PS. Ove kolonije su identifikovane kao S. aureus na osnovu razliCitih testova
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(katalaza-pozitivna, Pastorek Staph Plus pozitivna i oksidaza-negativna na faktor zgruSavanja)
i PCR (Polymerase Chain Reaction) amplifikacije Nuc i Coa gena [7]. Stavise, neke studije su
otkrile da je S. aureus kod nosioca zubnih proteza izazvao vecéu aktivaciju monocita nego kod
osoba koje ih ne Koriste, ali su ti aktivirani monociti bili manje skloni fagocitozi, $to ukazuje
na jaci faktor virulencije koje poseduje ova bakterija [7]. Rezultati nedavnih istrazivanja
sugeriSu da su sojevi S. aureus podjednako i Cesto prisutni kod starijih osoba sa
asimptomatskom klinickom slikom [158]. Moze se zakljuciti da S. aureus doprinosi nastanku
PS zbog svoje sposobnosti prijanjanja za materijale za izradu zubnih proteza i jakog faktora

virulencije [159].
Streptococcus mutans

S. mutans je bakterija koja se uobicajeno nalazi na povrSinama proteza, i ako se inkubira
istovremeno sa C. albicans, moze da zauzme mesta vezivanja i podstakne adheziju gljivica.
Mehanizmi in vitro adherencije S. mutans i C. albicans mogu doprineti razumevanju ponasanja
ovih organizama u zubnom plaku. Interakcija ovih mikroorganizama se generalno smatra
uzajamnom u kombinovanoj kulturi ovih mikroorganizama [160]. Uobicajeno, adherencija i
sazrevanje S. mutansa se smatra pocetnom fazom u formiranju oralnog biofilma. Razli¢iti
mehanizmi adherencije mogu dovesti do nastanka rezistentne kandidoze na antifungalnu
terapiju. U slozenom biofilmu, prisutnom u usnoj duplji, sposobnost gljivica da aglutiniraju sa
bakterijama moze biti posredovana interakcijom vrsta unutar biofilma i spoljnim faktorima,
kao sto su pljuvacka, oralna higijena i izlaganje antimikrobnim agensima. In vitro istrazivanja
su pokazala da i pored interakcije kandida-bakterije, uloga bakterije S. mutans moze da ima

uticaj na razvoj PS ili drugih bolesti povezanim sa gljivicama [161].
Fusobacterium nucleatum

F. nucleatum je Gram-negativni anaerob koji igra ulogu u proizvodnji plaka i nastanku
biofilma u usnoj duplji. Zbog svoje sposobnosti da razvije fizicki kontakt sa Gram-pozitivnim
I Gram-negativnim vrstama F. nucleatum je dobro poznati ,,premoséujuci* organizam potreban
za sekvencijalni niz kolonizacionih dogadaja u oralnim polimikrobnim zajednicama. Ima
sposobnost da poveze rane komenzalne kolonizatore sa kasnim ,,0osvajacima®“, uglavnom
sastavljenih od parodontalnih patogena. Kao rezultat toga, ovaj mikroorganizam igra klju¢nu
ulogu u sukcesiji rodova u oralnim polimikrobnim zajednicama. Fusobakterije mogu da
formiraju direktne fizicke veze sa eukariotskim mikroorganizmima, kao $to su gljivice, i da

stupaju u interakciju sa bakterijama. Povezanost F. nucleatum i C. albicans je dokazana u
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literaturi. Ulogu ove bakterije u kolonizaciji usne duplje glavnim uzro¢nikom PS, C. albicans,
opisali su Jabra-Rizk i sar. 1999 [162]. Ovakve interakcije izmedu razli¢itih vrsta
mikroorganizama mogu biti presudne za opstanak C. albicans kao dela slozenog mikrobnog
sistema domacina i doprineti napretku polimikrobnih infekcija pod specificnim okolnostima
[163]. Razumevanje intereakcije specificnih celijskih komponenti trebalo bi da pomogne u
razvoju novih ciljanih terapija za blokiranje mikrobne adherencije. Mehanizam interakcije
izmedu C. albicans i F. nucleatum bi mogao da predstavlja klju¢nu ulogu u polimikrobnoj

patogenezi u koju su ukljucena ova dva mikroorganizma.

2.2.4. Patogenetska teorija

Prisustvo bakterijskih sojeva Streptococci i Actinomicetes indukuje organizam da
proizvodi proteaze u obliku IgA1l i enzime (amino-peptidazu, hijaluronidazu, hondroitinazu,
neuraminidazu) koji imaju sposobnost da razgraduju oralni epitel. Ovi Stetni metabolicki
proizvodi koji su skladisteni u bliskom kontaktu sa oralnom sluzokozom uti¢u na povecéanje
inflamatornog eksudata koji ne samo da favorizuje kolonizaciju bakterijama nego i
proliferaciju gljivica, obzirom na to da kandida lakse kolonizuje sluzokozu u kontaktu sa
bazalnom povrSinom proteze u odnosu na ostatak sluzokoze. Proteaze mogu povecati patogeni
potencijal produkata bakterijskog metabolizma ¢ime dovode do uniStavanja imunoglobulina
pljuvacke. Posledi¢ni imuni odgovor na naslage plaka je odgovoran za inflamatorne lezije.
Eksperimentalni podaci ukazuju na to da odlozena reakcija preosetljivosti na C. albicans
znacajno doprinosi inflamatornom odgovoru i da ljustenje epitelnih ¢elija, koje dovodi do

atrofije epitela vise nego invazija hifa, predstavlja tipicnu karakteristiku PS.

2.2.5. Terapija

Lecenje PS povezanog sa kandidom je slozeno zbog svoje multifaktorne etiologije
[155]. Jo$ uvek primenjivan terapijski pristup ukljuuje upotrebu lokalnih 1 sistemskih
antifungalnih lekova, upotrebu konzervansa i dezinfekcionih sredstava, zracenje proteze
mikrotalasima, detaljno mehanicko i hemijsko uklanjanje i kontrolu plaka prisutnog na protezi
1 na oralnoj sluzokozi. Terapija je Cesto delimi¢no uspeSna, a patogeno stanje perzistira.
Ukoliko se nakon sistemske terapije nastavi sa koriS¢enjem prethodno mikrobima inficirane
zubne proteze bolest se vrac¢a. Uklanjanje infektivnog agensa sa proteze je izrazito tesko zbog

same prirode PMMA materijala.
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2.3. Upotreba nanocestica u stomatologiji

Nanotehnologija je jedna od najaktivnijih istrazivackih oblasti poslednjih decenija,
posebno u medicinskim naukama [164]. Nanocestice (eng. nanoparticles - NPs) su diskretni
klasteri atoma sa Sirokim spektrom medicinskih primena, ukljucujuéi terapiju karcinoma,
isporuku lekova, tkivni inzenjering, regenerativnu medicinu, detekciju biomolekula, a takode i
kao antimikrobna sredstva [165]. NPs su ultra dispergovane Cestice sa veli¢inama u rasponu od
1 do 100 nm koje mogu da inkapsuliraju, rastvore, zarobe ili prikace lekove na svoje strukture.
One se generalno klasifikuju u organske (dendrimeri, micele, lipozomi ili polimeri),
neorganske (na bazi metala ili metalnih oksida) ili na bazi ugljenika (fulereni, grafen ili

ugljeni¢ne nano cevi) [166].

Jedan od glavnih izazova za istrazivaCe u oblasti stomatologije predstavlja razvoj
materijala koji mogu da izdrze teske uslove oralnog okruzenja, a da pritom ostanu bioloski

odrzivi i biokompatibilni sa oralnim tkivima [167,168].

NPs svoju upotrebu u stomatologiji ostvaruju zbog svojih fizicko-hemijskih i bioloskih
svojstava, ukljuuju¢i biokompatibilnost, veli¢inu, naelektrisanje, veliku povrSinu, snagu,
rastvorljivost, hemijsku i povrSinsku reaktivnost, boju, visoku stabilnost i toplotnu
provodljivost [169-171]. Ovakva svojstva NPs su omogucila razvoj novih, inovativnih
materijala, kao 1 proSirenje polja upotrebe 1 poboljSanja funkcije ve¢ postojecih materijala [172].
Uprkos velikom broju prednosti, neke NPs pokazuju izvesna ogranicenja, ukljucujudi

toksicnost i zahtevno rukovanje [171].

2.3.1. Upotreba NPs u terapiji karijesa

Zubni karijes je Siroko rasprostranjena oralna bolest i globalni problem javnog zdravlja
[173]. Bolest je uzrokovana kolonizacijom mikroorganizama u usnoj Supljini i posledi¢nim
formiranjem biofilma. Ovi mikroorganizmi se hrane Se¢erom, proizvodeci kisele metabolite
koji smanjuju oralni pH i izazivaju demineralizaciju zuba. Demineralizacija dovodi do gubitka

jona kalcijuma, fluorida i fosfata i na kraju dovodi do stvaranja karijesa [174].

Upotreba NPs u stomatologiji predstavlja alternativni pristup reSenju ovog problema.
Na primer, NPs koje sadrze fluor mogu spreciti stvaranje karijesa [174]. NPs kalcijum fluorida
(CaF2NPs) se intenzivno koriste za povecanje nivoa fluorida u usnoj duplji i podsticanje
remineralizacije zuba [175]. Ove NPs takode inhibiraju proizvodnju egzopolisaharida od strane

bakterije S. mutans [175]. Hitozan, polimer koji ima povoljna svojstva kao $to su mukoadhezija,
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biokompatibilnost, niska toksi¢nost i kontrolisano oslobadanje lekova, koristi se za povecanje
vremena zadrzavanja CaF2NPs u oralnom okruzenju [174]. U ove svrhe koriS¢eni su i1 drugi
polimeri poput pektina i alginata, ali hitozan je pokazao najbolje rezultate u smislu sporog i

kontinuiranog oslobadanja fluorida [176].

Upotreba restaurativnih materijala sa bioaktivnim funkcijama je jo§ jedna alternativa
za leCenje zubnog karijesa. Na primer, NPs hitozana se mogu dodati glas-jonomer cementu
(GIC) da bi se povecala njegova mehanicka svojstva i oslobadanje fluorida [177]. Medutim,
dodavanje vise od 25% NPs hitozana u GIC pogorsava njegova fizicka svojstva i dovodi do
loSe adhezije za dentin. Da bi se prevazislo ovo ograni¢enje, GIC-u su dodate NPs titanijum

oksida (TiO2NPs) kako bi se poboljsala njegova fizicka svojstva i antimikrobna aktivnost [178].

NPs hitozana imaju efekte protiv rasta i adherencije kariogenih bakterija i sami po sebi
imaju antimikrobna svojstva [179]. Ova svojstva se mogu poboljsati unoSenjem antibiotika u
njihovu strukturu [180]. One se, takode, mogu koristiti u stomatologiji u obliku hidrogelova i
nanovlakana. Hitozan hidrogel u kombinaciji sa peptidom koji promoviSe remineralizaciju
zuba pokazao je dvostruki efekat: antibakterijska svojstva i1 uticaj na remineralizaciju zuba

[181].

NPs predstavljaju inovaciju u lecenju karijesa i nude nekoliko prednosti u odnosu na
tradicionalne tretmane. Potrebna su dalja istrazivanja kako bi se utvrdili dugoro¢ni efekti i

efikasnost NPs u lecenju zubnog karijesa.

2.3.2. Upotreba NPs u terapiji parodontalne bolesti

Parodontalna bolest je stanje uzrokovano neravnotezom izmedu rasta bakterijskih
patogena i imunoloskog odgovora domacina [182]. Prva faza ovog stanja je formiranje zubnog
plaka $to dovodi do upale desni (gingivitis). Kasniji, hroni¢ni, stadijum nastaje oslobadanjem
proinflamatornih citokina i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, Sto dovodi do resorpcije alveolarne

kosti 1 razgradnje parodontalnog ligamenta [182].

Upotreba NPs za iskorenjivanje patogenih bakterija je efikasan pristup leCenju
parodontalne bolesti. Na primer, razvijeni su sistemi NPS napravljeni od srebra, platine, bizmut
subsalicilata, legura zlata/srebra prekrivenog glutationom, kao i brojnih drugih supstanci sa
antibakterijskim svojstvima protiv razli¢itih parodontalnih patogena [183-185]. Ove NPs se
mogu koristiti same ili u kombinaciji sa biomaterijalima koji im obezbeduju produZeno

delovanje u usnoj duplji.
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NPs silicijum dioksida koje oslobadaju azot i NPs koje oslobadaju polidopamin 1
silicijum dioksid su razvijene u cilju lecenja hroni¢ne parodontalne bolesti [182,186,187]. U
nekim slucajevima, terapija ovim NPs je rezultirala smanjenjem lokalne upale potpornog
aparata zuba i vecom antioksidativnom aktivnoS¢u [182]. Na primer, NPs polilaktatne
koglikolne kiseline (PLGA) napunjeni metformin hidrohloridom kontroliSu upalu i gubitak
kostiju u eksperimentalnom modelu parodontalne bolesti [188]. Pored toga, pokazalo se da NPs
napravljene od albumina, kalcijuma i cinka promoviSu parodontalnu regeneraciju,
autoregeneraciju gingivalnog tkiva, te imaju antimikrobnu aktivnost sa niskom toksi¢noscu

[189,190].

Polimerne NPs su koris¢ene za isporuku BAR peptida (Ci37H220N35037) sa ciljem
inhibicije formiranja biofilma kod P. gingivalis i S. gordonii [191]. Takode je utvrdeno da
polimerne NPS punjene kurkuminom smanjuju upalu 1 uti¢u na uniStavanje vezivnog tkiva
povezanog sa parodontalnom boles¢u [192]. Rezultati istrazivanja ukazuju na to da lipozomi
napunjeni ciprofloksacinom 1 betametazonom pokazuju moéne antibakterijske 1
antiinflamatorne efekte [193]. Lipozomi napunjeni lidokainom/prilokainom koris¢eni su za
promovisanje kontrole bola tokom tretmana c¢iS¢enja zubnog kamenca i kiretaze parodontalnih
dzepova, ¢ine¢i ih dobrom opcijom za upotrebu kod anksioznih pacijenata ili onih sa strahom

od igala [194].

Upotreba NPs u lecenju parodontalne bolesti daje obecavajuce rezultate. Medutim,
potrebne su dalje studije i kontrolisana klini¢ka ispitivanja da bi se istrazile ove nove

formulacije, sa posebnim fokusom na in vivo studije.

2.3.3. Upotreba NPs u le¢enju zubne pulpe i periapikalnih lezija

Nanotehnologija je doprinela velikom napretku u terapijskim pristupima u oblasti
endodoncije nudeci nova reSenja za leCenje izlozene zubne pulpe. Hitozan, biokompatibilna
supstanca, ima mnoge primene u endodonciji. Moze se koristiti kao helatna supstanca [195],
matrica za isporuku faktora rasta [196], rastvor za irigaciju sa niskom toksi¢nos¢u [197], i kao

intrakanalni lek ili dodatak kalcijum hidroksidu [198,199].

Istrazivanja pokazuju da hitozan moze da poveca antibakterijsku efikasnost, snagu veze
i prodiranje materijala za opturaciju kanala korena, te da ima potencijal da se koristi u
procedurama kao Sto su apeksifikacija, endodontski tretman, direktno prekrivanje pulpe i

pulpotomija [200,201].
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NPs srebra (AgNPs) su se pokazale efikasne protiv endodontsko-parodontalnih
patogena, biokompatibilne su, imaju nisku citotoksi¢nost i genotoksi¢nost, i mogu se koristiti
kao endodontski iriganti, helatni agensi, sredstva za opturaciju kanala korena i cementi za
konzervativnu primenu [202-206]. Medutim, neke studije su u svojim rezultatima ukazale na
promenu boje zuba upotrebom AgNPs kao intrakanalnog leka, iako su druge tvrdile drugacije

[207,208].

NPs dijamanta, zlata i oksida gvozda, istrazivane su zbog njihovog potencijala u
endodontskoj terapiji. Svojstva opturacije gutaperke mogu se poboljsati NPs dijamanata [209],
dok NPs zlata i oksida gvozda mogu inhibirati stvaranje patogenog biofilma i invaziju na ¢elije
zubne pulpe [210]. Nanocestice amorfnog kalcijum fosfata i PLGA-moksifloksacina, kao i
nanoemulzije hlorheksidin hidrohlorida, predlozeni su kao endodontski zaptivaci 1 rastvori za

irigaciju zbog njihove antibakterijske aktivnosti 1 dobre vezivne snage [211,212].

Karakteristike NPs se mogu poboljsati konjugacijom sa drugim supstancama i
materijalima, kao $to je njihova kombinacija sa fotodinami¢kom terapijom, ili vezivanje sa
hitozanom 1 EDTA [213]. Medutim, postoje i1 izvesna ograni¢enja za upotrebu NPs u
endodonciji, poSto klinicka ispitivanja terapije bola ireverzibilnog pulpitisa nisu otkrila
znacajne razlike izmedu upotrebe lipozomalne formulacije bupivakaina i konvencionalnih

lekova za smanjenje bola kod pacijenata sa nekrozom pulpe ili ireverzibilnim pulpitisom [214].

Nanotehnologija daje znacajan doprinos endodonciji, nudeci nova resenja i potencijalne
prednosti u leCenju izlozenosti zubne pulpe. Medutim, potrebna su dalja istrazivanja da bi se u

potpunosti razumela ogranicenja i potencijalne prednosti ovih NPs u endodontskoj terapiji.

2.3.4. Upotreba NPs u terapiji periimplantitisa i odbacivanja implantata

NPs su pronasle svoje mesto u implantolosko-protetskoj rehabilitaciji, nudeéi niz novih
terapijskih pristupa u savremenoj stomatologiji. Periimplantitis je Cest uzrok gubitka
implantata, a upotreba NP je pokazala potencijal da smanji pojavu ovog stanja spreCavanjem

povrsinske kontaminacije upotrebom antimikrobnih agenasa [215].

Radena su brojna mikrobioloska istrazivanja i pojedine NPs su se pokazale efikasnim
protiv patogena kao $to su S. gordonii, S. mutans, P. gingivalis, S. aureus, C. albicans, E. coli,
Streptococcus sanguinis i A. actinomicetemcomitans [215-220]. Postoje brojne primene NPS u
parodontalnoj i oralnoj hirurgiji, ukljucujuc¢i prevenciju i leCenje periimplantitisa, kao i

stimulaciju osteointegracije, Celijske adhezije i proliferacije ¢elija [221]. Hitozan je jedna od
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najcesce koriS¢enih NPs u ovoj oblasti i moze se konjugovati sa drugim supstancama, u koje
spadaju AgNPs, hijaluronska Kiselina, poli(dopamin), hidroksiapatit, kolagen, silicijum dioksid
I poli(akrilna kiselina), sa ciljem poboljsanja njegove biokompatibilnosti i bioaktivnosti [222-
225]. Na osnovu obecavajucih rezultata klinickih istrazivanja, NPs se takode mogu koristiti
tokom procedura augmentacije i podizanja poda sinusa [226]. Specificne grupe pacijenata, kao
Sto su dijabeticari ili pacijenti sa osteoporozom, takode mogu imati koristi od napretka
nanotehnologije. Na primer, hitozan-AuNPs su u eksperimantalnom modelu na pacovima sa
dijabetesom, pokazale potencijal da isporuce PPARY gene koji regulisu homeostazu glukoze i
proliferaciju ¢elija, njihovu diferencijaciju i prezivljavanje, ¢ime dovode do stvaranja nove

kosti 1 njihove mineralizacije [227].
2.3.5. Upotreba NPs u poboljSanju materijala za izradu zubne proteze

PMMA je materijal koji se najceS¢e koristi u izradi zubnih proteza zbog svojih
povoljnih svojstava, kao Sto su biokompatibilnost, estetika, stabilnost, lako¢a popravke i niska
cena. Medutim, PMMA ima izvesne nedostatke u pogledu mehanickih svojstava, Sto ga Cini
podloznim oS$tecenju i habanju tokom vremena, kao i akumulaciji mikroorganizama na

njegovoj povrsini [228,229].

Da bi odgovorili na ova ograni¢enja, istrazivaci su istrazivali ugradnju NPs u PMMA
kako bi poboljsali njegove fizicko-hemijske karakteristike, ukljucujuéi njegovu mehanic¢ku
¢vrstocu, povrSinsku tvrdoc¢u i antimikrobnu aktivnost [230] U najcesce testirane NP spadaju
cirkonijum oksid (ZrOy), silicijum dioksid, cink oksid (ZnQ), srebro (Ag), zlato (Au) i titanijum
dioksid (TiOy).

Pokazalo se da ZrO2 NPs povecavaju zateznu i popre¢nu ¢vrstocu PMMA, kao i da
uticu na smanjenje adhezije kandide nakon podlaganja baze proteze ovako modifikovanim
materijalom [230,231]. Medutim, translucencija PMMA se moze smanjiti sa povecanjem

koncentracije ZrO2NPs [230].

Utvrdeno je da NPs silicijum-dioksida smanjuju ¢vrsto¢u modifikovanog PMMA u
poredenju sa Cistim PMMA materijalom, ali kombinacija silicijum-aluminijum-boratnih
,dlacica®”, tetraigliCastih ,,dlacica® ZnO i silanizovanih ZrO,NPS moZe znacajno povecati
antibakterijsku aktivnost, Cvrsto¢u na savijanje 1 povrSinsku tvrdo¢u bez izazvane

citotoksi¢nosti modifikovanog materijala [232,233].
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Pokazalo se da ZnONPs povecavaju tvrdocu, termicku stabilnost, temperaturu
ostakljivanja i hidrofilnost PMMA, kao i da mogu imati antifungalna svojstva u odredenim
koncentracijama [234,235]. Neke studije su izvestile da ZnONPs nisu u stanju da inhibiraju

formiranje biofilma ili povecaju temperaturu ostakljivanja PMMA [236].

Istrazivanja uticaja drugih NPs, kao §to su nanodijamanti, AuNPs i TiO2 NPs, radena
su zbog njihovog potencijala da poboljSaju mehanicka svojstva i antimikrobnu aktivnost
modifikovanog PMMA [237,238]. lako inkorporacija ovih NPS moze dovesti do povoljnih
ishoda, kao Sto je povecana ¢vrstoca na udar i smanjeno formiranje biofilma, takode moze

ugroziti neke od mehanickih parametara PMMA pri visokim koncentracijama [239].

Ugradnja NPs u PMMA predstavlja nov tehnoloski pristup za poboljSanje svojstava
materijala za izradu zubnih proteza, posebno u pogledu ¢vrstoce i1 otpornosti na mikrobnu
adheziju. Medutim, potrebna su dalja istrazivanja kako bi se procenili dugoro¢ni efekti ovih

materijala na oralno zdravlje i njihova klini¢ka odrzivost kao materijala za proteze.

2.3.6. Upotreba NPs u terapiji oralne kandidoze i PS

Oralna kandidoza je uobicajena gljivi¢na infekcija koja pogada oko dva miliona ljudi
godisnje, posebno one sa oslabljenim imunoloskim sistemom. KarakteriSe se belim flekama na
sluzokozi usta i grla, dok se PS karakteriSe eritemom nepca i alveolarnog grebena [240]. Lecenje
ovih stanja moze biti kompleksno, jer ukljucuje pobolj$anje oralne higijene, korekciju ili izradu
novih zubnih proteza i davanje antifungalnih lekova [241]. Konvencionalni terapijski pristup
moze biti ometan troskovima, nezeljenim efektima, rezistencijom na lekove i drugim faktorima
[242]. Istrazuje se potencijal nekonvencionalnih antimikrobnih agenasa za lecenje ovih stanja

upotrebom NPS [243].

Utvrdeno je da hitozan ima snazan antifungalni efekat i da moze da inhibira adheziju i
formiranje biofilma uzrokovanu C. albicans [244]. Istrazivaci su se takode bavili testiranjem
potencijala kombinovanja hitozana sa drugim agensima, kao Sto je kurkumin i razvoj
formulacija kao §to su vodice za ispiranje usta, gelovi i bukalni filmovi za poboljSanu lokalnu
isporuku antifungalnih lekova [245]. Ove formulacije su pokazale povecanu antifungalnu
aktivnost, smanjenu toksi¢nost, brze oslobadanje leka i bolje produzeno oslobadanje u
poredenju sa proizvodima koji se prodaju ili lekovima bez dodatih NPs. Dodavanje NPs
hitozana i ZnO-Ag u sredstva za kondicioniranje tkiva ili meko podlaganje zubnih proteza,
takode se pokazalo pokazalo efikasnim u le¢enju PS proteza bez ugrozavanja mehanickih

svojstava modifikovanih materijala [246].

Pregled literature | Upotreba nanocestica u stomatologiji 30



Nikola R. Gligorijevié | Doktorska disertacija

NPs su takode koriS¢ene za zastitu antimikrobnih peptida od degradacije u usnoj duplji,
dok se efikasnost lipozoma, amfotericina B obloZzenog hitozanom i NPs sa magnetnim

svojstvima u pogledu njihove efikasnosti u inhibiciji formiranja biofilma joS procenjuje [247].
2.3.7. Upotreba NPs u terapiji karcinoma glave, vrata i usne duplje

Postoji veliki potencijal nanotehnologije u poboljsanju dijagnostickih procedura i
le¢enja oralnih karcinoma, ozbiljne bolesti koja pogada pola miliona ljudi Sirom sveta i
uzrokuje oko 150 000 smrtnih slu¢ajeva godiSnje [248]. Rana i tacna dijagnoza je klju¢ za
efikasan tretman, ali tradicionalni tretmani protiv karcinoma mogu biti otezani usled kasne
dijagnoze, visokog rizika od invazivnosti, brzih metastaza, Cestih relapsa i bolnih nuspojava

[249].

Pokazalo se da su NPs efikasne protiv brojnih ¢elijskih linija oralnih karcinoma u
uslovima in vitro i pokazuju potencijal da poboljsaju i dijagnozu i terapiju [250]. Razne NPs su
predlozene kao alternative tradicionalnim hemoterapeutskim lekovima, kao §to su formulacije
lipozoma, ¢vrste lipidne NPs 1 mukoadhezivne alginatne paste sa ugradenim lipozomima [251-
253]. Pokazalo se da ovi novi sistemi daju veéi procenat apoptotickih celija, manje
hematoloSkih promena, znaCajnu terapijsku efikasnost, znacajne inhibitorne efekte na rast

tumora, nizu citotoksi¢nost i sistemsku toksi¢nost i ve¢u akumulaciju leka u tumoru [254-256].

Pored isporuke lekova, NPs se mogu koristiti i za dijagnozu i odredivanje margine
tumora. Na primer, AuNPSs i nanoSipke su povezane sa razli¢itim dijagnostickim alatima 1
sistemima, ukljuujué¢i vazduSnu skenirajuu elektronsku mikroskopiju, enzimski
imunosorbentni test (ELISA), opticku koherentnu tomografiju, povrSinski poboljSanu Raman
spektroskopiju (SERS) i sl. [257-260]. Druge vrste NPs, kao $to su ugljenicne NPs, AgNPs,
nanostrukturirani cirkonijum i nanostrukturirani itrijum oksid, takode su kori$¢eni u slicnim

metodama [261-263].

NPs su takode pokazale dobre rezultate u leCenju skvamozno-¢elijskog karcinoma
glave i vrata, Sestog po ucestalosti raka Sirom sveta [264]. One mogu poboljsati efikasnost
lecenja, smanyjiti ili inhibirati rast tumora, povecati ukupno prezivljavanje na eksperimentalnom
modelu kKod zivotinja, poboljsati radiosenzibilizaciju tumora, potisnuti metastaze, indukovati
¢elijsku apoptozu 1 zaustavljanje Celijskog ciklusa 1/ili povecati antiproliferativnu bioaktivnost
[265-268]. Na primer, AuNPS se mogu kombinovati sa zra¢enjem rendgenskim zracima da bi se

indukovala apoptoza tumorskih celija [268]. Fotodinamicna terapija (PDT) se moze
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kombinovati sa lipid-kalcijum-fosfatnim NPS kako bi se isporucio faktor rasta vaskularnog

endotela i konsekutivno smanjio volumen tumora [269].

Oralni mukozitis je uobicajena nuspojava izazvana visokim dozama hemoterapije i/ili
radioterapije, a NPs su istrazivane kao potencijalni tretman za ovo stanje [270]. Na primer,
pokazalo se da NPs napravljene od alginata smanjuju ucestalost i tezinu oralnog mukozitisa na

zivotinjskim eksperimentalnim modelima [271].

Postoji veliki potencijal za upotrebu nanotehnologije u poboljSanju dijagnoze i leCenja
oralnih karcinoma, kao i drugih srodnih stanja. Mnoge od navedenih studija sprovedene su u
uslovima in vitro, te je za kompletno sagledavanje upotrebe NPs u terapiji karcinoma glave,

vrata i oralnih karcinoma, neophodno izvrsiti dalja istraZivanja ovih nanomaterijala in vivo.

2.3.8. Upotreba NPs u terapiji smanjenog luc¢enja pljuvacke

Hiposalivacija je zdravstveno stanje koje se odnosi na smanjenu ili nedovoljnu
proizvodnju pljuvacke. MozZe biti uzrokovana raznim faktorima, kao $to su upotreba odredenih
lekova, terapija zracenjem za leCenje karcinoma glave i vrata i autoimuni poremecaji poput
Sjogrenovog sindroma [272,273]. Kada organizam ne proizvodi dovoljno pljuvacke, moguci su
problemi sa oralnim zdravljem, kao $to su karijes, parodontalna bolest, gljivicne infekcije i

poteskoce u govoru, zvakanju i gutanju [274,275].

Trenutni terapijski protokoli za leCenje hiposalivacije su ograni¢eni na lekove poput
pilokarpina i cevimelina, koji su agonisti muskarinskih receptora [273]. Zbog toga je neophodno
razviti nove terapije za prevenciju i leCenje ovog stanja, kao 1 za ublazavanje simptoma suvih
usta, §to je jedna od posledica hiposalivacije. Pojedina istrazivanja ukazala su na NPs kao

potencijalno korisno sredstvo za odrzavanje hidratacije oralne sluzokoze [273].

Jedna studija je otkrila da lipozomi, koji su male strukture zasnovane na lipidima, mogu
biti efikasni u adsorpciji, desorpciji 1 difuziji vode, ¢ak 1 u okruzenju visoke vlaznosti, kao Sto
je slucaj u usnoj duplji [273]. Da bi se poboljsalo vreme zadrzavanja lipozoma u usnoj duplji,
oni mogu biti obloZzeni mukoadhezivnim polimerima kao $to su pektin, hitozan i hidroksietil
celuloza, koji takode mogu obezbediti produzenu vlaznost usne duplje [275]. Ista studija je
takode otkrila da lipozomi obloZeni hitozanom i pektinom poboljSavaju svoj kapacitet
apsorpcije vode i mukoadhezije. Druga studija je otkrila da lipozomi obloZeni alginatom imaju

visoku mukoadheziju i da nisu citotoksicni [276]. Ovi rezultati sugeriSu da su nanostrukturirani
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sistemi, kao $to su lipozomi, predstavljaju obecavajuce alternative za promociju ublazavanja

simptoma suvih usta.

2.3.9. Upotreba NPs u aplikovanju lekova kroz oralnu sluzokozu

Bukalna primena lekova putem mukoadhezivnih formulacija je postala interesantna
zbog svojih brojnih prednosti, ukljuc¢ujuéi laku dostupnost, saradljivosti pacijenata i ogranicenu
enzimsku aktivnost [277]. Ovaj nacin primene lekova moze da minimizira nezeljene efekte i
izbegne degradaciju u gastrointestinalnom traktu i brze po¢ne da deluje u poredenju sa oralnom
ingestijom. Medutim, primena lekova kroz oralnu sluzokozu ima izvesna ograni¢enja, kao $to
je kratko vreme zadrzavanja usled protoka pljuvacke i1 ograni€ene propustljivosti i
kontrolisanog oslobadanja leka i ciljane terapije [278]. NPs su se pokazale efikasnim u
prevazilazenju pojedinih ograniCenja zahvaljuju¢i svojstvima kao S§to je poboljsanje
rastvorljivosti u vodi i brzina rastvaranja leka, mogucnost da nose visoku koncentraciju leka 1
Stite lekove od degradacije u bioloskim tecnostima [278]. NPs takode mogu poboljsati
mukoadhezivna svojstva formulacija, §to produzava vreme zadrzavanja supstance u usnoj

duplji.

Postoje mnogi sistemi koji mogu da promovisu i poboljSaju primenu lekova preko
bukalne sluzokoze, u koje spadaju mukoadhezivni filmovi, gelovi i ¢vrsti matriksni oblici koji
se isporucuju sa NPs. Mukoadhezivni filmovi su naj¢es¢e koriS¢eni sistem, gde se lek ubacuje
u NPs i ugraduje u mukoadhezivni film napravljen od polimernih NPSs, lipozoma, NPS hitozana,
lipida i polisaharida [279-281]. Mukoadhezivni gelovi su se takode pokazali kao obecavajuce
supstance, i mogu se sastojati od hidroksietil celuloze, gela na bazi hijaluronske kiseline,
karbopola 1 polikarbofila [282,283]. U ¢vrste mukoadhezivne sisteme mogu se ugraditi hitozan,
¢vrste lipidne NPs i silimarin NPs da bi se poboljsala mukoadhezija i prodiranje supstance
preko bukalne sluzokoze [284]. Modifikovani ¢vrsti oblici doziranja kao Sto su tablete, sunderi
ili flasteri takode mogu da se upotrebljavaju sa ciljem produzenog vremena zadrzavanja
supstance u usnoj duplji u poredenju sa mukoadhezivnim gelovima [285]. Ovi sistemi su
koriS¢eni za isporuku proteina, peptida, insulina 1 drugih lekova, i pokazali su poboljSanu
permeaciju i produzeno oslobadanje leka, Sto ih €ini pogodnim za terapijsku upotrebu, a ujedno

smanjuje broj dnevnih primena terapije [286].
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

U istrazivanju se polazi od pretpostavke da modifikacija toplo 1 hladno
polimerizovanog poli(metil metakrilata) nanoCesticama srebra (AgNPs) i srebro hloridom
(AgCl) daje modifikovanom materijalu antimikrobni efekat protiv mikroorganizama
izolovanih iz briseva usne duplje pacijenata kao i protiv komercijalno dostupnih sojeva
mikroorganizama izazivaca proteznog stomatitisa, bez potencijalno toksi¢nog dejstva na oralna

tkiva.

Ci]j istrazivanja je modifikacija 1 ispitivanje svojstava toplo 1 hladno polimerizovanog
poli(metil metakrilata) nakon inkorporacije razli¢itih koncentracija potencijalno antimikrobnih

nanocestica srebra (AgNps) i srebro hlorida.
Postavljeni su slede¢i podciljevi:

e Sinteza i ispitivanje hemijske strukture, koli¢ine i distribucije biocidnog agensa na bazi
srebra u modifikovanom materijalu kao 1 ispitivanje povrSinskih karakteristika
modifikovanog materijala;

e Ispitivanje uticaja modifikacije materijala na stepen polimerizacije, odnosno koli¢inu i
oslobadanje rezidualnog monomera;

e Ispitivanje oslobadanja srebra iz modifikovanih materijala;

e Ispitivanje  antimikrobnog  potencijala  modifikovanih  materijala  protiv
mikroorganizama izolovanih iz usne duplje pacijenata kao i komercijano dostupnih
sojeva C. albicans i S. aureus;

e Ispitivanje biokompatibilnosti modifikovanih materijala u uslovima in vitro na

¢elijskim kulturama.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Priprema uzoraka za ispitivanje

4.1.1. Koriséeni materijali

Ispitivanje je obuhvatilo dve vrste PMMA koje se koriste za izradu i1 readaptaciju baza

zubnih proteza:
1) Toplo polimerizovan PMMA (Triplex Hot, Ivoclar-Vivadent, Schaan, LihtenStajn)
2) Hladno polimerizovan PMMA (Triplex Cold, Ivoclar-Vivadent, Schaan, Lihtenstajn)

Modifikacija toplo i hladno polimerizovanog PMMA izvrSena je koriS¢enjem

reagenasa:
1) Nanocestice srebra (AgNPs) <100 nm (Sigma Aldrich, Burlington, MA, USA)
2) Srebro nitrat (Centrohem, Stara Pazova, Serbia)
3) Natrijum hlorid (Fisher Chemical, Loughborough, UK)
4) Kalijum bromid (KBr, 99%, Merck, Darmstadt, Nemacka)

Srebro hlorid (AgCl) je sintetisan dodavanjem vodenog rastvora NaCl u koncentraciji
od 1 mol/dm?® u vodeni rastvor AgNOs iste koncetracije uz intenzivno mesanje u trajanju od 15
minuta (Homogenizer WiseTis HG-15A model, Witeg, Nemacka, 25000 min'!). Dobijeni

precipitat je filtriran, ispran vodom i osuSen u eksikatoru u mraku.
4.1.2. Modifikacija PMMA
Modifikacija PMMA vrsena je:
e sa AgNPs pri Cemu je dobijen AGQNPs-PMMA i
e sa AgCl za proizvodnju AgCI-PMMA.

Modifikacija materijala je izvrSena dodavanjem biocidnog praha u koncentracijama od
2%, 5% 1 10% AgNPs i 10% AgCl u polimerni prah, na osnovu ukupne mase smese polimer-
monomer definisane prema uputstvu proizvodaca za upotrebu toplo i1 hladno polimerizovanog

materijala za izradu baze zubne proteze (PMMA).

4.1.3. Proizvodnja uzoraka
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Nakon umesavanja praskaste 1 tecne komponente materijala, dobijeno testo za hladnu
polimerizaciju stavljeno je u silikonske kalupe u obliku diska pre¢nika 10 mm i visine 2 mm
(Slika 2). Polimerizacija je obavljena na sobnoj temeraturi, pod pritiskom, obzirom da je kalup
bio u sastavu metalne kivete postavljene u hidrauli¢nu presu (Hidraulic dental press S-U-flask-

press , Schuler-Dental GmbH & Co. KG, Ulm, Nemacka).

Slika 2. Izrade kalupa za polimerizaciju modifikovanih uzoraka hladno i toplo
polimerizovanog PMMA.

Analogno hladno polimerizovanom PMMA, testo za toplu polimerizaciju stavljano je
u gipsane kalupe istog oblika i broja (Slika 3d) (pre¢nik 10 mm, visina 2 mm), potom u
standardne mesingane kivete za izradu toplo polimerizovanih zubnih proteza, koje su zatim
presovane (Slika 3e) na 80 bara pomocu hidrauli¢ne prese (Hidraulic dental press S-U-flask-
press , Schuler-Dental GmbH & Co. KG, Ulm, Nemacka) i u biglu podvrgnute ciklusima
toplotnog zagrevanja u vodenom kupatilu prema uputstvima proizvodaca. Ukratko, zatvorene
kivete su stavljene u hladnu vodu, zagrejane do 100 °C / 212 °F i ostavljene da kljucaju 45

minuta, nakon ¢ega je usledilo njihovo postepeno hladenje do sobne temperature.

Kontrolni uzorci su bili 1 hladno i toplo polimerizovani PMMA bez dodatka biocidnih

agenasa pripremljeni na istovetan nacin u skladu sa uputstvima proizvodaca.

Nakon procesa polimerizacije (Slika 3g, 3h), zavrSna obrada dobijenih uzoraka hladno
1 toplo polimerizovanih uzoraka uradena je koris¢enjem zuboakrilnih laboratorijskih svrdla bez

poliranja.
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Slika 3. Proces kivetiranja uzoraka modifikovanih toplo polimerizovanih PMMA dodatkom
10% AgCl: a) AgCl prah; b) mesavina praha PMMA i 10% AgCl; c¢) dodavanje monomera
prasSkastoj smesi modifikovanog toplo polimerizovanog PMMA; d) testasta forma
modifikovanog toplo polimerizovanog 10% AgCIl-PMMA; e) presovanje; f) priprema za
toplotno kupatilo (postavljanje kiveta u bigl); g) 1 h) odlivci uzoraka modifikovanog toplo
polimerizovanog PMMA sa dodatkom 10% AgCI.

Ispitni uzorci su oznaceni kao:
e Hladno polimerizovan (cold polimerized): 2%, 5% i 10% AgNPs-PMMA CP
e Toplo polimerizovan (heat polimerized): 2%, 5% 1 10% AgNPs-PMMA HP
e Hladno polimerizovan: 10% AgCI-PMMA CP
e Toplo polimerizovan: 10% AgCI-PMMA HP
e Hladno polimerizovan kontrolni uzorak: PMMA CP
e Toplo polimerizovan kontrolni uzorak: PMMA HP

Broj uzoraka odredivan je za svaki deo ispitivanja prema potrebama metodologije, te

¢e biti predstavljen pored dizajna svakog eksperimenta posebno.
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4.2. Karakterizacija modifikovanih PMMA materijala
4.2.1. Infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom (FTIR)

FTIR spektroskopija (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) je vrsta analiti¢ke
tehnike koja se koristi za identifikaciju 1 kvantifikaciju razlicitih tipova hemijskih veza u
ispitivanom uzorku. Ova tehnika koristi infracrveno svetlo za interakciju sa uzorkom i meri

kako se energija svetlosti menja dok prolazi kroz uzorak ili se odbija od njega.

Uzorak se prvo izlaze infracrvenom zracenju, Sto uzrokuje da veze u molekulima
vibriraju na odredenim frekvencijama. Rezultirajue vibracije se mogu meriti kao spektar, koji
je jedinstveni otisak hemijskog sastava uzorka. Analizom spektra, istraziva¢i mogu da

identifikuju vrste veza prisutnih u uzorku i odrede njegov hemijski sastav.

FTIR je odli¢an analiticki alat koji se koristi u mnogim oblastima, uklju¢ujuéi hemiju,
biologiju, tehnologiju i inzenjerstvo. Moze se koristiti za analizu Sirokog spektra uzoraka,
ukljucujuci cvrste materije, teCnosti 1 gasove, 1 predstavlja nedestruktivnu tehniku, Sto znaci da

se uzorak ne menja ili uniStava tokom analize [287].

4.2.1.1. Ispitivani materijali

Cvrsti uzorci modifikovanih PMMA i kontrole su u mikseru samleveni do praha
(Ultimate Chopper, Austrija). U Tabeli 4 prikazani su uzorci materijala analizirani FTIR

spektrometrijom.

Tabela 4. Uzorci analizirani FTIR spektrometrijom

Hladno polimerizovan PMMA  Toplo polimerizovan PMMA

PMMA CP PMMA HP
2% AgNPs-PMMA CP 2% AgNPs-PMMA HP
5% AgNPs-PMMA CP 5% AgNPs-PMMA HP
10% AgNPs-PMMA CP 10% AgNPs-PMMA HP
10% AgCI-PMMA CP 10% AgCI-PMMA HP

4.2.1.2. Snimanje FTIR spektra ispitivanih uzoraka

Istrazivanje je obavljeno u laboratorijama Tehnoloskog fakulteta u Leskovcu

Univerziteta u NiSu.

FTIR spektri ispitivanih uzoraka snimljeni su tehnikom tankih transparentnih pastila,
mesanjem 1 mg odredenog uzorka sa 150 mg kalijum-bromida (KBr, 99%, Merck, Darmstadt,

Nemacka), vakumiranjem 1 presovanjem pod pritiskom od oko 200 MPa. FTIR spektar te¢nog
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uzorka monomera je snimljen u obliku tankog filma izmedu dve plocCice od cink-selenida
(ZnSe). Za sve uzorke snimanja su vrSena na FTIR spektrofotometru BOMEM MB-100
(Hartmann & Braun, Frankfurt, Nemacka) u oblasti talasnih brojeva 4000-400 cm’!. Obrada

spektara je izvedena primenom softvera Win-Bomem Easy (ABB Bomen, Cirih, Svajcarska).

4.2.2. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM) je moc¢na tehnika snimanja koja se koristi
u mnogim nau¢nim disciplinama za vizuelizaciju povrsinske morfologije 1 strukture materijala
1 bioloSkih uzoraka u visokoj rezoluciji. SEM moze da obezbedi trodimenzionalne slike

uzoraka, sa velikom dubinom polja i uve¢anjima u rasponu od oko 10x do preko 100.000x.

SEM tehnika funkcioniSe tako Sto skenira fokusirani snop elektrona preko povrSine
uzorka i detektuje rasute elektrone da bi se proizvela slika. Elektroni stupaju u interakciju sa
povrsinom uzorka, uzrokujué¢i da se emituju sekundarni elektroni, koji se detektuju i koriste

kreiranje slike.

SEM se moze koristiti za ispitivanje Sirokog spektra materijala, ukljucujuc¢i metale,
keramiku, polimere i bioloske uzorke, izmedu ostalog. Posebno je koristan za proucavanje
karakteristika povrSine uzoraka, kao Sto su tekstura, topografija i hrapavost. Takode se moze
koristiti za ispitivanje unutrasnje strukture uzoraka korisS¢enjem tehnike poznate kao ,slika

povratno rasejanih elektrona®, koja pruza informacije o sastavu uzorka.

Osim za snimanje, SEM se moze koristiti i za druge aplikacije, kao $to su elementarna
analiza 1 kristalografija. Ove tehnike ukljucuju koris¢enje snopa elektrona za indukovanje
karakteristi¢énih rendgenskih zraka ili za difrakciju elektrona, respektivno, pruzajuci

informacije o elementarnom sastavu i kristalnoj strukturi uzorka.

Ukratko, SEM mikroskopija je svestrana i mo¢na tehnika za vizuelizaciju 1 analizu
povrsinske strukture 1 sastava materijala 1 bioloSkih uzoraka, sa primenom u Sirokom spektru

naucnih disciplina.
4.2.2.1. Ispitivani materijali

Za SEM analizu testiranih modifikovanih PMMA materijala napravljeni su uzorci
oblika kvadra zaobljenih ivica, dimenzija 1x2x3 mm. Analizirani su uzorci hladno- i toplo-
polimerizovanih modifikovanih PMMA materijala sa najve¢om koncentracijom biocidnog

agensa navedeni u Tabeli 5.
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Tabela 5. Uzorci analizirani SEM

Hladno polimerizovan PMMA  Toplo polimerizovan PMMA

PMMA CP PMMA HP
10% AgNPs-PMMA CP 10% AgNPs-PMMA HP
10% AgCI-PMMA CP 10% AgCIl-PMMA HP

4.2.2.2. SEM analiza modifikovanih PMMA

Istrazivanje je obavljeno u Naucno istrazivackom centru za biomedicinu Medicinskog

fakulteta u NiSu.

SEM analiza je kori$¢ena za ispitivanje strukture modifikovanih PMMA dodavanjem
AgNP/AgCl. Uzorci su rasprseni legurom zlata i paladijuma (85%/15%) pod vakuumom u Fine
Coat JEOL JFC-1100 jonskom rasprsivacu (JEOL Ltd., Tokio, Japan) metodom splaterovanja.
Ovako pripremljeni uzorci skenirani su koris¢enjem JEOL SEM (JSM-5300, JEOL Ltd.,
Tokio, Japan) pri naponu od 30 kV.

4.2.3. lIspitivanje stabilnosti boje modifikovanih PMMA materijala
4.2.3.1. Refleksiona spektrofotometrija

Kolorimetri 1 spektrofotometri su uobicajena oprema za detekciju promena boje u
restaurativnim materijalima uz minimiziranje subjektivnih faktora i omogucavaju poredenje
dve boje unutar istog prostora boja u vidu AE parametra [288,289]. Svetlosni opseg osvetljenja,
talasna duzina koju reflektuje ili emituje objekat i karakteristike posmatranja ljudskog
posmatra¢a mogu promeniti objektivnu procenu parametara boje. 1z tog razloga je neophodno
izvrSiti ne samo kvalitativne ve¢ i1 kvantitativne procene i poredenja karakteristika boja

modifikovanih PMMA materijala.

Refleksija modifikovanih PMMA uzoraka merena je spektrofotometrom (Spectraflash
SF 600X, Datacolor, New Jersey, USA) u vidljivom opsegu spektra 400-700 nm. Procenat
refleksije je u funkciji talasne duzine i odreduje se u odnosu na fizi¢ki idealno belo telo
(R=100% na svim A ) 1 idealno crno telo (R=0% na svim A). Spektrofotometar je kalibrisan
prema preporuci proizvodaca pre svake serije prikupljanja podataka. Promene u boji prikazane
su koriste¢i CIE L*a*b* skalu boja (Commission Internationale de I’Eclairage) sa standardnim
osvetljenjem D65 funkcije (dvostepeno vidno polje). Skala boja je sastavljena od 3D merenja
boja: L* (koordinata osvetljenja; vertikalna osa), koji se kre¢e od 0 (savrSeno crno) do 100

(savrSeno bela), a* (zeleno-crvena hromati¢nost) i b* (plavo-zuta hromati¢nost) [290,291].
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4.2.3.2. Ispitivani materijali

Cvrstt uzorci nemodifikovanih 1 modifikovanth PMMA analizirani refleksionom

spektrofotometrijom prikazani su u Tabeli 6.

Tabela 6. Uzorci analizirani refleksionom spektrofotometrijom

Hladno polimerizovan PMMA  Toplo polimerizovan PMMA

PMMA CP PMMA HP
2% AgNPs-PMMA CP 2% AgNPs-PMMA HP
5% AgNPs-PMMA CP 5% AgNPs-PMMA HP
10% AgNPs-PMMA CP 10% AgNPs-PMMA HP
10% AgCI-PMMA CP 10% AgCIl-PMMA HP

4.2.4. Odredivanje sadrZaja rezidualnog monomera u modifikovanim PMMA

materijalima

4.2.4.1. Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom sa visestrukom headspace

ekstrakcijom

Koncentracija rezidualnih jedinjenja u polimeru smanjuje se tokom vremena, PMMA
uvek sadrzi malu koli¢inu MMA zbog termodinamicke ravnoteze izmedu ovih jedinjenja.
Stoga, odredivanje sadrzaja rezidualnog monomera u polimeru predstavlja jednu od osnovnih

analiza u proizvodnji i kontroli kvaliteta polimera.

Za odredivanje sadrzaja rezidualnog monomera se najeSée primenjuje gasna
hromatografija sa plameno-jonizuju¢im detektorom (GC-FID), osetljiva i robustna metoda.
Pored ove metode, moze se koristiti i gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (GC-
MS), nuklearna magnetna rezonancija (NMR), infracrvena spektroskopija sa Furijeovom

transformacijom (FTIR) i te€na hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC) [292].

Visestruka headspace ekstrakcija (Multiple headspace extraction-MHE) u kombinaciji
sa GC-MS i GC-FID predstavlja alternativu Cesto primenjivanim metodama za analizu
polimernih uzoraka [22]. Ova metoda ne zahteva prethodnu pripremu uzorka (ekstrakciju
zaostalih rezidua u polimeru pogodnim rastvarac¢ima) i sastoji se od viSestrukih sukcesivnih
ekstrakcija rezidualnog reaktanta iz Cvrstog i/ili sloZzenog polimernog matriksa [292].
Ekstrakcija se vrsi u viSe sukcesivnih koraka do iscrpljenja analita, pod istim eksperimentalnim

uslovima. Standard analita se koristi za izradu kalibracione krive i analizira pod identi¢nim
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uslovima kao 1 uzorak. Na osnovu dobijenih rezultata i kalibracione krive odreduje se ukupna

masa analita u uzorku, kao funkcija povrsine pika u hromatogramu.

4.2.4.2. Ispitivani materijali

Cvrsti uzorci modifikovanih poli (metil metakrilatnih) materijala su u mikseru

samleveni do praha (Ultimate Chopper, Austrija).
Analiza koli¢ine rezidualnog monomera radena je za uzorke navedene u Tabeli 7.

Tabela 7. Uzorci analizirani MHC-GC-MS i GC-FID metodom

Hladno polimerizovan PMMA  Toplo polimerizovan PMMA

PMMA CP PMMA HP
2% AgNPs PMMA CP 2% AgNPs PMMA HP
5% AgNPs PMMA CP 5% AgNPs PMMA HP
10% AgNPs PMMA CP 10% AgNPs PMMA HP
10% AgCl PMMA CP 10% AgCl PMMA HP

4.2.4.3. Odredivanje sadrZaja rezidualnog monomera upotrebom MHE-GC-MS i GC-

FID metode u uzorcima modifikovanih PMMA materijala

Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (MHE-GC-MS)

Odgovaraju¢a masa (hladno ili toplo polimerizovanih) uzorka PMMA je odmerena u
headspace (HS) vijali od 20 cm?® zatvorena aluminijumskim crimp zatvaratem sa
silikon/PTFE septom (PTFE/Si, 20 mm, Agilent Technologies, SAD) i postavljena u HS
autosempler (Agilent 7697A Headspace Sampler) gasnog hromatografa (Agilent 7890B Gas
Chromatograph) opremljenog inertnim, selektivnim masenim detektorom (Agilent MSD
5977A). Hromatografija je vrSena na nepolarnoj, kapilarnoj koloni HP-SMS ((5%-fenil)-
metilpolisiloksan; dimenzije 30 m % 0,25 mm i debljine filma 0,25 pm; Agilent Technologies,
SAD) uz helijum kao nose¢i gas, konstantnog protoka od 1 ml/min. Gasna faza je injektirana
u GC kolonu u ,,split“ modu (split odnos: 200/1). Uzorak je jonizovan metodom elektronske
jonizacije (EI) sa energijom elektrona od 70 eV dok je detektovanje masa vrSeno u Scan modu,

u opsegu odnosa m/z od 35-650.
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Parametri HS autosemplera i gasnog hromatografa postavljeni su na nac¢in dat u Tabeli
8.

Tabela 8. Uslovi izvodenja MHE-GC-MS analize

Agilent 7697A headspace Temperatura pecnice. 180°C
autosempler

Temperatura petlje: 185°C
Temperatura transfer linije: 190°C
Vreme termostatiranja vijale: 30 min
Vreme trajanja injektiranja: 0,03 min
Agilent 7890B gasni hromatograf =~ Temperatura GC inleta: 200°C
Kolona: HP-5MS

Temperaturni rezim: 40°C tokom 4 min; linearni gradijent 40°C-
60°C brzinom od 5°C/min;

linearni gradijent 60°C-260°C brzinom od 40°C/min; 260°C
tokom 2 min

Temperatura MSD transfer linije: 250°C
Temperatura jonskog izvora: 230°C
Temperatura masenog analizatora: 150°C
Noseci gas: helijum

Protok nosecéeg gasa: 1 ml/min
Split odnos: 200/1
Vreme trajanja analize 15 min

Gasna hromatografija sa plameno jonizuju¢om detekcijom (GC-FID)

GC-FID analiza je izvrSena pod identicnim eksperimentalnim uslovima kao 1 GC-MS
analiza. Radna temperatura plameno-jonizuju¢eg detektora (Flame lonization Detector-FID)
je bila 300°C.

Obrada podataka je izvrSena pomoc¢u MSD ChemStation Data Analysis (revizija
F.01.00.1903) u kombinaciji sa AMDIS (Automatic Mass Spectral Deconvolution and
Identification System, verzija 2.70) i NIST MS Search (verzija 2.0g) softverima (Agilent
Technologies, USA). Identifikacija jedinjenja je zasnovana na poredenju EI masenih spektara
analita sa spektrima iz NIST (NIST 11) i1 RTL (RTLPEST3) biblioteka masenih spektara.

Povrsine pikova su integrisane automatski.
Konstrukcija kalibracione krive

Za konstrukciju kalibracione krive, u headspace vijalama od 20 cm?® odmerene su
razli¢ite mase monomera MMA (0,53-3,71 mg). Vijale su zatvorene aluminijumskim crimp
zatvaraem sa silikon/PTFE septom i postavljene u HS autosempler gasnog hromatografa.

Svaki uzorak je sukcesivno ekstrahovan 10 puta do skoro potpunog iscrpljenja (<3%)
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odmerenih masa monomera. Za svaku odmerenu masu monomera je odredena ukupna povrsina

pika (Tabela 9) i konstruisana kalibraciona kriva (Grafikon 1) [22].

Tabela 9. Ukupne povrsine MMA pikova u odgovaraju¢im GC-FID hromatogramima
Masa MMA (mg) Ukupna povrsina MMA pika

0,53 127796700
1,04 265218180
1,72 419916120
2,89 711555900
3,71 919414900
1.00E+009
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Grafikon 1. Kalibraciona kriva MMA dobijena MHE-GC-MS i GC-FID metodom

4.2.5. Ispitivanje oslobadanja Ag* srebra iz modifikovanih PMMA materijala

4.2.5.1. Opti¢ka emisiona spektrometrija sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-
OES)

Ispitivanje oslobadanja Ag" iz ekstrakata modifikovanih PMMA materijala radeno je

upotrebom opticke emisione spektrometrije sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES).

ICP-OES je analiticka tehnika koja se moze koristiti za odredivanje koncentracije
metalnih jona u rastvoru. ICP-OES se moze koristiti za analizu koli¢ine Ag* iz modifikovanih
AgNPs-PMMA i AgCI-PMMA. Ova metoda se zasniva na upotrebi induktivno spregnute
plazme za jonizaciju uzorka, a zatim merenje emisije svetlosti pobudenih jona da bi se odredila
koncentracija ciljnog elementa. Merenjem koncentracije oslobodenog Ag*, ICP OES moze
pomoci u proceni stabilnosti i bezbednosti modifikovanih PMMA, S§to je vazno za njihovu

potencijalnu primenu u stomatologiji i medicini uopsteno.
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4.2.5.2. Ispitivani materijali

Za ispitivanje oslobadanja Ag" iz ¢vrstih uzoraka modifikovanih materijala (Tabela 10)
koriséeni su ekstrakti ispitivanih PMMA dobijeni inkubacijom u modelu vestacke pljuvacke
(Tabela 11), u odnosu 0,1g materijala/l ml ekstrakcionog medijuma [293]. Ekstrakcioni

medijum je vestacka pljuvacka [294].

Ekstrakcija uzoraka vrSena je u zatvorenim plastiénim epruvetama na temperaturi od

37+1°C, u vodenom kupatilu. Ekstrakcioni period iznosio je 0, 1, 3, 71 31 dan.

Tabela 10. Ekstrakti ispitivanih ¢vrstih PMMA uzoraka
Hladno polimerizovan PMMA  Toplo polimerizovan PMMA

PMMA CP PMMA HP

2% AgNPs-PMMA CP 2% AgNPs-PMMA HP
5% AgNPs-PMMA CP 5% AgNPs-PMMA HP
10% AgNPs-PMMA CP 10% AgNPs-PMMA HP
10% AgCI-PMMA CP 10% AgCIl-PMMA HP

Tabela 11. Model vestacke pljuvacke

g komponenti /

Komponente | dejonizovane vode
Natrijum hidrogen karbonat 4249
Natrijum hlorid 0,59
Kalijum karbonat 0249

4.2.5.3. Kvantifikacija otpustanja srebra iz modifikovanih toplo i hladno

polimerizovanih PMMA

Za potrebu analize koli¢ine otpuStanja Ag* iz ekstrakata modifikovanih PMMA CP i
HP koris¢en je ICP-Opticki emisioni spektrometar serije iCAP 6000 (hermo scientific,
Cambridge, Engleska) u okviru Istrazivacke laboratorije Katedre za analiti¢ku i fizicku hemiju,
Departmana za hemiju, Prirodno-matematickog fakulteta u Nisu. Operativni uslovi i kreiranje

kalibracione krive dati su u Tabeli 12.

ICP-OES merenje je izvrSeno u tri ponavljanja, a prose¢na i standardna devijacija su

izraCunate za svaki uzorak.
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Tabela 12. Operativni uslovi i kalibracija iCAP 6000 ICP-OES

Operativni uslovi Kalibracija

RF snaga generatora: 1150 W; Citano na 328,068 (najosetljivija 1); relativni intenzitet 1 500
000 u odnosu na 338,289 nm (900 000); 243,779 nm (30 000);
224,641 nm (20 000).

Korelacioni koeficijent r = 0,999983

LOD = 0,000656 ppm

LOQ =0,002187 ppm

3 tacke na kalibracionoj krivi: 0 ppm, 1 ppm, 2 ppm

Brzina pumpe za ispiranje: 100 rpm;
Brzina pumpe za analizu: 50 rpm;
Protok gasa za rasprsivanje: 0,7 L/min;
Protok gasa za hladenje: 12 L/min;
Protok pomoénog gasa: 0,5 L/min;
Pravac posmatranja plazme: aksijalni;
Vreme ispiranja: 30 s.

Broj ponavljanja: 3
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4.3. Ispitivanje antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA

materijala

4.3.1. Ispitivanje sastava oralne flore sluzokoZe proteznog oslonca kod pacijenata sa

proteznim stomatitisom

Ispitivanje sastava oralne flore sluzokoze proteznog oslonca pacijenata sprovedeno je
na Klinici za dentalnu medicinu Medicinskog fakulteta u NiSu, u Sluzbi za stomatolosku
protetiku. Ispitivanje je odobreno Odlukom Etickog komiteta Medicinskog fakulteta, broj-12-
3340-2/10.

Istrazivanje je obuhvatilo 30 pacijenata oba pola, starijih od 60 godina koji totalne

zubne proteze nose najmanje 5 godina. Ispitanici su podeljeni u dve studijske grupe:

1) Eksperimentalna grupa od 15 ispitanika kojima je klinickim pregledom

dijagnostifikovan PS.

2) Kontrolna grupa od 15 ispitanika bez klinickih promena na sluzokozi proteznog

oslonca.

Svim pacijentima uzeti su brisevi sluzokoze ispod ploce proteze i brisevi bazalne
povrsine totalne zubne proteze. Brisevi uzeti sterilnom ezom razmazani su na prethodno
pripremljenom Sabouraud dekstroznom agaru (SDA, Liofilchem, Abruzzi (TE), Italija) sa
visokom koncentracijom dekstroze u kiseloj sredini 1 na krvnom agaru koji izazivaju rast 1
kultivaciju gljivica i bakterija. Nakon razmazivanja plakovnih briseva na agare u Petrijevim
posudama oni su, u roku od 15 minuta, poslati u Institut za javno zdravlje Nis, gde su zasejane
podloge i test kulture inkubirane na 25 °C u toku 10 dana. Analiza rasta i izgleda kolonija
mikroorganizama izvrSena je na Prirodno-matematickom fakultetu Univerziteta u NiSu, na

Departmanu za biologiju i ekologiju.
4.3.2. Testirani komercijalni mikrobni sojevi

Testiranje modifikovanih uzoraka AQNPs-PMMA (CP i HP) i AgCI-PMMA (CP i HP)

radeno je protiv mikrobnih sojeva koji obi¢no rastu u oralnom biofilmu na povrsini proteza:
e Bakterije: Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

e Gljivice: Candida albicans (ATCC 1880).
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Suspenzije su napravljene od prekono¢nih kultura mikroorganizama u sterilnom
fiziolo§8kom rastvoru (0,9% NaCl). Zamucenost je podeSena na 0,5 McFarland, $to odgovara

broju ¢elija od 108 CFU/mL.

CFU (colony-forming unit) je jedinica koja procenjuje broj mikrobnih ¢elija (bakterije,
gljive, virusi itd.) u uzorku koje su odrzive, sposobne da se razmnozavaju binarnom fisijom
pod kontrolisanim uslovima. CFU se definiSe kao jedna, odrziva propagula koja proizvodi

jednu koloniju (populaciju ¢elija vidljivih golim okom) na odgovaraju¢em medijumu za rast.

4.3.3. Metode ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA materijala

Antimikrobna aktivnost modifikovanih PMMA materijala testirana je disk-difuzionom,

mikrodilucionom i1 modifikovanom mikro-dilucionom metodom.

4.3.3.1. Disk-difuziona metoda

U sterilne Petrijeve posude (90 mm u pre¢niku) razliveno je po 20 mL sterilnog Miller-
Hinton agara (MHA, Okoid LTD. Basingstoke, Ujedinjeno Kraljevstvo) za bakterijske sojeve
i 20mL Sabouraud dekstroznog agara (SDA, Liofilchem, Abruzzi (TE), Italija) za fungalne
sojeve. Posle hladenja, podloga na ploci je inokulisana sa 100 pL pripremljenih suspenzija
odgovaraju¢ih mikrobnih sojeva, jedan soj po Petrijevoj posudi. Nakon sterilizacije UV
lampom, po 3 diska pre¢nika 10 mm svake PMMA modifikacije, dodavano je u prethodno
pripremljene eksperimentalne Petrijeve posude. Petrijeve posude su zatim inkubirane na 37°C
tokom 18 sati. Nakon inkubacije, meren je prec¢nik dobijenih zona inhibicije oko svakog diska.

Analiza je obavljena sa tri ponavljanja po svakom uzorku modifikovanog PMMA.

4.3.3.2. Mikrodiluciona metoda

Metoda mikrodilucije je koris¢ena za odredivanje minimalnih inhibitornih

koncentracija (MIC) i minimalnih mikrobicidnih koncentracija (MMC).

Za analizu bakterijskog soja, 100 uL sterilnog Mueller-Hintonovog bujona (MHB) je
uneto u sterilne mikrotitarske ploc¢e sa 96 udubljenja, sa serijom razblazenja modifikovanih
PMMA (10% AgNPs PMMA (CP i HP), 10% AgCl PMMA (CP i HP) i kontrolni uzorak
PMMA (CP i HP), u opsegu koncentracija od 0,02-50 mg/mL. Isti postupak, kao $to je gore
opisan, koriSc¢en je za analizu sojeva gljivica sa razlikom u upotrebi 100 pL sterilnog Sabouraud

dekstroznog bujona (SDB).
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Medijum je zatim inokulisan odgovaraju¢im suspenzijama tako da je konacna
zapremina u svakom bazencicu bila 100 pL, a kona¢na koncentracija mikrobnih ¢elija bila je

106 CFU/mL.

Mikrotitarske plo¢e su inkubirane na 37°C tokom 18 sati. MIC su odredivane
pracenjem vidljivog rasta kolonija nakon dodavanja 0,5% trifeniltetrazolijum hlorida (TTC),
koji boje vitalne ¢elije u crveno. MMC je odreden prosejavanjem sadrZaja svih bunarci¢a u
kojima nije bilo vidljivog rasta do sterilnog MHA ili SDA u Petrijevim posudama. MMC je
koncentracija pri kojoj je ubijeno 99,9% mikrobnih celija. Postupak je izveden sa tri

ponavljanja.

4.3.3.3. Modifikovana mikrodiluciona metoda (disk-difuziona metoda sa vijabilnim

brojanjem)

U istrazivanju je koriS¢ena modifikacija mikrodilucione metode publikovana od strane
Nam i sar. [295]. U sterilne mikrotitar ploce sa 12 udubljenja pre¢nika 22,1 mm stavljeni su
ispitivani uzorci (diskovi svih testiranih modifikacija PMMA 1 kontrolni uzorci). Na svaki disk
je naneto po 100 pL prethodno pripremljene suspenzije mikroorganizama (turbiditeta 0,5
McFarlanda $to odgovara broju ¢elija 108 CFU/mL). Mikrotitar ploce su inkubirane na 37°C
tokom 90 minuta radi analize direktnog kontaktnog dejstva materijala diska na celije
mikroorganizama. Zatim je dodat po 1 ml sterilnog bujona (SDB za C. albicans i MHB za S.
aureus) u svaki bunar, nakon ¢ega su mikrotitarske ploCe inkubirane 24 sata na 37°C.
Prebrojavanjem vijalnih ¢elija mikroorganizama izvrSeno je odredivanje stepena delovanja
uzoraka modifikovanih PMMA materijala na ispitivanim mikroorganizmima. Naime, iz
svakog udubljenja je uzeto po 100 pL uzorka i napravljena serija razblazenja u sterilnom
fizioloskom rastvoru. Zatim je 100 pL iz razblazenja 102, 103, 10,107, 10®i 107 inokulisano
na plocasti agar u Petrijevim posudama (SDA za C. albicans i MHA za S. aureus). Ploce su
inkubirane 24 sata na 37°C, odreden je broj kolonija mikroorganizama. Standardni broj (broj
kolonija pomnozen faktorom razblazenja pomnoZen korekcijom na 1 mL) je izraCunat brojem
CFU i brojem odrzivih ¢elija u 1 mL pocetnog uzorka. Ispitivanje je izvedeno u tri nezavisna

ponavljanja.
4.3.4. Statisticka analiza

Veli¢ina uzorka, odnosno broj ispitanika za klinicki deo istrazivanja izraCunat je uz
pomo¢ onlajn kalkulatora za izraCunavanje veli¢ine uzorka na osnovu proporcije

(http://sampsize.sourceforge.net/iface/s1.html#np). Pri tom su zadati slede¢i parametri:
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verovatnoc¢a greske prve vrste tipa a=0,05, snaga studije od 0,8, klini¢ka i kontrolna grupa u
odnosu 1:1. Uz takve pocetne parametre i na osnovu literaturnih podataka o prevalenci C.
albicans na totalnim protezama kod obolelih 73,2%, odnosno kod kontrolne grupe 11,8% [296]
dobijena je veli¢ina uzorka po grupi od 12 ispitanika. Broj ispitanika u studiji je povecan na 15

po grupi.

Podaci su analizirani jednosmernom ANOVA, pra¢eno Dunnettovim T3 post-hoc
testom za razdvajanje srednjih vrednosti. Analiza je obavljena pomocu softvera SPSS (ver.

15.0, Cikago, IL, SAD). Statisti¢ka znacajnost je definisana kao p<0,05.
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4.4. Ispitivanje vijabilnosti i proliferacije ¢elijske kulture u prisustvu

modifikovanih PMMA materijala

4.4.1. Invitro metode ispitivanja modifikovanih PMMA materijala na Celijskoj kulturi

In vitro efekat ekstrakata modifikovanih PMMA materijala ispitivan je na L929
éelijskoj liniji misjih fibroblasta. Celijska linija L929 je odabrana za ispitivanje ekstrakata
materijala, jer je to najCeS¢e koriS¢eni model za ispitivanja stomatoloskih materijala na
fibroblastima. Modifikovani PMMA materijali su ispitivani u indirektnom kontaktu (ispitivan

je efekat ekstrakta materijala na ¢elijama), kao i1 u direktnom kontaktu sa ¢elijama.

4.4.2. Priprema uzoraka modifikovanih PMMA materijala za ispitivanje na ¢éelijama u

kulturi

Materijali kori§¢eni u istrazivanju prikazani su u Tabeli 13.

Za testiranje dejstva modifikovanth PMMA materijala u direktnom kontaktu sa

¢elijskom kulturom napravljeni su uzorci u vidu diska dijametra 10 mm i visine 2 mm.

Zapotrebe ispitivanja dejstva modifikovanih PMMA materijala u indirektnom kontaktu

sa ¢elijskom kulturom, napravljeni su ekstrakti testiranih uzoraka.

Ekstrakcija je radena u medijumu za kultivaciju ¢elija DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium, 1 g/L. glucose, Capricorn), kome je dodat antibiotik-antimikotik rastvor. Odnos
materijal/medijum je bio 0,1 g/ 1 ml medijuma (ISO 10993-5: 2009) [293]. Istrazivanje je
obuhvatilo: jednodnevne , trodnevne i sedmodnevne ekstrakte AgNPs-PMMA i AgClI-
PMMA CP i HP, kao i PMMA CP i HP (Tabela 13). Ekstrakcija materijala je vrSena u
inkubatoru za kultivaciju ¢elija, u standardnim uslovima koji su podrazumevali atmosferu
zasi¢enu vlaznoScu, uz prisustvo 5% CO2, na temperaturi od 37°C. Nakon zavrSenog perioda
ekstrakcije, ekstraktima je dodat govedi serum (finalna koncentracija 10%) i L-glutamin (2

mM). Ekstrakti su razblazivani do odredenih finalnih koncentracija kompletnim medijumom.
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Tabela 13. Uzorci ispitivani na ¢elijama u kulturi

Hladno polimerizovan PMMA  Toplo polimerizovan PMMA

PMM CP PMMA HP
10% AgNPs-PMMA CP 10% AgNPs-PMMA HP
10% AgCl-PMMA CP 10% AgCl-PMMA HP

4.4.3. Kultivisanje Celija

Celije 1929 ¢éelijske linije gajene su u hranljivom medijumu za kultivaciju éelija
DMEM, kome su dodati L-alanil-L-glutamin (2 mM), 10% fetalni govedi serum (eng. fetal
bovine serum - FBS) i antibiotik-antimikotik rastvor (kompletni DMEM) (Capricorn,
Nemacka). Zamena medijuma je radena na svaka 2 — 3 dana, u asepticnim uslovima, u
laminarnoj komori. Celije su gajene u inkubatoru u atmosferi zasi¢enoj vlazno$éu, u prisustvu

5% CO2, na temperaturi od 37 °C.

4,44, Pasaza Celija

Presadivanje (pasaza) Celija je radeno pri konfluentnosti ¢elija od oko 70-80%, tako
Sto je ¢elijama prvo uklonjen medijum, a zatim su odlepljene od podloge rastvorom Tripsin-

EDTA (etilendiamin tetrasiréetna kiselina) (Capricorn Nemacka).

Nakon centrifugiranja, potrebna gustina celija podeSena je metodom bojenja cCelija
tripan plavim (Trypan Blue Dye, Gibco SAD). Odnos boje i ¢elijske suspenzije bio je 1 : 1.
Tripan plavo selektivno boji mrtve ili vitalno oSte¢ene ¢elije u plavo, jer je njihova membrana
propustljivija. Zive ¢elije ostaju neobojene zahvaljujuéi ofuvanom integritetu membrane.
Brojanje zivih ¢elija vrSeno je na hemocitometarskoj komori po Malasezu na svetlosnom
mikroskopu (Carl Zeiss, Nemacka). Nakon brojanja celija, podeSena je gustina Celija

neophodna za eksperiment.

4.4.5. lIspitivanje efekta modifikovanih PMMA materijala na ¢elijsku kulturu
direktnim kontaktom

U direktnom kontaktu je pracen efekat uzoraka materijala na proliferaciju 1929

fibroblasta u prisustvu ispitivanih materijala.

Za potrebe ispitivanja materijala u direktnom kontaktu sa ¢elijama diskovi su stavljeni
u sterilne ploce sa 24 bunari¢a (24-well tissue culture plate, Greiner Bio-One, Nemacka).
Materijali su sterilisani inkubacijom u etanolu a zatim ispirani sterilnim fosfatnim puferom.

Nakon ispiranja, na materijale su zasadene ¢elije u koncentarciji od 50 000 ¢elija u mililitru po
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bunarcicu. Efekat materijala na proliferaciju L929 ¢elija je pracen u trajanju od 72 h. Nakon
isteka tog perioda celije su fotografisane na mestima kontakta sa materijalom dok je stepen

proliferacije meren primenom MTT testa. Kontrolu su ¢inile ¢iste kulture ¢elija.

Direktni kontakt sa svakim od ispitivanih materijala raden je u tetraplikatu, a

eksperiment ponovljen dva puta.

4.4.6. Ispitivanje efekta modifikovanih PMMA materijala na ¢elijsku kulturu

indirektnim kontaktom

U indirektnom kontaktu je prac¢en efekat ekstrakata materijala na vijabilnost L929
fibroblasta, odnosno ispitivan je citotoksi¢ni efekat supstanci oslobodenih u medijum prilikom
inkubacije materijala u medijumu za gajenje ¢elija u tri vremenska perioda, pri ¢emu je pracen
i koncentracijski-zavistan efekat i vremenski-zavistan efekat. Za potrebe ovog eksperimenta, u
svaki bunarci¢ sterilne ploce sa 96 bunarcica (96 well Microplates, Greiner Bio-One, Nemacka)
stavljano je po 20 000 ¢elija u 100 pl medijuma po bunarcic¢u. Nakon 24 h kultivacije ¢elija u
inkubatoru pod standardnim uslovima za gajenje Celija (atmosfera zasi¢ena vlaznoscéu, u
prisustvu 5% CO2, na 37 °C) medijumi iz bunarcica su izvadeni 1 u svaki bunarci¢ su dodate

odgovarajuce koncentracije ispitivanih ekstrakata materijala.

Finalne ispitivane koncentracije ekstrakata materijala iznosile su: 100%, 50%, 25%,
12,5% 1 6,25%. Svaka koncentracija je ispitivana u tetraplikatu, a eksperiment ponovljen dva

puta.

Negativnu kontrolu Cinile su ¢elije koje su inkubirane u kompletnom DMEM-u (K) kao
1 ¢elije inkubirane u kompletnom DMEM-u koji je prethodno inkubiran 1, 3 ili 7 dana pod istim

uslovima kao i materijali prilikom ekstrakcije (K37).

Celije su inkubirane sa ispitivanim ekstraktima materijala, kao i sa kontrolnim
medijumima, naredna 24 h u inkubatoru u standardnim uslovima za kultivaciju ¢elija, a nakon

isteka perioda inkubacije uraden je MTT test.

4.4.7. Svetlosna mikroskopija

Celije su tokom eksperimenta posmatrane, pri ¢emu je pracen njihov rast, izgled i
interakcija sa materijalima, na faznom kontrastu, na invertnom svetlosnom mikroskopu Axio
Observer Z1 (Carl Zeiss, Nemacka). Celije su fotografisane na mikroskopu koriséenjem
kamere AxioCam HR i obrada slike je radena u programu ZEN 2 blue edition (Carl Zeiss,

Nemacka).
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44.8. MTT test

MTT test je Siroko prihva¢ena metoda in vitro ispitivanja vijabilnosti i proliferacije
Celija, baziran na redukciji tetrazolijumske soli MTT (3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-
difeniltetrazolijum bromid) (Carl Roth GmbH, Nemacka). Vijabilne i metabolicki aktivne
¢elije pomoc¢u mitohondrijalnih dehidrogenaza redukuju zuti MTT, do ljubicastih kristala

formazana koji su nerastvorljivi u vodi.

U oba tipa eseja (proliferacije — direktan kontakt i vijabilnosti — indirektan kontakt), po
zavrSetku inkubacije sa razliCitim koncentracijama ispitivanih ekstrakata materijala 1
kontrolnim medijumom, kao materijalima u direktnom kontaktu, medijum u kojem su ¢elije
inkubirane je uklonjen iz svih mesta sterilne ploce i ¢elijama je nakon ispiranja fosfatnim
puferom (PBS) dodato po 100 pl po mestu (u ploc¢i sa 96 mesta) ili 500 pul po mestu (u ploci
sa 24 bunarcica) rastvora MTT (koncentracije 1 mg/ml). Nakon 3 sata inkubacije ¢elijasa MTT
u inkubatoru na 37 °C, rastvor MTT je uklonjen iz bunarCi¢a, a nastali ljubiCasti kristali
formazana rastvoreni su dodavanjem 2-propanola. Rastvaranjem kristala formazana dobijeni
su rastvori ljubicaste boje, ¢iji intenzitet (apsorbanca) je meren spektrofotometrijski na talasnoj
duzini od 540 nm na viSekanalnom spektrofotometru (Multiscan Ascent, ThermoLabsystems).
Intenzitet ljubicaste boje je u direktnoj korelaciji sa brojem 1 vijabilnos¢u ¢elija, pa §to je veci

intenzitet boje to je veca redukcija MTT u formazan a to znaci veci broj vijabilnih ¢elija.

4.49. Statisticka analiza

Rezultati sprovedene studije prikazani su tabelama i grafikonima. Ispitivani kontinualni
parametri predstavljeni su srednjim vrednostima (X), standardnim devijacijama (SD) i
medijanama (Me). Normalnost distribucije kontinuiranih varijabli utvrdivana je Shapiro-Wilk

testom.

Poredenje vrednosti kontinualnih varijabli izmedu dveju nezavisnih grupa, u zavisnosti
od normalnosti raspodele, vrSeno je Studentovim t-testom nezavisnih uzoraka, u slucaju

normalne raspodele, ili Mann-Whitney testom, u slucaju da raspodela odstupa od normalne.

ANOVA analiza (u slu¢aju normalnih raspodela kontinualnih varijabli) ili Kruskal-
Wallis test (u slucaju raspodela kontinualnih varijabli koje odstupaju od normalnih) koris¢eni
su za poredenje kontinualnih varijabli izmedu 3 1 viSe grupa. U zavisnosti od primenjene
metode, radi poredenja parova varijabli ponaosob u slu¢aju ANOVE radena je sledstvena Post-

Hoc analiza — Tukey (u slu€aju jednakih varijansi) ili Dunnett T3 test (u slucaju nejednakih
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varijansi). Kao Post-Hoc analiza u slucaju Kruskal-Wallis testa vrSeno je poredenje svih parova

ponaosob (Pairwise Comparison).

StatistiCka analiza podataka obavljena je programom SPSS v. 15.0. Kao prag statisticke

znacajnosti u zaklju€ivanju koriScéen je nivo greSke procene manji od 5% (p<0,05).
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati FTIR spektrometrije modifikovanih PMMA materijala

5.1.1. FTIR analiza komponenti hladno polimerizovanog PMMA

Sastav hladno polimerizovanog PMMA:
1) praskasta komponenta — PMMA, katalizator, pigmenti
2) te¢na komponenta — MMA, etilenglikoldimetakrilat, katalizator, stabilizator

Na Slici 4 prikazani su FTIR spektri polaznih komponenti i sintetisanog hladno
polimerizovanog PMMA a na Slici 5 prikazana je struktura MMA monomera i polimera

PMMA.

]
'
(44 4%

(=2
-
(124
8667
0567

Transmitance (%)

L a3 1333313 L o33 331 Lo s a3 33333 Li a4 33 31313 Loy a3 3331 Lo a3 3333

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400
Wavenumber cm’!

Slika 4. FTIR spektri PMMA CP: a) PMMA CP monomer, b) PMMA CP polimer, i ¢)
PMMA CP.
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Slika 5. Struktura MMA monomera (a) i polimera PMMA (b)

Slika 4 prikazuje FTIR spektre MMA monomera, polimera hladnog o¢vr$c¢avanja i
njihovih polimerizovanih smesa, dok Slika 5 prikazuje strukture MMA monomera i PMMA

polimera.

U spektru monomera MMA u oblasti talasnih brojeva iznad 2800 cm™ uo¢avamo tri
trake niskog intenziteta na 2966 cm™, 2928 cm™ i 2859 cm™ koje poti¢u od valencionih
vibracija C-H veze iz -CHs i —=CHa- grupa. Jaka, otra traka na 1725 cm™! je rezultat valencionih
vibracija C=0 veze iz estarske grupe i pomerena je ka nizim vrednostima talasnih brojeva, u
odnosu na njen polozaj u spektru alifati¢nih estara (1750-1730 cm™), zbog konjugacije sa
dvostrukom vezom. Traka na 1636 cm™ potie od valencionih vibracija dvostruke veze.
Valencione vibracije C-O-C veze daju dva ili viSe maksimuma u oblasti talasnih brojeva 1300-
1000 cm™ i u spektru MMA uo¢avamo dva izrazena maksimuma na 1304 cm™ i 1159 cm™.
Apsorpcione trake na talasnim brojevima manjim od 1000 cm™ se pripisuju razli¢itim

vibracijama C-H i C-C veza [297].

U spektru sintetisanog PMMA u oblasti talasnih brojeva iznad 3000 cm™ postoji §iroka
traka sa maksimumom na 3442 cm™' koja odgovara valencionim vibracijama OH grupe iz
apsorbovane vlage [298]. Trake koje poti¢u od valencionih vibracija C-H veze su veceg
intenziteta 1 njihovi maksimumi su pomereni za 32, odnosno 22 jedinice ka viSim vrednostima
talasnih brojeva u odnosu na spektar monomera, i javljaju se na 2998 cm™ i 2950 cm™ [299].
Intenzitet trake od valencionih vibracija C=0O grupe je nepromenjen, ali je njen maksimum
pomeren za 7 jedinica ka ve¢im vrednostima talasnih brojeva, §to zajedno sa smanjenjem
intenziteta trake koja poti¢e od valencionih vibracija dvostruke veze i pomeranjem njenog
maksimuma za 4 jedinice ka nizim vrednostima talasnih brojeva pokazuje da se polimerizacija
desava raskidanjem dvostrukih veza [300]. Dve trake razli¢itog intenziteta sa maksimumima na
1449 cm™ i 1386 cm™! potic¢u od asimetri¢nih i simetri¢nih deformacionih vibracija CHs grupa,

respektivno. Valencione vibracije C-O-C veze daju dve jake trake sa maksimumima na 1250
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cm™i1151 cm™, §to je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora [298]. Maksimumi na 981 cm”
1,841 cm™ i 754 em™ potic¢u od vibracija C-H veza izvan ravni [301]. Razlike u izgledu FTIR
spektara monomera i polimera, odnosno razlike u polozaju i intenzitetu karakteristi¢nih
maksimuma, potvrduju sintezu polimera (Slika 4). Uporednom analizom FTIR spektara
PMMA i PMMA CP (Slika 4 b/c) uocava se da su oni identi¢ni $to je i o¢ekivano jer se u oba

slu¢aja radi o polimerizovanom MMA.

5.1.2. FTIR analiza hladno polimerizovanih uzoraka modifikovanih PMMA materijala

Na Slici 6 su prikazani FTIR spektri sintetisanog PMMA CP (a), 10%AgNPs-PMMA
CP (b) i 10% AgCI-PMMA CP (c).

Slika 6. FTIR spektri a) PMMA CP, b) 10% AgNPs-PMMA CP i c) 10% AgCI-PMMA CP.

Slika 6 prikazuje FTIR spektre sintetizovanog PMMA CP (Slika 6a), 10% AgNPs-
PMMA CP (Slika 6b) i 10% AgCI-PMMA CP (Slika 6¢). Prikazani su spektri sa najve¢im
sadrzajem biocidnih agenasa zbog bolje detekcije promena u spektrima. FTIR spektri PMMA
CP (Slika 6a) i spektri polimera sa ugradenim AgNPs/AgCl (Slika 6b,c) su sli¢ni po izgledu.
Najveca razlika ogleda se u intenzitetu 1 poloZaju maksimuma trake koja potice od valencionih
vibracija OH grupe iz apsorpovane vlage, i ¢iji je maksimum pomeren za 9, odnosno 23
jedinica ka ve¢im vrednostima talasnih brojeva u spektrima PMMA CP sa AgNPs, odnosno
AgCl.
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5.1.3. FTIR analiza toplo polimerizovanih uzoraka modifikovanih PMMA materijala

Na Slici 7 prikazani su FTIR spektri sintetisanog PMMA HP, 10% AgNPs-PMMA HP
1 10% AgCI-PMMA HP.

Slika 7. FTIR spektri a) PMMA HP, b) 10% AgNPs-PMMA HP i ¢) 10% AgCl-PMMA HP.
Uporednom analizom FTIR spektra PMMA HP (Slika 7a) sa spektrom 10% AgNPs-

PMMA HP (Slika 7b) uocava se velika slicnost u njihovom izgledu. Najveca razlika se ogleda

u intenzitetu i polozaju maksimuma trake koja potie od valencionih vibracija OH grupe iz

apsorbovane vlage, ¢iji je intenzitet ve¢i, a maksimum pomeren za 5 jedinica ka nizim

vrednostima talasnih brojeva u spektru PMMA sa AgNPs.

FTIR spektar 10% AgCI-PMMA HP (Slika 7c) karakteriSe pojava dva nova
maksimuma, na 3536 cm™ i 2927 cm’!, kao i poveéanje intenziteta i pomeranje maksimuma
traka prisutnih i u spektru ¢istog polimera. Naime, maksimum trake koja potic¢e od valencionih
vibracija OH grupe iz apsorbovane vlage, pomeren je za 16 jedinica ka nizim vrednostima
talasnih brojeva, dok je jedan od maksimuma koji poti¢u od valencionih vibracija C-H veze iz
-CHs i —=CHo>- grupa pomeren za 10 jedinica ka ve¢im vrednostima talasnih brojeva i nalazi se
na 2853cm™!. U spektrima 10% AgCl-PMMA HP uocava se poveéanje intenziteta pojedinih
pikova, pomeranje maksimuma, pa ¢ak i pojava novih pikova na 3536 cm™ 12927 cm™! na Slici

7¢ [302] §to ukazuje na prisustvo AgCl u polimeru.
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Rezultati FTIR analize za uzorke 2% AgNPs-PMMA CP i HP i uzorke 5% AgNPs-
PMMA CP i HP kao i PMMA HP prikazani su u Prilogu 1.
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5.2. Rezultati SEM analize modifikovanih PMMA materijala

Morfoloske karakteristike i distribucija biocidnih Cestica u uzorcima modifikovanih
PMMA CP 1 HP sa dodatkom 10% biocidnog agensa (AgNPs/AgCl) ispitivane su upotrebom
skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM). Slika 8 i Slika 9 potvrduju prisustvo AgNPS u
modifikovanom PMMA CP i HP, prikazuju njihovo Sirenje i distribuciju unutar testiranih
materijala. Slika 10 i Slika 11 prikazuju Sirenje 1 distribuciju ¢estica AgCl u modifikovanom
PMMA CP i HP, ali je takode primetno da homogenizacija ¢estica AgCl u polimeru nije bila
potpuna, te su, analogno tome, Cestice ostale u agregatima. Takode, moze se primetiti da su
veli¢ine pojedinacnih Cestica AgCl oko 1 um. Ovi rezultati jasno ukazuju na to da su se
biocidne cCestice (AgNPs/AgCl) uspesno ugradile u polimernu matricu i modifikovale

funkcionalna svojstva polimera.

Slika 8. SEM analiza 10% AgNPs-PMMA CP (1500x%, bar 10 pm).
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Slika 9. SEM analiza 10% AgNPs-PMMA HP (500%, bar 50 pm).

Slika 10. SEM analiza 10% AgCI-PMMA CP (500%, bar 10 um).
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Slika 11. SEM analiza 10% AgCI-PMMA HP (1000x%, bar 10 pm).

Rezultati | SEM analiza modifikovanih PMMA
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5.3. Rezultati ispitivanja stabilnosti boje modifikovanih PMMA

materijala

5.3.1. Rezultati refleksione spektrometrije nemodifikovanih i modifikovanih hladno

polimerizovanih PMMA uzoraka

Na Slikama 12-16 prikazani su spektri refleksije hladno polimerizovanih uzoraka
PMMA (PMMA CP, 2% AgNPs-PMMA CP, 5% AgNPs-PMMA CP, 10% AgNPs-PMMA
CP, 10% AgCIl-PMMA CP).

Slika 12. Refleksioni spektar PMMA CP.
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Slika 13. Refleksioni spektar 2% AgNPs-PMMA CP.

Slika 14. Refleksioni spektar 5% AgNPs-PMMA CP.

Rezultati | Ispitivanja stabilnosti boje modifikovanih PMMA

65



Nikola R. Gligorijevié | Doktorska disertacija

Slika 15. Refleksioni spektar 10% AgNPs-PMMA CP.

Slika 16. Refleksioni spektar 10% AgCl-PMMA CP.

Kod nemodifikovanih uzoraka PMMA CP, refleksija u merenom opsegu talasnih
duzina se kretala od 15-47% (PMMA CP). Dodavanjem AgNPs ili ¢estica AgCl refleksija se
bitno smanjuje, cak nekoliko puta. U Tabeli 14 prikazane su vrednosti opsega refleksije

uzoraka za mereni opseg talasnih duZzina.
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Tabela 14. Vrednosti opsega refleksije uzoraka PMMA CP za mereni opseg talasnih duzina

Uzorak Refleksija u oblasti talasnih duZina 400 - 700 nm
PMMA CP 15 - 47

2% AgNPs-PMMA CP 53-6,3

5% AgNPs-PMMA CP 52-6,3

10% AgNPs-PMMACP  55-7.2

10% AgCI-PMMA CP 10 - 13,7

5.3.2. Rezultati refleksione spektrofotometrije nemodifikovanih i modifikovanih toplo

polimerizovanih PMMA uzoraka

Na Slikama 17-21 prikazani su spektri refleksije toplo polimerizovanih uzoraka PMMA
(PMMA HP, 2% AgNPs-PMMA HP, 5% AgNPs-PMMA HP, 10% AgNPs-PMMA HP, 10%
AgCI-PMMA HP).

Slika 17. Refleksioni spektar PMMA HP.
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Slika 18. Refleksioni spektar 2% AgNPs-PMMA HP.

Slika 19. Refleksioni spektar 5% AgNPs-PMMA HP.

Rezultati | Ispitivanja stabilnosti boje modifikovanih PMMA
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Slika 20. Refleksioni spektar 10% AgNPs-PMMA HP.

Slika 21. Refleksioni spektar 10% AgCl-PMMA HP.
Kod nemodifikovanih uzoraka PMMA HP, refleksija u merenom opsegu talasnih
duZzina se kretala od 17-37%% (PMMA HP). Dodavanjem AgNPs ili ¢estica AgCl refleksija
se bitno smanjuje, ¢ak nekoliko puta. U Tabeli 15 prikazane su vrednosti opsega refleksije

uzoraka za mereni opseg talasnih duZina.
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Tabela 15. Vrednosti opsega refleksije uzoraka PMMA HP za mereni opseg talasnih duzina

Uzorak Refleksija u oblasti talasnih duZina 400 - 700 nm
PMMA HP 17 - 37

2% AgNPs-PMMA HP 53-73

5% AgNPs-PMMA HP 5,4-17,6

10% AgNPs-PMMAHP  5,7-9,6

10% AgCI-PMMA HP 12,5-19,6

Smanjenje refleksije vidljive svetlosti ukazuje na zatamnjenje uzoraka.

5.3.3. Rezultati analize stabilnosti boje modifikovanih PMMA materijala

CIE L*a*b* (Commission Internationale de I’Eclairage) dijagram prostora boja

omogucava da putem koordinata: L*,a* i b* svaku boju kvantitativno predstavimo u prostoru.

L* koordinata opisuje koliko je jedan uzorak taman (0 = crno; 100 = belo). U dijagramu

prostora boja, L* je predstavljen na vertikalnoj osi.

Koordinatama a* (crveno-zelena koordinata) i b* (zuto-plava koordinata), definiSemo

nijansu.
Zahvaljujuci L*, a*, b* koordinatama, moze se kvantitativno odrediti razlika u boji.

AL* (L* uzorak — L* standard) pokazuje da li je uzorak svetliji ili tamniji od standarda.
Ukoliko se dobije pozitivna AL* vrednost to ukazuje na svetliju nijansu analiziranog uzorka,
odnosno, ukoliko se dobije negativna AL* vrednost to ukazuje na zatamnjenje analiziranog

uzorka.
U dijagramu AL* je predstavljen na vertikalnoj osi.
Aa* (a* uzorak — a* standard) pokazuje da li je uzorak crveniji ili zeleniji.

Ab* (b* uzorak — b* standard) pokazuje da li je uzorak postaje plaviji ili se nijansa

kre¢e ka zutoj boji.
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Slika 22. CIE L*a*b* dijagram za uzorke modifikovanih hladno polimerizovanih PMMA
(PMMA CP, 2% AgNPs-PMMA CP, 5% AgNPs-PMMA CP, 10% AgNPs-PMMA CP, 10%
AgCI-PMMA CP).

Na CIEL*a*b* dijagramu (Slika 22) prikazani su kontrolni (PMMA CP) 1
modifikovani hladno polimerizovani uzorci (2% AgNPs-PMMA CP, 5% AgNPs-PMMA CP,
10% AgNPs-PMMA CP, 10% AgCI-PMMA CP).

Standard je osnovni uzorak PMMA CP bez dodatih AgNPs ili Cestica AgCl 1 nalazi se

u centru dijagrama, tj. njegove koordinate su nule.

U poredenju sa standardom uzorci u kojima se nalaze Cestice srebra su znatno tamniji.
Boja se pomera ka sivoj sa zelenom i plavom nijansom. Uzorak sa ¢esticama AgCl (10% AgCl-
PMMA CP) je 90% tamniji a uzorci sa dodatkom AgNPs su oko 130% tamniji. Polozaji
uzoraka 2% AgNPs-PMMA CP, 5% AgNPs-PMMA CP i 10% AgNPs-PMMA CP % Ag se
gotovo preklapaju. Ovo znaci da vec i1 vrlo male koli¢ine AgNPs izazivaju znacajne promene
u boji na pocetnom uzorku (2% AgNPs-PMMA CP) i daljim dodavanjem vecih koli¢ina

AgNPs zatamnjenje se bitno ne menja.
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Slika 23. CIE L*a*b* dijagram za uzorke modifikovanih toplo polimerizovanih PMMA
(PMMA HP, 2% AgNPs-PMMA HP, 5% AgNPs-PMMA HP, 10% AgNPs-PMMA HP, 10%
AgCI-PMMA HP).

Na CIEL*a*b* dijagramu (Slika 23) prikazani su kontrolni (PMMA HP) i
modifikovani toplo polimerizovani uzorci (2% AgNPs-PMMA HP, 5% AgNPs-PMMA HP,
10% AgNPs-PMMA HP, 10% AgCI-PMMA HP).

Standard je osnovni uzorak PMMA HP bez dodatih AgNPs ili ¢estica AgCl i nalazi se

u centru dijagrama, tj. njegove koordinate su nule.

U poredenju sa standardom (PMMA HP) uzorci u kojima se nalaze Cestice srebra su,
kao i1 u prethodnom slucaju, znatno tamnije. Boja se pomera ka sivoj sa zelenom i plavom
nijansom. Dodavanjem AgNPs postiZe se zatamnjenje 0d oko 220%. Kod uzorka sa dodatkom

10% cestica AgCl (10% AgCI-PMMA HP) zatamnjenje je oko 100%.
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5.4. Rezultati analize koli¢ine rezidualnog monomera u modifikovanim

PMMA materijalima

Maseni spektar MMA kori$c¢en za identifikaciju MMA u kontrolnim i modifikovanim

uzorcima PMMA polimera prikazan je na Slici 24.

Slika 24. Maseni spektar metilmetakrilata (MMA).
Na Slikama 25-34 prikazani su MHE-GC-FID hromatogrami kontrolnih i
modifikovanih uzoraka PMMA CP i HP sa dodatkom biocidnog agensa.
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5.4.1. MHE-GC-FID hromatogrami kontrolnih uzoraka toplo i hladno
polimerizovanih PMMA
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Slika 25. MHE-GC-FID hromatogram kontrolnog uzorka PMMA HP (pik eluiran na tret. =
5,304 min potice od MMA dok je pik eluiran na tret. = 12,359 min identifikovan kao etilen
dimetakrilat).
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Slika 26. MHE-GC-FID hromatogram kontrolnog uzorka PMMA CP (pik eluiran na tret, =
5,303 min poti¢e od MMA dok je pik eluiran na tret. = 12,360 min identifikovan kao etilen
dimetakrilat).
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5.4.2. MHE-GC-FID hromatogrami modifikovanih uzoraka toplo polimerizovanih
PMMA sa dodatkom biocidnih agenasa (AgNPs/AgCl)
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Slika 27. MHE-GC-FID hromatogram uzorka modifikovanog 2% AgNPs-PMMA HP (pik
eluiran na tret. = 5,310 min potice od MMA dok je pik eluiran na tret. = 12,360 min
identifikovan kao etilen dimetakrilat).
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Slika 28. MHE-GC-FID hromatogram uzorka modifikovanog 5% AgNPs-PMMA HP (pik
eluiran na tret. = 5,309 min potice od MMA dok je pik eluiran na tret. = 12,360 min
identifikovan kao etilen dimetakrilat).
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Slika 29. MHE-GC-FID hromatogram uzorka modifikovanog 10% AgNPs-PMMA HP (pik
eluiran na tret. = 5,311 min poti¢e od MMA dok je pik eluiran na tret. = 12,359 min
identifikovan kao etilen dimetakrilat).
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Slika 30. MHE-GC-FID hromatogram uzorka modifikovanog 10% AgCIl-PMMA HP (pik
eluiran na tret. = 5,308 min poti¢e od MMA dok je pik eluiran na tret. = 12,359 min
identifikovan kao etilen dimetakrilat).
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5.4.3. MHE-GC-FID hromatogrami modifikovanih uzoraka hladno polimerizovanih
PMMA sa dodatkom biocidnih agenasa (AgNPs/AgCl)
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Slika 31. MHE-GC-FID hromatogram uzorka modifikovanog 2% AgNPs-PMMA CP (pik
eluiran na tret. = 5,307 min potice od MMA dok je pik eluiran na tret. = 12,360 min
identifikovan kao etilen dimetakrilat).
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Slika 32. MHE-GC-FID hromatogram uzorka modifikovanog 5% AgNPs-PMMA CP (pik
eluiran na tret. = 5,304 min potice od MMA dok je pik eluiran na tret. = 12,360 min
identifikovan kao etilen dimetakrilat).
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Slika 33. MHE-GC-FID hromatogram uzorka modifikovanog 10% AgNPs-PMMA CP (pik
eluiran na tret. = 5,307 min poti¢e od MMA dok je pik eluiran na tret. = 12,361 min
identifikovan kao etilen dimetakrilat).
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Slika 34. MHE-GC-FID hromatogram uzorka modifikovanog 10% AgCIl-PMMA CP (pik
eluiran na tret. = 5,308 min poti¢e od MMA dok je pik eluiran na tret. = 12,361 min
identifikovan kao etilen dimetakrilat).
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Vrednosti MHE-GC-MS analize uzoraka kontrole i modifikovanih PMMA HP sa

dodatkom biocidog agensa prikazane su u Tabeli 16.

Tabela 16. Uzorci modifikovanih toplo polimerizovanih PMMA analizirani MHE-GC-MS
metodom

Uzorci PMMA HP

PMMA HP 2% AgNPs 5% AgNPs 10% AgNPs 10% AgCl
(kontrola) PMMA HP PMMA HP PMMA HP PMMA HP
Faza MHE Povriina MMA pika
ekstrakcije
1 5939085 3667257 3153114 3129233 5495379
2 4536207 2849785 2420413 2459460 4240665
3 3471769 2156982 1862017 1896314 3279864
4 2649329 1650586 1425556 1470333 2508726
5 1989216 1253301 1092005 1149782 1915301
6 1520015 964495 850047 902549 1488118
7 1159055 737535 668086 706303 1156957
8 888512 583524 534130 581845 915602
9 641161 466130 429676 480336 729798
10 523620 380037 364885 420710 592600
Ukupna
povrsina 23317969 14709632 12799929 13196865 22323010
MMA pika
Jednacina v\ . .
prave In P (povr$ina pika) = A + B - broj ekstrakcija
Parametar A
(odsecak na 15,87509 15,34846 15,16318 15,13836 15,74503
y-0si)
Parametar B
(nagib -0,27343 -0,25631 -0,24411 -0,22934 -0,2504
prave)
R? 0,99948 0,99807 0,99633 0,99384 0,99858

Rezultati | Analiza koli¢ine rezidualnog monomera modifikovanih PMMA 79



Nikola R. Gligorijevié | Doktorska disertacija

Evaporacioni profili MMA iz ¢vrstih analiziranih uzoraka modifikovanih PMMA HP

sa dodatkom biocidnog agensa prikazani na Grafikonu 2.
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Grafikon 2. Evaporacioni profili MMA iz ¢vrstih analiziranih uzoraka modifikovanih

PMMA HP sa dodatkom biocidnog agensa (AgNPs/AgCl).
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Vrednosti MHE-GC-MS analize uzoraka kontrole i modifikovanih PMMA CP sa
dodatkom biocidog agensa prikazane su u Tabeli 17.

Tabela 17. Uzorci modifikovanih hladno-polimerizovanih PMMA analizirani MHE-GC-MS
metodom.

Uzorci PMMA CP

PMMA 2% AgNPs 5% AgNPs 10% AgNPs 10% AgCl

(kontrola) PMMA PMMA PMMA PMMA
Faza MHE - .
ekstrakcije PovrSina MMA pika
1 10124815 8036801 8834576 6162026 11372213
2 7809883 7642342 6821458 4694298 8707068
3 5963749 6793869 5216856 3584116 6663401
4 4534591 5890960 3985625 2738790 5060681
5 3457542 4966737 3053124 2113356 3823955
6 2646039 4158426 2348427 1622560 2928642
7 2040388 3450270 1810396 1273446 2237482
8 1559260 2883735 1408118 1009980 1710557
9 1188041 2420469 1107996 822860 1321450
10 924578 2013820 893741 681494 1017408
Ukupna
povrsina 40248886 48257429 35480317 24702926 44842857
MMA pika
Jednacina N o .
prave In P (povrsina pika) = A + B - broj ekstrakcija
Parametar A
(odsecak na 16,39854 16,17288 16,23576 15,8343 16,5135
y-0si)
Parametar B
(nagib -0,26723 -0,16104 -0,2577 -0,24788 -0,26932
prave)
R? 0,99994 0,98719 0,99918 0,99668 0,9999
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Evaporacioni profili MMA iz ¢vrstih analiziranih uzoraka modifikovanih PMMA CP

sa dodatkom biocidnog agensa prikazani na Grafikonu 3.
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Grafikon 3. Evaporacioni profili MMA iz ¢vrstih analiziranih uzoraka modifikovanih
PMMA CP sa dodatkom biocidnog agensa (AgNPs/AgCl).

5.4.4. Analiza koli¢ine oslobodenog rezidualnog monomera u modifikovanim PMMA

materijalima

Odredivanje koliCine rezidualnog monomera u uzorcima modifikovanih PMMA CP i

HP vrseno je pod istim uslovima kao i konstrukcija kalibracione krive (Grafikon 1).

Na osnovu dobijene jednaCine prave, odredena je koli¢ina monomera u uzorcima

modifikovanih PMMA CP i HP (Tabela 18).
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Tabela 18. Sadrzaj monomera MMA u uzorcima PMMA CP i HP

Vrsta polimera Modifikacija Odmerena masa Sadrzaj Sadrzaj
polimera (mg) monomera u monomera u
polimeru (mg) polimeru (mg
MMA/g PMMA)

PMMA HP Kontrola 10,19 0,09482 9,305214

2% AgNPs 10,12 0,059992 5,928088

5% AgNPs 10,02 0,052266 5,216159

10% AgNPs 10,06 0,053872 5,355055

10% AgCl 10,01 0,090795 9,070399
PMMA CP Kontrola 10,21 0,16332 15,99606

2% AgNPs 10,04 0,195721 19,49412

5% AgNPs 10,12 0,144027 14,23191

10% AgNPs 10,15 0,100423 9,893934

10% AgCl 10,01 0,181906 18,17245

Koli¢ina rezidualnog monomera u ¢vrstim uzorcima akrilatnih materijala predstavljena

je kao mg supstance / g ispitivanog materijala (Grafikon 4).
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= Toplo-polimerizovani PMMA ® Hladno-polimerizovani PMMA

Grafikon 4. Koli¢ina rezidualnog monomera u ispitivanim uzorcima modifikovanih PMMA

materijala

Kod svih ispitivanih uzoraka PMMA materijala uoCeno je prisustvo rezidualnog

monomera.

Modifikacija PMMA HP dodatkom biocidnog agenasa (AgNPs/AgCl) uticala je na
smanjenje koli¢ine rezidualnog monomera u odnosu na kontrolu (Tabela 18, Grafikon 4).

Modifikacija PMMA HP dodatkom AgNPs znacajno je uticala na smanjenje rezidualnog
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monomera kod svih ispitivanih uzoraka. Najvec¢i uticaj na smanjenje rezidualnog monomera
imala je modifikacija sa dodatkom 5%AgNPs, zatim modifikacija sa dodatkom 10% AgNPs i
kona¢no modifikacija sa dodatkom 2% AgNPs. Koli¢ina rezidualnog monomera u uzorku 10%
AgCI-PMMA HP je, iako minimalno, bila manja u odnosu na kontrolu (Tabela 17, Grafikon
4).

Modifikacija PMMA CP dodatkom biocidnog agensa (AgNPs/AgCl) uticala je i na
smanjenje ali 1 povecanje vrednosti rezidualnog monomera u odnosu na kontrolu (Tabela 17,
Grafikon 4). Najmanja koli¢ina rezidualnog monomera uocena je kod 10% AgNPs-PMMA CP.
Najve¢i uticaj na smanjenje rezidualnog monomera imala je modifikacija sa dodatkom
10%AgNPs, zatim modifikacija sa dodatkom 5% AgNPs, dok je modifikacija sa dodatkom 2%
AgNPs pokazala povecanje koli¢ine rezidualnog monomera u odnosu na kontrolu. Koli¢ina
rezidualnog monomera u uzorku 10% AgCI-PMMA CP bila je ve¢a u odnosu na kontrolu

(Tabela 17, Grafikon 4).
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5.5. Rezultati ispitivanja oslobadanja Ag" iz modifikovanih PMMA

materijala

U Tabeli 19 prikazani su rezultati ICP-OES analize ekstrakata modifikovanih i
nemodifikovanih PMMA CP i HP materijala.

Tabela 19. Rezultati ICP-OES analize ekstrakata modifikovanih i nemodifikovanih PMMA

CP i HP materijala

Uzorak Period ekstrakcije

0 dana 1 dan 3 dana 7 dana 31ldan

ppm ppm ppm ppm ppm

PMMA CP 0,0020+0,0005  0,0037+0,0008 0,0049+0,0000 0,0027+0,0004 0,0014
2% AgNPs-PMMA CP  0,0021+0,0000 0,0034+0,0003 0,0054+0,0006 0,0031+0,0004 0,0161+0,0006
5% AgNPs-PMMA CP  0,0018+0,0001  0,0085+0,0001  0,0065+0,0002 0,0096+0,0003 0,0295+0,0003
10% AgNPs-PMMA CP  0,0033+0,0003 0,0123+0,0003 0,0092+0,0003 0,0117+0,0000 0,0401+0,0018
2% AgNPs-PMMA HP  0,0028+0,0004  0,0080+0,0002 0,0107+0,0000 0,0088+0,0003 0,0206+0,0007
5% AgNPs-PMMAHP  0,0037+0,0002  0,0089+0,0000 0,0098+0,0006 0,0186+0,0011 0,0516+0,0002
10% AgNPs-PMMA HP  0,0031+0,0002  0,0076+0,0003  0,0054+0,0002 0,0127+0,0009 0,0344+0,0008
10% AgCI-PMMAHP  0,0019+0,0002  0,0095+0,0000 0,0089+0,0008 0,0133+0,0000 0,0273+0,0001
10% AgCI-PMMA CP 0,0010+0,0001  0,0046+0,0003 0,0056+0,0001 0,0063+0,0004 0,0473+0,006
PMMA HP 0,0012+0,0007  0,0060=0,0007  0,0022+0,0002 0,0002 0,0013

U Tabeli 20 su prikazani rezultati oslobadanja Ag™ iz PMMA posle 31 dana u odnosu

na pocetnu koli¢inu srebra.

Tabela 20. Oslobodene koli¢ine Ag™ iz uzoraka PMMA posle 31 dana u odnosu na pocetne
koli¢ine srebra u uzorcima

Uzorak

Oslobodena koli¢ina Ag* u odnosu
na pocetnu koli¢inu, %

2% AgNPs-PMMA CP
5% AgNPs-PMMA CP

10% AgNPs-PMMA CP

2% AgNPs-PMMA HP
5% AgNPs-PMMA HP

10% AgNPs-PMMA H
10% AgCI-PMMA HP
10% AgCI-PMMA CP

P

0,0085
0,0063
0,0047
0,0067
0,0067
0,0021
0,0030
0,0063
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5.6. Rezultati ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA

materijala

5.6.1. Rezultati ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanin PMMA materijala

protiv komercijalnih sojeva mikroorganizama

5.6.1.1. Rezultati ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA materijala

disk-difuzionom metodom protiv komercijalnih sojeva mikroorganizama

Rezultati su pokazali antimikrobnu aktivnost 10% AgCI-PMMA CP i HP i 10%
AgNPs-PMMA CP i HP (Tabela 21). U slu¢aju nizih koncentracija biocidnih supstanci nije
doslo do difuzije u supstrat i posledicne inhibicije rasta, ali nije bilo mikrobnog rasta na
kontaktnim povrSinama ispod diskova, §to potvrduje njihovu antimikrobnu aktivnost. Zone
inhibicije su izrazene u mm.

Tabela 21. Antimikrobna aktivnost uzoraka protiv sojeva S. aureues i C. albicans testiranih
disk-difuzionom metodom osetljivosti na antibiotike

Uzorak S. aureus C. albicans
ATCC 6538 ATCC 24433
Zona inhibicije (mm)
PMMA CP 0,0000 + 0,0000 0,0000 + 0,0000
PMMA HP 0,0000 + 0,0000 0,0000 + 0,0000
2% AgNPs-PMMA CP 0,0400 + 0,0306 0,0200 + 0,0058
2% AgNPs-PMMA HP 0,0400 + 0,0306 0,0200 + 0,0058
5% AgNPs-PMMA CP 0,0133 +0,0088 0,0300 + 0,0058
5% AgNPs-PMMA HP 0,0077 +0,0062 0,0200 + 0,0058
10% AgNPs-PMMA CP 9,0667 + 0,0882*** 9,0300 + 0,1234**
10% AgNPs-PMMA HP 9,0367 + 0,0426*** 9,0200 £ 0,094 5%
10% AgCI-PMMA CP 9,0233 + 0,0962*** 9,0033 £ 0,2114**

10% AgCIl-PMMA HP 9,0033 £ 0,056 1*** 9,0667 + 0,1348%**
ANOVA (F, zna¢ajnost) 9046,24; p<0,001 2486,63; p<0,001

Rezultati su proseci £S.E. (n=3)
** p<0,01, *** p<0,001 zasnovano na Dunnett T3 Post-Hoc test (vs. PMMA CP i PMMA HP i nize
koncentracije AgNPs-PMMA)

5.6.1.2. Rezultati ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA materijala

mikrodilucionom metodom protiv komercijalnih sojeva mikroorganizama

Minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) 1 minimalne mikrobicidne koncentracije
(MMC) za ispitivane uzorke su odredene metodom mikrodilucije i rezultati su prikazani u

Tabeli 22. Rezultati su prikazani kao mg/mL.
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Najbolja antimikrobna aktivnost protiv C. albicans (MIC=MMC=3,13 mg/ mL) uocena
je kod uzoraka koji sadrze 10% AgCl-PMMA CP i 10% AgCI-PMMA HP. Nesto niza aktivnost
ovih uzoraka je pokazana protiv S. aureus (MIC/MMC = 3,13/6,25 mg/mL). 10% AgCl-
PMMA CP i 10% AgCI-PMMA HP pokazali su nizu aktivnost na ispitivanim
mikroorganizmima u poredenju sa uzorcima modifikovanim upotrebom 10% AgCI-PMMA CP
i 10% AgCl-PMMA HP, sa MIC=MMC= 12,50 mg/mL.

Tabela 22. Antimikrobna aktivnost uzoraka protiv sojeva S. aureus i C. albicans testiranih
metodom mikrodilucije (MIC/MMC)

Uzorak S. aureus C. albicans
ATCC 6538 ATCC 24433
MIC/MMC, mg/mL
10% AgNPs-PMMA CP 12,50/12,50 12,50/12,50
10% AgNPs-PMMA HP 12,50/12,50 12,50/12,50
10% AgCl-PMMA CP 3,13/6,25 3,13/3,13
10% AgCl-PMMA HP 3,13/6,25 3,13/3,13

5.6.1.3.Rezultati ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA materijala
modifikovanom mikrodilucionom metodom protiv komercijalnih sojeva

mikroorganizama

Rezultati su pokazali da u direktnom kontaktu sa mikroorganizmima svi ispitivani
uzorci imaju mikrobicidno dejstvo sa izuzetkom 2% AgNPs-PMMA CP i HP koji nije pokazao
dejstvo protiv S. aureus (Tabela 23).
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Tabela 23. Antimikrobna aktivnost uzoraka protiv sojeva S. aureus i C. albicans testirana

modifikovanom mikrodilucionom metodom (disk-difuziona metoda sa vijabilnim brojanjem)

(log-CFU/mL)

Uzorak

Kontrola rasta

PMMA CP
PMMA HP

2% AgNPs-PMMA CP
2% AgNPs-PMMA HP
5% AgNPs-PMMA CP
5% AgNPs-PMMA HP
10% AgNPs-PMMA CP
10% AgNPs-PMMA HP
10% AgCl-PMMA CP
10% AgCl-PMMA HP

S. aureus C. albicans
ATCC 6538 ATCC 24433
Broj ¢elija x 108
99,667 + 0,882 99,667 + 0,882
100,000 + 0,000 101,000 + 1,528
100,000 + 0,000 100,667 + 1,764

100,000 + 0,000 5,433 £ 0,260 a***pc**

100,000 + 0,000 2,000 + 0,012 a***bc**
0,133 + 0,005 abc*** 0,001 + 0,000 a***bc**
0,306 + 0,005 abc*** 0,000 + 0,000 a***bc**
0,000 + 0,000 abc*** 0,000 + 0,000 a***bc**
0,000 + 0,000 abc*** 0,000 + 0,000 a***bc**
3,847 + 0,144 abc*** 1,700 £ 0,115 a***bc**
0,281 £ 0,012 abc*** 0,000 + 0,000 a***bc**

ANOVA (F. significance)

36952,25; p<0,001

3759,21; p<0,001

Rezultati su predstavljeni kao prosecne vrednosti i SE (n=3).

Razlicita slova u blizini srednje vrednosti predstavljaju znacajne razlike prema Dunett T3 testu.

** - p<0,01, *** - p<0,001 (Dunnett T3 Post Hoc test)

(a — vs. kontrola rasta, b — vs PMMA CP, ¢ — vs. PMMA HP)

5.6.2. Rezultati ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA materijala

sa izolovanim uzroc¢nicima PS

Razmazi briseva sluzokoZe proteznog oslonca pacijenata sa klinicki dijagnostikovanim

PS pokazali su prisustvo C. albicans (kultura izolata).

Modifikovana mikrodiluciona metoda (disk-difuziona metoda sa vijabilnim brojanjem)

potvrdila je da u direktnom kontaktu sa izolovanim sojem C. albicans svi ispitivani uzorci

modifikovanog PMMA materijala imaju mikrobicidno dejstvo (Tabela 24).
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Tabela 24. Antimikrobna aktivnost uzoraka protiv izolovanog soja C. albicans testirana

modifikovanom mikrodilucionom metodom (disk-difuziona metoda sa vijabilnim brojanjem)

(log-CFU/mL). Vrednosti su prosecne vrednosti i SE (n=3). Razlic¢ita slova u blizini srednje
vrednosti predstavljaju znacajne razlike prema Dunett T3 testu.

Uzorak

Izolat C. albicans

Broj ¢elija x 108

Kontrola rasta

99,667 £ 1,856

PMMA CP
PMMA HP

2% AgNPs-PMMA CP
2% AgNPs-PMMA HP
5% AgNPs-PMMA CP

100,667 + 1,856
101,000 £ 1,155
4,867 £ 0,260 ab™c™

1,970 £ 0,023 ab™ ¢
0,001 £ 0,000 ab™c™

5% AgNPs-PMMA HP 0,000 £ 0,000 ab™c™
10% AgNPs-PMMA CP 0,000 £ 0,000 ab™c™
10% AgNPs-PMMA HP 0,000 £ 0,000 ab™c™
10% AgCIl-PMMA CP 1,600 £ 0,115 ab™c™
10% AgCI-PMMA HP 0,000 £ 0,000 ab™c™

Kk kkk

ANOVA (F. significance) 2857,99; p<0,001 ab™c

** - p<0,01, *** - p<0,001 (Dunnett T3 Post Hoc test)
(a — vs. Kontrola rasta, b — vs PMMA CP, ¢ — vs. PMMA HP)
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5.7. Rezultati ispitivanja vijabilnosti i proliferacije ¢elijske kulture u

prisustvu modifikovanih PMMA materijala

5.7.1. Rezultati ispitivanja efekta modifikovanih PMMA materijala na ¢elijsku kulturu

direktnim kontaktom

U ispitivanju efekata ispitivanih materijala u direktnom kontaktu sa ¢elijama, 1929
fibroblasti su zasadeni i1 inkubirani na materijalima u trajanju od 72 sata. Efekat materijala na
¢elijama je analiziran primenom svetlosne mikroskopije a proliferacija celija je merena

primenom MTT testa.

Izgled ¢elija u direktnom kontaktu sa materijalima prikazan je na Slikama 35-38, dok

je kontrolna kultura ¢elija (bez materijala) prikazana na Slici 39.

Slika 35. Izgled L929 ¢elija u direktnom kontaktu sa 10% AgNPs-PMMA HP nakon 72 h
inkubacije; fazni kontrast; uvecanje objektiva 10x.

Celije su okrugle $to ukazuje na toksiéni i anti-proliferativni efekat materijala 10%

AgNPs-PMMA HP u direktnom kontaktu sa ¢elijama.
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Slika 36. Izgled L929 ¢elija u direktnom kontaktu sa 10% AgCIl-PMMA HP nakon 72 h
inkubacije; fazni kontrast; uvecanje objektiva 10x.

Celije su okrugle §to ukazuje na toksi¢ni i anti-proliferativni efekat materijala 10%

AgCI-PMMA HP u direktnom kontaktu sa ¢elijama.

Slika 37. Izgled L929 ¢elija u direktnom kontaktu sa 10% AgNPs-PMMA CP nakon 72 h
inkubacije; fazni kontrast; uvecanje objektiva 10x.

Celije su okrugle $to ukazuje na toksi¢ni i anti-proliferativni efekat materijala 10%

AgNPs-PMMA CP u direktnom kontaktu sa ¢elijama.
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Slika 38. Izgled 1929 ¢elija u direktnom kontaktu sa 10% AgCI-PMMA CP nakon 72 h
inkubacije; fazni kontrast; uvecanje objektiva 10x.

Celije imaju izgled karakteristiGan za fibroblaste u kontrolnoj kulturi bez materijala
iako se mogu uociti u jednom delu i okrugle ¢elije 10% AgCl-PMMA HP u direktnom kontaktu
sa ¢elijama. Ovaj materijal ne ispoljava toksi¢ne efekte kao ostali ispitivani materijali u

direktnom kontaktu.

Slika 39. Izgled 1929 ¢elija u kontrolnoj kulturi nakon 72 h inkubacije; fazni kontrast;
uvecanje objektiva 10x.
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Na Grafikonu 5 prikazani su rezultati MTT testa koji je uraden nakon 72 h inkubacije

¢elija sa materijalima u direktnom kontaktu.

Moze se uociti da je proliferacija ¢elija u prisustvu materijala inhibirana i da su
materijali ispoljili toksican efekat u direktnom kontaktu sa ¢elijama. Slabije izraZzen toksi¢ni
efekat je primecéen u sluc¢aju materijala 10% AgCI-PMMA CP gde su ¢elije imale izgled kao i

¢elije u kontrolnoj kulturi sa mestimi¢nim poljima ¢elija gde su ¢elije bile okrugle.

Proliferacija ¢elija - direktni kontakt

0.350
0.300
0.250
0.200
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0.100
0.000 I

kontrola 10% AgNPs- 10% AgCl- 10% AgCl- 10% AgNPs-
PMMA HP PMMA HP PMMA CP PMMA CP

Apsorbanca (540-650 nm)

Grafikon 5. Rezultati MTT testa u ispitivanju efekata materijala na 1.929 fibroblaste u
direktnom kontaktu ¢elija sa modifikovanim PMMA materijalima; rezultati su prikazani kao
aritmeticka sredina sa standardnom devijacijom; p<0,001 za sve materijale u odnosu na
kontrolu.

Rezultati ukazuju na to da materijali u direktnom kontaktu ometaju proliferaciju ¢elija

u razli¢itom stepenu Sto zavisi od kompozicije materijala.
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5.7.2. Rezultati ispitivanja efekta modifikovanih PMMA materijala na ¢elijsku kulturu
u indirektnom kontaktu ¢elija sa jednodnevnim ekstraktima modifikovanih

PMMA materijala

Na Grafikonu 6 1 u Tabeli 25 prikazane su vrednosti apsorbance testa u ispitivanju
efekata materijala na L1929 fibroblaste u indirektnom kontaktu c¢elija sa jednodnevnim

ekstraktima 10% AgNPs-PMMA HP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 6. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva jednodnevnih eksrakata 10% AgNPs-
PMMA HP razli¢itih koncentracija na L929 fibroblaste.

Tabela 25. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa jednodnevnim ekstraktom 10% AgNPs-PMMA HP razlic¢itih
koncentracija i kontrolama

p

K 0,185+ 0,013 (0,182)

K37 0,179 + 0,013 (0,176)

Koncentracija

6,25% 0,197 + 0,036 (0,181)

12,5% 0,196 + 0,008 (0,199) B**
25% 0,182+ 0,010 (0,185)

50% 0,187 + 0,012 (0,190)

100% 0,178 + 0,008 (0,178)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a-—vs 6,25%,b—vs 12,5%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%, ¢ — vs 100%, A —vs K, B — vs K37
(Kruskal-Wallis test, Student t-test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test)
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Kruskal-Wallis testom nije utvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti apsorbance u
ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu celija sa

jednodnevnim ekstraktima razli¢itih koncentracija 10% AgNPs-PMMA HP.

Vrednosti apsorbance ekstrakta 12,5% 10% AgNPs-PMMA HP statisticki je visa 1 u
odnosu na kontrolu K37 (p<0,01).

Na Grafikonu 7 1 u Tabeli 26 prikazane su vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata
materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu celija sa jednodnevnim ekstraktima

AgCI-PMMA HP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 7. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva jednodnevnih eksrakata 10%
AgCI-PMMA HP razli¢itih koncentracija na L929 fibroblaste.

Rezultati | Ispitivanja efekata modifikovanih PMMA na ¢elijsku kulturu 95



Nikola R. Gligorijevié | Doktorska disertacija

Tabela 26. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu celija sa jednodnevnim ekstraktom 10% AgCIl-PMMA HP razli¢itih
koncentracija i kontrolama

p
K 0,185+ 0,013 (0,182)
K37 0,179 = 0,013  (0,176)
Koncentracija il
6,25% 0,177 + 0,005 (0,178)
12,5% 0,194 + 0,017 (0,189) a*
25% 0,180 = 0,006 (0,179)
50% 0,195 0,012 (0,189) a**c* B*
100% 0,184 + 0,003 (0,183)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs 6,25%,b—vs 12,5%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%, e — vs 100%, A — vs K, B — vs K37
(Kruskal-Wallis test, Pairwise Comparison, Student t-test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test)

Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti apsorbance u
ispitivanju indikretnog kontakta ¢elija sa jednodnevnim ekstraktima razli¢itih koncentracija
10% AgCl-PMMA HP (p<0,001). Poredenjem izmedu ekstrakata razli¢itih koncentracija
ponaosob utvrdeno je da je vrednost apsorbance 50% ekstrakta statisticki znacajno visa u
odnosu na ekstrakt istog materijala koncentracije 6,25% (p<0,01) i 25%. Takode, vrednosti
apsorbance 12,5% rastvora statisticki je zna€ajno viSa u odnosu na ekstrakt koncentracije

6,25% (p<0,05).

Vrednost apsorbance u ekstraktu koncentracije 50% 10% AgCIl-PMMA HP statisticki

je znacajno visa u odnosu na kontrolu K37 (p<0,05).
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Na Grafikonu 8 1 u Tabeli 27 prikazane su vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata

materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu ¢elija sa jednodnevnim ekstraktima 10%

AgNPs-PMMA CP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 8. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva jednodnevnih eksrakata 10%
AgNPs-PMMA CP razlicitih koncentracija na L929 fibroblaste.

Tabela 27. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa jednodnevnim ekstraktom 10% AgNPs-PMMA CP razlicitih

koncentracija i kontrolama

p
K 0,185+ 0,013 (0,182) be**c*
K37 0,179 + 0,013 (0,176) be*
Koncentracija il
6.25% 0,199 + 0,016 (0,200) b**de*** AB*
12.5% 0,166 + 0,004 (0,167)
25% 0,171 + 0,002 (0,171)
50% 0,171 = 0,022 (0,161)
100% 0,167 = 0,006 (0,166)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs 6,25%,b—vs 12,5%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%, e — vs 100%, A —vs K, B — vs K37
(Kruskal-Wallis test, Pairwise Comparison, Student t-test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test)

Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisticki znacajna razlika apsorbance u ispitivanju

indikretnog kontakta celija sa jednodnevnim ekstraktima razli¢itih koncentracija 10% AgNPs-

PMMA CP (p<0,001). Poredenjem vrednosti izmedu ekstrakata razli¢itih koncentracija

utvrdeno je da je navedena vrednost apsorbance 6,25% ekstrakta statisticki znacajno visa u
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odnosu na ekstrakt koncentracije 12,5% (p<0,01), a joS izraZenije u odnosu na koncentracije

50% i 100% (p<0,001).

Vrednost apsorbance ekstrakta koncentracije 6,25% 10% AgNPs-PMMA CP statisticki
je znacajno visa u odnosu na obe kontrole (p<0,05). S druge strane, vrednost apsorbance
kontrole K statisticki je znacajno visa u odnosu na vrednosti apsorbance ekstrakata 10%
AgNPs-PMMA CP koncentracija 25% (p<0,05), kao i koncentracija 12,5% 1 100% (p<0,01).
Vrednost apsorbance K37 statisticki je znacajno visa u odnosu na vrednosti apsorbance

jednodnevnih ekstrakata 10% AgNPs-PMMA CP koncentracija 12,5% 1 100% (p<0,05).

Na Grafikonu 9 i u Tabeli 28 prikazane su vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata
materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu ¢elija sa jednodnevnim ekstraktima 10%

AgCI-PMMA CP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 9. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva jednodnevnih eksrakata 10% AgCl-
PMMA CP razli¢itih koncentracija na L929 fibroblaste.
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Tabela 28. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa jednodnevnim ekstraktom 10% AgCI-PMMA CP razli¢itih
koncentracija i kontrolama

P
K 0,185+ 0,013 (0.182)
K37 0,179 + 0,013 (0.176)
Koncentracija falele
6,25% 0,193 + 0,009 (0,192) B*
12,5% 0,190 + 0,004 (0,189)
25% 0,205 + 0,007 (0,204) b**e*** A**B***
50% 0,199 + 0,008 (0,200) e** A*B**
100% 0,182 + 0,005 (0,183)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs 6.25%,b—vs 12.5%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%, ¢ — vs 100%, A —vs K, B — vs K37
(ANOVA, Dunnett T3 test, Student t-test nezavisnih uzoraka)

ANOVA je utvrdila statisticki znac¢ajnu razliku vrednosti apsorbance u ispitivanju
efekata materijala na 1929 fibroblaste u indirektnom kontaktu éelija sa jednodnevnim
ekstraktom 10% AgCIl-PMMA CP razli¢itih koncentracija (p<0,001). Poredenjem vrednosti
apsorbance ekstrakata razli¢itih koncentracija ponaosob (Dunnett T3 test) utvrdeno je da je
vrednost apsorbance 25% ekstrakta statisticki znac¢ajno visa u odnosu na koncentracije 12,5%
(p<0,01) 1 100% (p<0,001). Takode absorbanca 50% rastvora statisti¢ki je znacajno visa u

odnosu na vrednost apsorbance ekstrakta koncentracije 100% (p<0,01).

Vrednosti apsorbance ekstrakta koncentracije 25% 10% AgCI-PMMA CP statisticki je
znac¢ajno visa u odnosu na kontrole K (p<0,01) 1 K37 (p<0,001). Sli¢no tome, ali sa manjom
znacajno$c¢u, vrednost apsorbance ekstrakta koncentracije 50% 10 % AgCI-PMMA CP
statisticki je znaCajno visa u odnosu na kontrole K (p<0,05) i K37 (p<0,01). U odnosu na
kontrolu K37 statisticki je znacajno viSa vrednost intenziteta apsorbance jednodnevnog

ekstrakta koncentracije 6,25% 10% AgCI-PMMA CP (p<0,05).
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5.7.3. Rezultati ispitivanja efekta modifikovanih PMMA materijala na ¢elijsku kulturu
u indirektnom kontaktu celija sa trodnevnim ekstraktima modifikovanih PMMA

materijala

Na Grafikonu 10 i u Tabeli 29 prikazane su vrednosti rezultata apsorbance u ispitivanju
efekata materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktima

10% AgNPs-PMMA HP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 10. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva trodnevnih eksrakata 10% AgNPs-
PMMA HP razli¢itih koncentracija na L929 fibroblaste.

Tabela 29. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktom 10% AgNPs-PMMA HP razli¢itih
koncentracija i kontrolama

p

K 0,140 = 0,006 (0,140)

K37 0,141 + 0,006 (0,140)

Koncentracija **

6,25% 0,149 + 0,019 (0,149)

12,5% 0,158 + 0,007 (0,159) e** AB***
25% 0,162 + 0,008 (0,163) e*** AB***
50% 0,154 + 0,005 (0,154) e** AB***
100% 0,142 0,006 (0,144)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs 6,25%,b—vs 12,5%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%, e — vs 100%. A — vs K, B — vs K37
(ANOVA, Dunnett T3 test, Student t-test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test)
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ANOVA je utvrdila da postoji statisticki znaCajna razlika vrednosti apsorbance
trodnevnih ekstrakata razlicitih koncentracija 10% AgNPs-PMMA HP (p<0,01). Poredenjem
vrednosti apsorbance izmedu ekstrakata razlicitih koncentracija ponaosob (Dunnett T3 test)
utvrdeno je da su u odnosu na vrednost apsorbance ekstrakta koncentracije 100% statisticki
znacajno viSe vrednosti kod ekstrakata koncentracija 25% (p<0,001), kao 1 koncentracija

12,5% i 50% (p<0,01).

Vrednosti apsorbance ekstrakata 12,5%, 25% 1 50% 10% AgNPs-PMMA HP statisticki

su znacajno vise u odnosu na obe kontrole (p<0,01).

Na Grafikonu 11 i u Tabeli 30 prikazane su vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata
materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu ¢elija sa jednodnevnim ekstraktima 10%

AgCI-PMMA HP u zavisnosti od njihove koncentracije.

A70

242

AE0
219

150

140

Apsorbanca (540 - 650 nm)

130

6,25% 12,5% 25% 50% 100%

koncentracija

Grafikon 11. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva jednodnevnih eksrakata 10% AgClI-
PMMA HP razli¢itih koncentracija na L929 fibroblaste.
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Tabela 30. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktom 10% AgCIl-PMMA HP razlicitih
koncentracija i kontrolama

P
K 0,140 £ 0,006 (0,140)
K37 0,141 + 0,006 (0,140)
Koncentracija
6,25% 0,143 + 0,005 (0,142)
12,5% 0,143 + 0,006 (0,143)
25% 0,146 + 0,006 (0,148) A*
50% 0,149 + 0,008 (0,148) AB*
100% 0,142 + 0,009 (0,139)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs 6,25%,b—vs 12,5%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%, ¢ — vs 100%, A —vs K, B — vs K37
(Kruskal-Wallis test, Pairwise Comparison, Student t-test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test)

Kruskal-Wallis testom nije utvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti intenziteta

redukcije MTT trodnevnih ekstrakata razli¢itih koncentracija 10% AgCI-PMMA HP.

U odnosu na vrednost apsorbance kontrole K statisti¢ki su znac¢ajno vise vrednosti
ekstrakata koncentracije 25 i 50% 10% AgCI-PMMA HP (p<0,05), a vrednost apsorbance
ekstrakta koncentracije 50% 10% AgCI-PMMA HP statisticki je znacajno visa i u odnosu na
vrednost u kontroli K37 (p<0,05).

Na Grafikonu 12 i u Tabeli 31 prikazane su vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata
materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktima 10%

AgNPs-PMMA CP u zavisnosti od njihove koncentracije.

Rezultati | Ispitivanja efekata modifikovanih PMMA na ¢elijsku kulturu 102



Nikola R. Gligorijevié | Doktorska disertacija

AT0

AG0

A50

14

[=]

130

Apsorbanca (540 - 650 nm)

Az20

10

:

L

6,25%

12,5%

25% 50% 100%

koncentracija

Grafikon 12. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva trodnevnih eksrakata 10% AgNPs-
PMMA CP razlic¢itih koncentracija na L929 fibroblaste.

Tabela 31. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktom 10% AgNPs-PMMA CP razli¢itih

koncentracija i kontrolama

p
K 0,140+ 0,006 (0,140) b*e***
K37 0,141 + 0,006 (0,140) b*e***
Koncentracija **
6,25% 0,144 + 0,017 (0,145)
12,5% 0,133 + 0,008 (0,132)
25% 0,138 + 0,006 (0,138) e**
50% 0,139+ 0,005 (0,139) e**
100% 0,126 + 0,005 (0,123)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs 6,25%,b—vs 12,5%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%, ¢ — vs 100%, A —vs K, B — vs K37
(ANOVA, Dunnett T3 test, Student t-test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test)

ANOVA je utvrdila statisticki znacajnu razliku vrednosti apsorbance trodnevnih

ekstrakata razlicitih koncentracija 10% AgNPs-PMMA CP (p<0,01). Poredenjem vrednosti

intenziteta apsorbance izmedu ekstrakata razli¢itih koncentracija ponaosob (Dunnett T3 test)

utvrdeno je da su vrednosti apsorbance ekstrakta koncentracija 25% 1 50% statisticki znacajno

viSe u odnosu na vrednosti apsorbance ekstrakta koncentracije 100% (p<0,01).
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Vrednosti apsorbance obeju kontrola statisticki su zna¢ajno vise u odnosu na vrednosti
apsorbance ekstrakata 10% AgNPs-PMMA CP koncentracije 12,5% (p<0,05), a jos statistic¢ki

znacajnije u odnosu na koncentraciju 100% (p<0,001).

Na Grafikonu 13 1 u Tabeli 32 prikazane su vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata
materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktima 10%

AgCI-PMMA CP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 13. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva trodnevnih eksrakata 10% AgCl-
PMMA CP razlicitih koncentracija na L929 fibroblaste.

Tabela 32. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktom 10% AgCI-PMMA CP razli¢itih
koncentracija i kontrolama

p
K 0,140 £ 0,006 (0,140)
K37 0,141 = 0,006 (0,140)
Koncentracija **
6,25% 0,142 + 0,016 (0,140)
12,5% 0,144+ 0,001 (0,144) e*
25% 0,149 + 0,007 (0,150) e** AB*
50% 0,153+ 0,007 (0,155) e*** AB**
100% 0,134 + 0,007 (0,131)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs 6,25%,b—vs 12,5%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%, ¢ — vs 100%, A —vs K, B — vs K37
(ANOVA, Dunnett T3 test, Student t-test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test)
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ANOVA je utvrdila statisticki znacajnu razliku vrednosti apsorbance trodnevnih
ekstrakata razliitih koncentracija 10% AgCI-PMMA CP (p<0,01). Poredenjem vrednosti
apsorbance izmedu ekstrakata razlicitih koncentracija ponaosob Dunnett T3 testom utvrdeno
je da su u odnosu na vrednost apsorbance kod 100% ekstrakta statisticki znaCajno vise

vrednosti apsorbance ekstrakata koncentracija 12,5% (p<0,05), 25% (p<0,01) 1 50% (p<0,001).

U odnosu na apsorbance obe kontrole statisti¢ki su znacajno viSe apsorbance ekstrakta

10% AgCl-PMMA CP koncentracija 25% (p<0,05) 1 50% (p<0,01).

5.7.4. Rezultati ispitivanja efekta modifikovanih PMMA materijala na ¢elijsku kulturu
u indirektnom kontaktu ¢elija sa sedmodnevnim ekstraktima modifikovanih

PMMA materijala

Na Grafikonu 14 1 u Tabeli 33 prikazane su vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata
materijala na 1929 fibroblaste u indirektnom kontaktu ¢elija sa sedmodnevnim ekstraktima

10% AgNPs-PMMA HP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 14. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva sedmodnevnih eksrakata 10%
AgNPs-PMMA HP razlic¢itih koncentracija na 1.929 fibroblaste.
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Tabela 33. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktom 10% AgNPs-PMMA HP razli¢itih
koncentracija i kontrolama

p
K 0,153+ 0,005 (0,155) C**de***
K37 0,142 + 0,004 (0,143) e*
Koncentracija wx
6,25% 0,165+ 0,005 (0,165) **ed AB***
12,5% 0,168 + 0,005 (0,170) *c**d***e AB***
25% 0,142 + 0,008 (0,145)
50% 0,139 0,003 (0,139)
100% 0,136 + 0,007 (0,135)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs 6,25%,b—vs 12,5%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%, e — vs 100%, A — vs K, B — vs K37
(Kruskal-Wallis test, Pairwise Comparison, Student t-test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test)

Kruskal-Wallis testom je utvrdeno da postoji statisti¢ki znacajna razlika apsorbance
sedmodnevnih ekstrakata razliCitih koncentracija 10% AgNPs-PMMA HP. Poredenjem
vrednosti apsorbance izmedu ekstrakata razli¢itih koncentracija ponaosob utvrdeno je da su
vrednosti apsorbance ekstrakta koncentracija 12,5% statisticki znacajno vise u odnosu na 25%
(p<0,05), 50% (p<0,01) i 100% (p<0,001), a vrednosti apsorbance ekstrakta koncentracija

6,5% statisticki znacajno vise u odnosu na 50% 1 100% (p<0,01).

Vrednosti apsorbance ekstrakata 6,25% 1 12,5% statisticki su znacajno vise i u odnosu na
obe kontrole (p<0,001). Vrednosti apsorbance kontrolne grupe K statisticki je znacajno visa u
odnosu na one kod ekstrakata koncentracije 25% (p<0,01), 50% 1 100% (p<0,001). Dok je
vrednost apsorbance kontrole K37 statisticki znacajno viSa u odnosu na onu kod ekstrakata

koncentracije 100% (p<0,05).
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Na Grafikonu 15 i u Tabeli 34 prikazane su vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata

materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu ¢elija sa sedmodnevnim ekstraktima

10% AgCl-PMMA HP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 15. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva sedmodnevnih eksrakata 10%
AgCI-PMMA HP razli¢itih koncentracija na L929 fibroblaste.

Tabela 34. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktom 10% AgNPs-PMMA HP razli¢itih

koncentracija i kontrolama

p
K 0,153+ 0,005 (0,155)
K37 0,142 + 0,004 (0,143)
Koncentracija **
6,25% 0,150 + 0,014 (0,148)
12,5% 0,154 + 0,009 (0,151) B***
25% 0,147 + 0,005 (0,149) B*
50% 0,172 + 0,011 (0,172) ac* AFEBHEHE
100% 0,156 + 0,013 (0,156) B*

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs 6,25%,b—vs 12,5%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%, ¢ — vs 100%, A —vs K, B — vs K37
(Kruskal-Wallis test, Pairwise Comparison, Student t-test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test)

Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti apsorbance

sedmodnevnih ekstrakata razlicitih koncentracija 10% AgCI-PMMA HP (p<0,01). Poredenjem

vrednosti apsorbance izmedu ekstrakata razli¢itih koncentracija ponaosob utvrdeno je da je kod
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50% ekstrakta statisticki znacajno viSa vrednost u odnosu na vrednosti kod ekstrakata

koncentracija 6,25% 1 25% (p<0,05).

U odnosu na vrednost apsorbance kontrole K statisticki je znacajno visa vrednost kod
ekstrakta koncentracije 50% 10% AgCI-PMMA HP (p<0,01). U odnosu na vrednost
apsorbance kontrole K37 statisticki su znacajno vise vrednosti kod ekstrakta 10% AgCl-

PMMA HP koncentracija 6,25% i 100% (p<0,05), kao i koncentracija 12,5% i 50% (p<0,001).

Na Grafikonu 16 i u Tabeli 35 prikazane su vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata
materijala na 1929 fibroblaste u indirektnom kontaktu ¢elija sa sedmodnevnim ekstraktima

10% AgNPs-PMMA CP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 16. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva sedmodnevnih eksrakata 10%
AgNPs-PMMA CP razlicitih koncentracija na L929 fibroblaste.
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Tabela 35. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktom 10% AgNPs-PMMA CP razli¢itih
koncentracija i kontrolama

P
K 0,153+ 0,005 (0,155) b*e***
K37 0,142 + 0,004 (0,143)
Koncentracija **
6.25% 0,161 + 0,006 (0,162) bd*e** AF*BF**
12.5% 0,141 + 0,014 (0,137)
25% 0,153 + 0,007 (0,157) B*
50% 0,142 + 0,014 (0,139)
100% 0,138+ 0,007 (0,137)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs 6,25%,b—vs 12,5%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%, ¢ — vs 100%, A —vs K, B — vs K37
(Kruskal-Wallis test, Pairwise Comparison, Student t-test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test)

Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti apsorbance
sedmodnevnih ekstrakata razli¢itih koncentracija 10% AgNPs-PMMA CP (p<0,01).
Poredenjem vrednosti apsorbance izmedu ekstrakata razli¢itih koncentracija ponaosob
utvrdeno je da je vrednost apsorbance ekstrakta koncentracije 6,25% statisticki znacajno visa

u odnosu na koncentracije 12,5% 1 50% (p<0,05) i koncentracije 100% (p<0,01).

Vrednost apsorbance ekstrakta koncentracije 6,25% statisticki je znacajno visa u
odnosu na obe kontrole i to u odnosu na K na nivou znacajnosti od p<0,01, a u odnosu na K37
na nivou znacajnosti od p<0,001. Vrednosti apsorbance ekstrakta koncentracije 25% 10%
AgNPs-PMMA CP statisticki je znacajno visa od vrednosti apsorbance kontrole K37 (p<0,05).
Vrednosti apsorbance kontrole K statisticki je znacajno viSa od vrednosti apsorbance ekstrakata
10% AgNPs-PMMA CP koncentracije 12,5% (p<0,05) 1 100% 10% AgNPs-PMMA CP
(p<0,001).
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Na Grafikonu 17 i u Tabeli 36 prikazane su vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata
materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu ¢elija sa sedmodnevnim ekstraktima

10% AgCl-PMMA CP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 17. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva sedmodnevnih ekstrakata 10% AgCl-
PMMA CP razli¢itih koncentracija na L929 fibroblaste.

Tabela 36. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktom 10% AgCIl-PMMA CP razli¢itih
koncentracija i kontrolama

p
K 0,153+ 0,005 (0,155) gxCH**
K37 0,142 + 0,004 (0,143) c*
Koncentracija wx
6,25% 0,175+ 0,011 (0,177) bce*** AB***
12,5% 0,145+ 0,011 (0,149)
25% 0,133+ 0,010 (0,132)
50% 0,161 + 0,007 (0,163) e**c*** A*B***
100% 0,147 + 0,003 (0,147) c* B*

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs 6,25%,b—vs 12,5%, ¢ — vs 25%, d — vs 50%, e — vs 100%, A —vs K, B — vs K37
(ANOVA, Dunnett T3 test, Student t-test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test)

ANOVA je utvrdila statisticki znacajnu razliku vrednosti apsorbance sedmodnevnih
ekstrakata razlicitih koncentracija 10% AgCl -PMMA CP (p<0,001). Poredenjem vrednosti
apsorbance izmedu ekstrakata razli¢itih koncentracija ponaosob Dunnett T3 testom utvrdeno

je da je vrednost apsorbance ekstrakta koncentracije 6,25% statisticki znac¢ajno visa no kod
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ekstrakata koncentracija 12,5%, 25% 1 100% (p<0,001). Takode, vrednosti apsorbance
ekstrakta koncentracije 50% statisticki je znacajno visa no kod ekstrakata koncentracija 100%
(p<0,01) 1 12,5% (p<0.001). Vrednost apsorbance ekstrakta koncentracije 100% statisticki je

znac¢ajno visa no kod ekstrakta koncentracije 25% (p<0,05).

U odnosu na vrednosti apsorbance obe kontrole statisti¢ki su znacajno viSe vrednosti
apsorbance ekstrakta 10% AgCl-PMMA CP koncentracije 6,25% (p<0,001) kao i
koncentracije 50% (p<0,05) u odnosu na K (p<0,001) i u odnosu na kontrolu K37. Vrednost
apsorbance 100% rastvora statisticki je znac¢ajno visa u odnosu na K37 (p<0,05). Vrednosti
apsorbance kontrole K statisticki je znacajno visa no kod ekstrakata koncentracije 100%
(p<0,05) 1 25% (p<0,001), a kontrole K37 samo u odnosu na vrednost kod ekstrakta
koncentracije 25% (p<0,05).
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5.7.5. Vrednosti apsorbance u jednodnevnim ekstraktima ispitivanih koncentracija u

zavisnosti od tipa ispitivanog materijala

Na Grafikonu 18 i1 u Tabeli 37 prikazane su vrednosti apsorbance u jednodnevnim

6,25% ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.
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Grafikon 18. Vrednosti apsorbance u jednodnevnim 6,25% ekstraktima razli¢itih tipova
ispitivanih modifikovanih PMMA materijala.

Tabela 37. Vrednosti apsorbance u razli¢itim jednodnevnim ekstraktima ispitivanih

materijala koncentracije 6,25%

Ispitivani materijal p
(6,25% ekstrakt) wx
10 % AgNPs-PMMA HP 0,197+ 0,036 (0,181)
10 % Ag-CI-PMMA HP 0,177+ 0,005 (0,178)
10 % Ag-CI-PMMA CP 0,193+ 0,009 (0,192) b*
10 % AgNPs-PMMA CP 0,199+ 0,016 (0,200) b*

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. = SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a — vs AgNPs-PMMA HP, b — vs AgCI-PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs-PMMA CP

(Kruskal-Wallis test, Pairwise Comparison)

Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti apsorbance

jednodnevnih ekstrakata razli¢itih materijala koncentracije 6,25% (p<0,01).

Vrednosti apsorbance ekstrakta 6,25% 10% AgNPs-PMMA CP 1 10% AgCI-PMMA CP
statisti¢ki su znacajno vise u odnosu na AgCI-PMMA HP (p<0,05).
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Na Grafikonu 19 1 u Tabeli 38 prikazane su vrednosti apsorbance u jednodnevnim

12,5% ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.
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Grafikon 19. Vrednosti apsorbance u jednodnevnim 12,5% ekstraktima razli¢itih tipova
ispitivanih materijala.

Tabela 38. Vrednosti apsorbance u razli¢itim jednodnevnim ekstraktima ispitivanih
materijala koncentracije 12,5%

Ispitivani materijal P
(12,5% ekstrakt) R
10 % AgNPs-PMMA HP 0,196 + 0,008 (0,199) gr**

10 % Ag-CI-PMMA HP 0,194 £ 0,017 (0,189) d*

10 % Ag-CI-PMMA CP 0,190 £ 0.004 (0,189) d*

10 % AgNPs-PMMA CP 0,166 + 0,004 (0,167)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a — vs AgNPs-PMMA HP, b — vs AgCI-PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs-PMMA CP
(Kruskal-Wallis test, Pairwise Comparison)

Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti MTT testa

jednodnevnih ekstrakata razli¢itih materijala koncentracije 12,5% (p<0,001).

U odnosu na 10% AgNPs-PMMA CP statisticki su znacajno viSe vrednosti apsorbance
ekstrakta 10% AgCl-PMMA HP i 10% AgCI-PMMA CP (p<0,05), kao i 10% AgNPs-PMMA HP
(p<0,001).
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Na Grafikonu 20 1 u Tabeli 39 prikazane su vrednosti apsorbance u jednodnevnim 25%

ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.
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Grafikon 20. Vrednosti apsorbance u jednodnevnim 25% ekstraktima razlicitih tipova
ispitivanih materijala.

Tabela 39. Vrednosti apsorbance u razli¢itim jednodnevnim ekstraktima ispitivanih
materijala koncentracije 25%

Ispitivani materijal P
(25% ekstrakt) ek
10 % AgNPs-PMMA HP 0,182 + 0,010 (0,185)

10 % Ag-CI-PMMA HP 0,180 + 0,006 (0,179)

10 % Ag-CI-PMMA CP 0,205 £ 0,007 (0,204) a,b* d***
10 % AgNPs-PMMA CP 0,171 £ 0,002 (0,171)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. = SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a — vs AgNPs-PMMA HP, b — vs AgCI-PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs-PMMA CP
(Kruskal-Wallis test, Pairwise Comparison)

Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti MTT testa

jednodnevnih ekstrakata razli¢itih materijala koncentracije 25% (p<0,001).

Vrednosti apsorbance 25% ekstrakta 10% AgCI-PMMA CP statisticki su znacajno vise u
odnosu na ekstrakte 10% AgNPs-PMMA HP 1 10% AgCI-PMMA HP (p<0,05), kao i 10% AgNPs-
PMMA CP (p<0,001).
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Na Grafikonu 21 1 u Tabeli 40 prikazane su vrednosti apsorbance u jednodnevnim 50%

ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.

220
210
200
180
a0

A70

Apsorbanca (540 - 650 nm)

A60

150
AgMP=-PMMAHP  AgCl-PMMA HP AgzCI-PMMACP  AgNPs-PMMA CP

materijal

Grafikon 21. Vrednosti apsorbance u jednodnevnim 50% ekstraktima razlicitih tipova
ispitivanih materijala.

Tabela 40. Vrednosti apsorbance u razli¢itim jednodnevnim ekstraktima ispitivanih
materijala koncentracije 50%

Ispitivani materijal p
(50% ekstrakt) R
10 % AgNPs-PMMA HP 0,187 £ 0,012 (0,190)

10 % Ag-CI-PMMA HP 0,195+ 0,012 (0,189)

10 % Ag-CI-PMMA CP 0,199 + 0,008 (0,200)  d*

10 % AgNPs-PMMA CP 0,171 + 0,022 (0,161)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a— vs AgNPs-PMMA HP, b — vs AgCI-PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs-PMMA CP
(Kruskal-Wallis test, Pairwise Comparison)

Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti MTT testa

jednodnevnih ekstrakata razli¢itih materijala koncentracije 50% (p<0,05).

Vrednost apsorbance 50% ekstrakta 10% AgCI-PMMA CP statisti¢ki je znacajno visa u
odnosu na ekstrakt 10% AgNPs-PMMA CP (p<0,05).
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Na Grafikonu 22 i u Tabeli 41 prikazane su vrednosti MTT testa u jednodnevnim 100%

ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.
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Grafikon 22. Vrednosti apsorbance u jednodnevnim 100% ekstraktima razlicitih tipova
ispitivanih materijala.

Tabela 41. Vrednosti apsorbance u razli¢itim jednodnevnim ekstraktima ispitivanih
materijala koncentracije 100%

Ispitivani materijal P
(100% ekstrakt) e
10 % AgNPs-PMMA HP 0,178 + 0,008 (0.178)

10 % Ag-CI-PMMA HP 0,184 + 0,003 (0.183)  d**

10 % Ag-CI-PMMA CP 0,182 + 0,005 (0.183)  d**

10 % AgNPs-PMMA CP 0,167 £ 0,006 (0.166)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. = SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a — vs AgNPs-PMMA HP, b — vs AgCI-PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs-PMMA CP
(Kruskal-Wallis test, Pairwise Comparison)

Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti MTT testa

jednodnevnih ekstrakata razli¢itih materijala koncentracije 100% (p<0,01).

Vrednosti apsorbance 100% ekstrakta 10% AgCI-PMMA HP i 10% AgCIl-PMMA CP
statisti¢ki su znacajno vise u odnosu na vrednost kod ekstrakta 10% AgNPs-PMMA CP (p<0,01).
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5.7.6. Vrednosti apsorbance u trodnevnim ekstraktima ispitivanih koncentracija u

zavisnosti od tipa ispitivanog materijala

Na Grafikonu 23 i u Tabeli 42 prikazane su vrednosti MTT testa u trodnevnim 6,25%
ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.
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Grafikon 23. Vrednosti apsorbance u trodnevnim 6,25% ekstraktima razli¢itih tipova
ispitivanih materijala.

Tabela 42. Vrednosti apsorbance u razli¢itim trodnevnim ekstraktima ispitivanih materijala
koncentracije 6,25%

Ispitivani materijal p
(6,25% ekstrakt)

10 % AgNPs-PMMA HP 0,149 + 0,019 (0,149)

10 % Ag-CI-PMMA HP 0,143 £ 0,005 (0,142)

10 % Ag-CI-PMMA CP 0,142 + 0,016 (0,140)

10 % AgNPs-PMMA CP 0,144 + 0,017 (0,145)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs AgNPs-PMMA HP, b — vs AgCI-PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs CP
(ANOVA, Dunnet T3 test)

ANOVA nije utvrdila statisticki znacajnu razliku vrednosti MTT testa trodnevnih 6,5%
ekstrakata razlicitih tipova materijala, a ni Post-Hoc analiza nije ukazala na statisticki znacajne

razlike poredeci svaki tip ekstrakta sa svakim.
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Na Grafikonu 24 1 u Tabeli 43 prikazane su vrednosti apsorbance u trodnevnim 12,5%

ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.
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Grafikon 24. Vrednosti apsorbance u trodnevnim 12,5% ekstraktima razli¢itih tipova
ispitivanih materijala.

Tabela 43. Vrednosti apsorbance u razli¢itim trodnevnim ekstraktima ispitivanih materijala
koncentracije 12,5%

Ispitivani materijal P
(12,5% ekstrakt) folekad
10 % AgNPs-PMMA HP 0,158 £ 0,007 (0,159) bc**d***
10 % Ag-CI-PMMA HP 0,143 + 0,006 (0,143)

10 % Ag-CI-PMMA CP 0,144 £ 0,001 (0,144) d*

10 % AgNPs-PMMA CP 0,133 £ 0,008 (0,132)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. = SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a — vs AgNPs-PMMA HP, b — vs AgCl.PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs-PMMA CP
(ANOVA, Dunnet T3 test)

ANOVA je utvrdila statisti¢ki znacajnu razliku vrednosti apsorbance trodnevnih 12,5%

ekstrakata razli¢itih tipova materijala (p<0,001).

Poredenjem vrednosti apsorbance izmedu ekstrakata ponaosob Dunnett T3 testom
utvrdeno je da je vrednost apsorbance kod 10% AgNPs-PMMA HP statisticki znacajno visa u
odnosu na ekstrakte 10% AgCI-PMMA HP, 10% AgCI-PMMA CP (p<0,01) i 10% AgNPs-
PMMA CP (p<0,001). Takode, vrednost apsorbance visa je kod 10% AgCI-PMMA CP u
odnosu na 10% AgNPs-PMMA CP (p<0,05).
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Na Grafikonu 25 1 u Tabeli 44 prikazane su vrednosti apsorbance u trodnevnim 25%

ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.
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Grafikon 25. Vrednosti apsorbance u trodnevnim 25% ekstraktima razli¢itih tipova
ispitivanih materijala.

Tabela 44. Vrednosti apsorbance u razli¢itim trodnevnim ekstraktima ispitivanih materijala
koncentracije 25%

Ispitivani materijal p
(25% ekstrakt) oo
10 % AgNPs-PMMA HP 0,162 + 0,008 (0,163) c**bd***
10 % Ag-CI-PMMA HP 0,146 + 0,006 (0,148)

10 % Ag-CI-PMMA CP 0,149 + 0,007 (0,150)  d*

10 % AgNPs-PMMA CP 0,138 + 0,006 (0,138)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a — vs AgNPs-PMMA HP, b — vs AgCI-PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs-PMMA CP
(ANOVA, Tukey HSD)

ANOVA je utvrdila statisticki znacajnu razliku vrednosti MTT testa trodnevnih

ekstrakata koncentracije 25% razli€itih tipova ispitivanih materijala (p<0,001).

Poredenjem vrednosti apsorbance izmedu ekstrakata ponaosob (Tukey HSD) utvrdeno
je da je vrednost apsorbance 10% AgNPs-PMMA HP statisticki znacajno visa u odnosu na
10% AgNPs-PMMA CP (p<0,01), kao i 10% AgCl-PMMA HP i 10% AgNPs-PMMA CP
(p<0,001). Takode, vrednost apsorbance 10% AgCI-PMMA CP statisticki je znacajno viSa no
kod ekstrakta 10% AgNPs-PMMA CP (p<0,05).
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Na Grafikonu 26 1 u Tabeli 45 prikazane su vrednosti apsorbance u trodnevnim 50%

ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.
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Grafikon 26. Vrednosti apsorbance u trodnevnim 50% ekstraktima razli¢itih tipova
ispitivanih materijala.

Tabela 45. Vrednosti apsorbance u razli¢itim trodnevnim ekstraktima ispitivanih materijala
koncentracije 50%

Ispitivani materijal p
(50% ekstrakt) T
10 % AgNPs-PMMA HP 0,154 £ 0,005 (0,154) d***
10 % Ag-CI-PMMA HP 0,149 + 0,008 (0,148)  d*

10 % Ag-CI-PMMA CP 0,153 + 0,007 (0,155) d***
10 % AgNPs-PMMA CP 0,139 £ 0,005 (0,139)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a — vs AgNPs-PMMA HP, b — vs AgCI-PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs-PMMA CP
(ANOVA, Tukey HSD)

ANOVA je utvrdila da postoji statisticki znaCajna razlika vrednosti MTT testa

sedmodnevnih ekstrakata koncentracije 50% razli€itih tipova ispitivanih materijala (p<0,001).

Ponaosob poredeno, u Post Hoc analizi, utvrdeno je da su u odnosu na vrednost
apsorbance ekstrakta 10% AgNPs-PMMA CP statisticki znacajno viSe vrednosti 10% AgNPs-
PMMA HP i 10% AgCI-PMMA CP (p<0,001), kao i ekstrakta 10% AgCI-PMMA HP
(p<0,05).
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Na Grafikonu 27 1 u Tabeli 46 prikazane su vrednosti apsorbance u trodnevnim 100%

ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.
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Grafikon 27. Vrednosti apsorbance u trodnevnim 100% ekstraktima razli¢itih tipova
ispitivanih materijala.

Tabela 46. Vrednosti apsorbance u razli¢itim trodnevnim ekstraktima ispitivanih materijala
koncentracije 100%

Ispitivani materijal p
(100% ekstrakt) ook
10 % AgNPs-PMMA HP 0,142 + 0,006 (0,144)  d**

10 % Ag-CI-PMMA HP 0,142 + 0,009 (0,139)  d**

10 % Ag-CI-PMMA CP 0,134 + 0,007 (0,131)

10 % AgNPs-PMMA CP 0,126 £ 0,005 (0,123)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs AgNPs-PMMA HP, b — vs AgCI-PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs-PMMA CP
(Kruskal-Wallis test, Pairwise Comparison)

Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti apsorbance

trodnevnih 100% ekstrakata razlicitih tipova ispitivanih materijala (p<0,001).

Poredenjem vrednosti apsorbance izmedu ekstrakata ponaosob, utvrdene su statisticki
znacajno viSe vrednosti apsorbance kod ekstrakata 10% AgNPs-PMMA HP i 10% AgClI-
PMMA HP u odnosu na 10% AgNPs-PMMA CP (p<0,01).

Rezultati | Ispitivanja efekata modifikovanih PMMA na ¢elijsku kulturu 121



Nikola R. Gligorijevié | Doktorska disertacija

5.7.7. Vrednosti apsorbance u sedmodnevnim ekstraktima ispitivanih koncentracija u

zavisnosti od tipa ispitivanog materijala

Na Grafikonu 28 i1 u Tabeli 47 prikazane su vrednosti apsorbance u sedmodnevnim

6,25% ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.
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Grafikon 28. Vrednosti apsorbance u sedmodnevnim 6,25% ekstraktima razli¢itih tipova
ispitivanih materijala.

Tabela 47. Vrednosti apsorbance u razli¢itim sedmodnevnim ekstraktima ispitivanih
materijala koncentracije 6,25%

Ispitivani materijal p
(6,25% ekstrakt) ook
10 % AgNPs-PMMA HP 0,165 £ 0,005 (0.165)

10 % Ag-CI-PMMA HP 0,150 + 0,014 (0.148)

10 % Ag-CI-PMMA CP 0,175+ 0,011 (0.177)  b**

10 % AgNPs-PMMA CP 0,161 + 0,006 (0.162)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a —vs AgNPs-PMMA HP, b — vs AgCI-PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs-PMMA CP
(ANOVA, Dunnett T3 test)

ANOVA je utvrdila statisti¢i znacajnu razliku vrednosti apsorbance sedmodnevnih

6,25% ekstrakata razli¢itih tipova ispitivanih materijala (p<0,001).
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Poredenjem vrednosti apsorbance izmedu tipova ekstrakata ponaosob Dunnett T3
testom utvrdeno je da je vrednost apsorbance ekstrakta 10% AgCl-PMMA CP statisticki
znacajno visa no kod ekstrakata 10% AgCI-PMMA HP (p<0,01).

Na Grafikonu 29 i1 u Tabeli 48 prikazane su vrednosti apsorbance u sedmodnevnim

12,5% ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.
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Grafikon 29. Vrednosti apsorbance u sedmodnevnim 12,5% ekstraktima razli¢itih tipova
ispitivanih materijala.

Tabela 48. Vrednosti apsorbance u razli¢itim sedmodnevnim ekstraktima ispitivanih
materijala koncentracije 12,5%

Ispitivani materijal p
(12,5% ekstrakt) fakalal
10 % AgNPs-PMMA HP 0,168 + 0,005 (0,170) c**d***
10 % Ag-CI-PMMA HP 0,154 + 0,009 (0,151)

10 % Ag-CI-PMMA CP 0,145+ 0,011 (0,149)

10 % AgNPs-PMMA CP 0,141 + 0,014 (0,137)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs AgNPs HP, b — vs AgCI-PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs-PMMA CP
(Kruskal-Wallis test, Pairwise Comparison)

Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti apsorbance

sedmodnevnih 12,5% ekstrakata razli€itih ispitivanih materijala (p<0,001).
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Poredenjem vrednosti apsorbance izmedu ekstrakata ponaosob utvrdeno je da je
vrednost apsorbance 10% AgNPs-PMMA HP statisticki znacajno viSa od vrednosti kod
ekstrakata 10% AgCl-PMMA CP (p<0,01) i 10% AgNPs-PMMA CP (p<0,001).

Na Grafikonu 30 1 u Tabeli 49 prikazane su vrednosti apsorbance u sedmodnevnim 25%

ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.
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Grafikon 30. Vrednosti apsorbance u sedmodnevnim 25% ekstraktima razli¢itih tipova
ispitivanih materijala.

Tabela 49. Vrednosti apsorbance u razli¢itim sedmodnevnim ekstraktima ispitivanih
materijala koncentracije 25%

Ispitivani materijal P
(25% ekstrakt) e
10 % AgNPs-PMMA HP 0,142 + 0,008 (0,145)

10 % Ag-CI-PMMA HP 0,147 £ 0,005 (0,149)

10 % Ag-CI-PMMA CP 0,133 £ 0,010 (0,132)

10 % AgNPs-PMMA CP 0,153 £ 0,007 (0,157)  ¢**

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. = SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs AgNPs HP, b — vs AgCI-PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs-PMMA CP
(Kruskal-Wallis test, Pairwise Comparison)

Kruskal-Wallis testom je utvrdena statisticki znacajna razlika vrednosti apsorbance

sedmodnevnih 25% ekstrakata (p<0,01).
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Poredenjem vrednosti apsorbance izmedu ekstrakata ponaosob utvrdeno je da je
vrednost apsorbance ekstrakta 10% AgNPs-PMMA CP statisticki zna€ajno viSa u odnosu na
ekstrakt 10% AgCI-PMMA CP (p<0,01).

Na Grafikonu 31 iu Tabeli 50 prikazane su vrednosti apsorbance u sedmodnevnim 50%

ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.
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Grafikon 31. Vrednosti apsorbance u sedmodnevnim 50% ekstraktima razli¢itih tipova
ispitivanih materijala.

Tabela 50. Vrednosti apsorbance u razli¢itim sedmodnevnim ekstraktima ispitivanih
materijala koncentracije 50%

Ispitivani materijal P
(50% ekstrakt) SRk
10 % AgNPs-PMMA HP 0,139 + 0,003 (0,139)
10 % Ag-CI-PMMA HP 0,172 + 0,011 (0,172) a***d**
10 % Ag-CI-PMMA CP 0,161 + 0,007 (0,163) a***d*
10 % AgNPs-PMMA CP 0,142 £ 0,014 (0,139)
Vrednosti su prikazane kao sr.vr. = SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;

a — vs AgNPs-PMMA HP, b — vs AgCI-PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs-PMMA CP
(ANOVA, Dunnett T3 test)

ANOVA je utvrdila statisticki znacajnu razliku vrednosti MTT testa razliclitih tipova

sedmodnevnih 50% ekstrakata ispitivanih materijala (p<0,001).

Poredenjem vrednosti apsorbance izmedu ekstrakata ponaosob utvrdeno je da je

vrednost apsorbance ekstrakata 10% AgCI-PMMA HP i 10% AgCI-PMMA CP statisticki
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znacajno visa u odnosu na 10% AgNPs-PMMA HP (p<0,001) i 10% AgNPs-PMMA CP
(p<0,01, odnosno p<0,05).

Na Grafikonu 32 1 u Tabeli 51 prikazane su vrednosti apsorbance u sedmodnevnim

100% ekstraktima ispitivanih modifikovanih PMMA.
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Grafikon 32. Vrednosti apsorbance u sedmodnevnim 100% ekstraktima razli¢itih tipova
ispitivanih materijala.

Tabela 51. Vrednosti apsorbance u razli¢itim sedmodnevnim ekstraktima ispitivanih
materijala koncentracije 100%

Ispitivani materijal p
(100% ekstrakt) Cowkx
10 % AgNPs-PMMA HP 0,136 £ 0,007 (0,135)

10 % Ag-CI-PMMA HP 0,156 + 0,013 (0,156)  ad*

10 % Ag-CI-PMMA CP 0,147 + 0,003 (0,147) a**d*
10 % AgNPs-PMMA CP 0,138 £ 0,007 (0,137)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
a—vs AgNPs-PMMA HP, b — vs AgCI-PMMA HP, ¢ — vs AgCI-PMMA CP, d — vs AgNPs-PMMA CP
(ANOVA, Dunnett T3 test)

ANOVA je utvrdila statisticki znacajnu razliku vrednosti apsorbance kod razlicitih

tipova sedmodnevnih ekstrakata koncentracije 100% (p<0,001).

Poredenjem vrednosti apsorbance izmedu ekstrakata razliCitih tipova ponaosob

utvrdeno je da su vrednosti ekstrakata 10 % AgCI-PMMA HP i 10% AgCI-PMMA CP
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statisticki znacajno viSe u odnosu na ekstrakte 10% AgNPs-PMMA CP (p<0,05) 1 10% AgNPs-
PMMA HP (p<0,05, odnosno p<0,01).
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5.8. Rezultati ispitivanja vijabilnosti i proliferacije Celijske kulture u

prisustvu nemodifikovanih PMMA materijala

5.8.1. Rezultati ispitivanja efekta nemodifikovanih PMMA materijala na ¢elijsku

kulturu direktnim kontaktom

U ispitivanju efekata ispitivanih materijala u direktnom kontaktu sa ¢elijama, 1929
fibroblasti su zasadeni i1 inkubirani na materijalima u trajanju od 72 sata. Efekat materijala na
¢elijama je analiziran primenom svetlosne mikroskopije a proliferacija celija je merena

primenom MTT testa.

Izgled ¢elija u direktnom kontaktu sa materijalima prikazan je na Slikama 40-41, dok

je kontrolna kultura ¢elija (bez materijala) prikazana na Slici 42.

Slika 40. Izgled 1929 ¢elija u direktnom kontaktu sa PMMA HP nakon 72 h inkubacije; fazni
kontrast; uvecanje objektiva 10x.

Celije su karakteristiénog izgleda za fibroblaste pri ¢emu se uodavaju krupnije ¢elije u
ve¢em broju u direktnom kontaktu PMMA HP sa ¢elijama. Ovo ukazuje na potencijalno

stimulatorni efekat PMMA HP materijala na rast ¢elija.
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Slika 41. Izgled 1929 ¢elija u direktnom kontaktu sa PMMA CP nakon 72 h inkubacije; fazni
kontrast; uvecanje objektiva 10x.

Celije su igli¢aste i oblika nalik fibroblastima ali ih ima u manjem broju §to ukazuje na
blago toksic¢ni i anti-proliferativni efekat materijala PMMA CP u direktnom kontaktu sa

¢elijama.

Slika 42. 1zgled 1929 ¢elija u kontrolnoj kulturi nakon 72 h inkubacije; fazni kontrast;
uvecanje objektiva 10x.
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Na Grafikonu 33 prikazani su rezultati MTT testa koji je uraden nakon 72 h inkubacije

¢elija sa nemodifikovanim PMMA HP i CP materijalima u direktnom kontaktu.

Moze se uociti da je proliferacija ¢elija u prisustvu kontrolnog materijala PMMA HP
stimulisana (vrednost apsorbance je statitstiCki znacajno viSa od kontrole) dok je u slucaju
kontrolnog materijala PMMA CP inhibirana $to ukazuje na toksican efekat u direktnom
kontaktu sa ¢elijama materijala PMMA CP ali je toksic¢an efekat slabije izraZzen u odnosu na

toksi¢ne efekte koje izazivaju materijali sa preparatima srebra.
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Grafikon 33. Rezultati MTT testa u ispitivanju efekata kontrolnih materijala na L929
fibroblaste u direktnom kontaktu ¢elija sa materijalima; rezultati su prikazani kao aritmeticka
sredina sa standardnom devijacijom; p<0,001 za oba materijala u odnosu na kontrolu.

Rezultati ukazuju na to da materijali u direktnom kontaktu ne ometaju proliferaciju

¢elija.
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5.8.2. Rezultati ispitivanja efekta nemodifikovanih PMMA materijala na éelijsku
kulturu u indirektnom kontaktu ¢elija sa jednodnevnim ekstraktima

nemodifikovanih PMMA materijala

Na Grafikonu 34 i u Tabeli 52 prikazane su vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata
materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu celija sa jednodnevnim ekstraktima

PMMA HP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 34. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva jednodnevnih ekstrakata PMMA HP
razli¢itih koncentracija na L.929 fibroblaste.

Tabela 52. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa jednodnevnim ekstraktom PMMA HP razli¢itih koncentracija i
kontrolama

p
K 0,143 £ 0,001 (0,143)
K37 0,110 £ 0,002 (0,109)
Koncentracija Fkx
6,25% 0,148 + 0,005 (0,147)
12,5% 0,129 £ 0,001 (0,129)
25% 0,142 + 0,006 (0,144)
50% 0,130+ 0,011 (0,129)
100% 0,105 £ 0,002 (0,105)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001
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Na Grafikonu 35 i u Tabeli 53 prikazane su vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata
materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu celija sa jednodnevnim ekstraktima

PMMA CP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 35. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva jednodnevnih ekstrakata PMMA CP
razli¢itih koncentracija na L929 fibroblaste.

Tabela 53. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa jednodnevnim ekstraktom PMMA CP razli¢itih koncentracija i
kontrolama

p
K 0,143 £ 0,001 (0,143)
K37 0,110 + 0,002 (0,109)
Koncentracija Fx
6,25% 0,155 £+ 0,004 (0,154)
12,5% 0,149 £ 0,003 (0,148)
25% 0,143 + 0,006 (0,142)
50% 0,113 £ 0,001 (0,113)
100% 0,107 £+ 0,006 (0,108)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001
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5.8.3. Rezultati ispitivanja efekta nemodifikovanih PMMA materijala na ¢éelijsku
kulturu u indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktima

nemodifikovanih PMMA materijala

Na Grafikonu 36 i u Tabeli 54 prikazane su vrednosti rezultata apsorbance u ispitivanju
efekata materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktima

PMMA HP u zavisnosti od njihove koncentracije.

0.180
0.160
— 0.140
£
c
2 0120
w
Q 0.100
T2}
S 0.080
c
1]
0
5 0.060
vy
&
0.040
0.020
0.000
6,25% 12,5% 25% 50% 100%

koncentracija

Grafikon 36. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva trodnevnih ekstrakata PMMA HP
razli¢itih koncentracija na L929 fibroblaste.

Tabela 54. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktom PMMA HP razli¢itih koncentracija i
kontrolama

p
K 0,143 £ 0,001 (0,143)
K37 0,110 £ 0,002 (0,109)
Koncentracija Fxx
6,25% 0,160 £ 0,005 (0,160)
12,5% 0,142+ 0,001 (0,143)
25% 0,135+ 0,001 (0,136)
50% 0,123 £ 0,005 (0,122)
100% 0,112 £ 0,004 (0,112)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001
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Na Grafikonu 37 1 u Tabeli 55 prikazane su vrednosti rezultata apsorbance u ispitivanju
efekata materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktima

PMMA CP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 37. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva trodnevnih ekstrakata PMMA CP
razli¢itih koncentracija na L929 fibroblaste.

Tabela 55. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa trodnevnim ekstraktom PMMA CP razli¢itih koncentracija i
kontrolama

p
K 0,143 £ 0,001 (0,143)
K37 0,110 £ 0,002 (0,109)
Koncentracija Fhx
6,25% 0,164 £ 0,003 (0,164)
12,5% 0,137 £ 0,002 (0,137)
25% 0,142 + 0,012 (0,143)
50% 0,125 £ 0,005 (0,123)
100% 0,109 £ 0,009 (0,105)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001
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5.8.4. Rezultati ispitivanja efekta nemodifikovanih PMMA materijala na éelijsku
kulturu u indirektnom kontaktu ¢elija sa sedmodnevnim ekstraktima

nemodifikovanih PMMA materijala

Na Grafikonu 38 i u Tabeli 56 prikazane su vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata
materijala na 1929 fibroblaste u indirektnom kontaktu ¢elija sa sedmodnevnim ekstraktima

PMMA HP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 38. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva sedmodnevnih ekstrakata PMMA HP
razli¢itih koncentracija na L929 fibroblaste.

Tabela 56. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa sedmodnevnim ekstraktom PMMA HP razli¢itih koncentracija
1 kontrolama

p
K 0,181 £ 0,005 (0,182)
K37 0,189 + 0,006 (0,188)
Koncentracija Fkx
6.25% 0,184 £ 0,009 (0,182)
12.5% 0,167 £ 0,006 (0,166)
25% 0,197 £ 0,007 (0,194)
50% 0,207 £ 0,008 (0,210)
100% 0,158 £ 0,002 (0,158)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001
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Na Grafikonu 39 i u Tabeli 57 prikazane su vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata
materijala na L929 fibroblaste u indirektnom kontaktu ¢elija sa sedmodnevnim ekstraktima

PMMA CP u zavisnosti od njihove koncentracije.
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Grafikon 39. Rezultati MTT testa u ispitivanju dejstva jednodnevnih ekstrakata PMMA CP
razli¢itih koncentracija na L929 fibroblaste.

Tabela 57. Vrednosti apsorbance u ispitivanju efekata materijala na L929 fibroblaste u
indirektnom kontaktu ¢elija sa jednodnevnim ekstraktom PMMA CP razli¢itih koncentracija i
kontrolama

p
K 0,181 £ 0,005 (0,182)
K37 0,189 £ 0,006 (0,188)
Koncentracija Fhx
6.25% 0,194 £ 0,004 (0,194)
12.5% 0,200 £ 0,007 (0,201)
25% 0,188 £ 0,011 (0,189)
50% 0,188 £ 0,015 (0,191)
100% 0,166 £ 0,005 (0,164)

Vrednosti su prikazane kao sr.vr. £ SD (Me); * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001
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6. DISKUSIJA

6.1. Diskusija karakterizacije modifikovanih PMMA materijala

6.1.1. Diskusija FTIR analize uzoraka modifikovanih PMMA materijala

Spektroskopija je metoda kojom se moze odrediti talasna duzina svake komponente u
spektru 1 koristi se za identifikaciju 1 proucavanje hemijskih jedinjenja. Infracrvena
spektroskopija (IR) se koristi u odredivanju strukture molekula i njihovoj hemijskoj
identifikaciji, 1 to obicno za analizu organiskih jedinjenja ili neorganskih jedinjenja sa

viSeatomskim katjonima ili anjonima [287].

Infracrvenom (IR) spektroskopijom se moze odrediti struktura nepoznatog molekula
propustanjem infracrvenog zracenja kroz uzorak [287]. Nakon prolaska kroz uzorak nepoznatog
jedinjenja, intenzitet upadnog zraka se smanjuje, $to se objaSnjava apsorpcijom dela zracenja
od strane jedinjenja. Kada su izloZeni infracrvenom zracenju, molekuli uzorka selektivno
apsorbuju zracenje specificnih talasnih duzina $to izaziva promenu njihovog dipolskog
momenta molekula. Sledstveno tome, nivoi vibracione energije molekula uzorka prelaze iz
osnovnog u pobudeno stanje. Vecina molekula je infracrveno aktivna, a infracrveni spektar je
molekularni vibracioni spektar [303]. Infracrvena spektroskopija istrazuje te molekularne
vibracije. Funkcionalne grupe mogu biti povezane sa karakteristicnim infracrvenim opsezima

apsorpcije, koji odgovaraju osnovnim vibracijama tih funkcionalnih grupa [287].

Infracrvena spektroskopija se koristi u odredivanju strukture molekula i njihovoj
hemijskoj identifikaciji, i to obi¢no za analizu organiskih jedinjenja ili neorganskih jedinjenja

sa viSeatomskim katjonima ili anjonima [287].

Posledica apsorpcije infracrvenog zraCenja je promena energije vibracije 1 rotacije
molekula. Podrucje apsorpcije zracenja proteze se od 0,75 do 1000 pum i deli se na blisko
infracrveno podruéje (0,75 do 2,5 um), osnovno infracrveno podrucje (2,5 do 25 um) i daleko
infracrveno podrucje (25 do 1 000 um) [287]. Infracrveni deo elektromagnetnog spektra se, na
osnovu njihovog odnosa sa vidljivim spektrom, deli u tri regiona: bliski (12800-4000 cm™}),
srednji (4000-200 cm ') i daleki (50-1000 cm™'). Bliski deo je visokoenergetski sa vrednostima
14000-4000 cm ™! (0.8-2.5 pm talasne duZine) i moZe da pobudi harmonijske vibracije. Srednji
infracrveni region, aproksimativno 4000-400 cm ! (2.5-25 pm) sluzi za analizu fundamentalnih
vibracija 1 srodnih rotaciono-vibracionih struktura. Daleki infracrveni opseg od aproksimativno

400-10 cm ™! (25-1000 um) i nalazi se pored mikrotalasnog regiona. Najcesée koriséeno
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podruéje za infracrvenu apsorpcionu spektroskopiju je 4000-400 cm™, jer je apsorpciono

zracenje vecine organskih jedinjenja i neorganskih jona unutar ovog podrugja.

Infracrvena spektroskopija sa Fourier-transformacijom (FTIR) je egzaktna metoda koja
se koristi za dobijanje infracrvenog spektra apsorpcije ili emisije ¢vrstog, tecnog materijala i
gasa. FTIR spektrometar istovremeno prikuplja podatke visoke spektralne rezolucije u Sirokom
rasponu talasnih duzina. Cilj FTIR analize je da se izmeri koliko svetlosti uzorak apsorbuje na
svakoj talasnoj duzini. Rezultat se dobija nakon kompjuterske obrade podataka, Sto se dogada
matematiCkim algoritmom koji se naziva Fourier-transformacija. FTIR spektrometri su

infracrveni spektrometri treée generacije, a greska je u opsegu + 0,01 cm’!,

FTIR spektroskopija ima veliki opseg primene, od analize malih molekula ili
molekularnih kompleksa do analize ¢elija ili tkiva [287]. Prednost FTIR analize je jednostavna
upotreba, kratko trajanje merenja, merenje velikog broja uzoraka i ponovljivost merenja i to
sve bez uniStavanja uzorka [304]. Tehnika je postigla visoku preciznost i tacnost u merenju, pa

se moze koristiti u industrijske, istrazivacke i razvojne svrhe [305].

Polimeri predstavljaju dobru matricu za ugradnju NPs metala, sa izuzetnim optickim i
elektricnim svojstvima [306]. NPs znacajno uti¢u na polimerni matriks, a u zavisnosti od
stepena prisustva obezbeduju materijalu svojstva koja nije posedovao u ¢istom obliku [307].
Marutani i sar. su naveli da in situ polimerizacija znacajno pobolj$ava modifikaciju polimernog

matriksa neorganskim Cesticama [308].

Infracrvena spektroskopija je studija interakcije infracrvenog svetla sa materijalom, ¢ija
je namena identifikacija nepoznatih materijala, ispitivanje kvaliteta uzorka ili odredivanje
koli¢ine komponenti u smesi [309]. Hemijski sastav i neki uvid u mikroskopsku strukturu
sastojaka u polimernom kompozitu mogu biti direktno dobijene koriS¢enjem infracrvene
spektroskopije. Konkretno, FTIR je dobro utvrdena tehnika za karakterizaciju polimera [305].
U ovom istrazivanju FTIR je koriS¢en u cilju identifikacije AgNPs i AgCl u PMMA CP i HP

materijalu, kako bi se potvrdila struktura modifikovanog jedinjenja.

Uvodenje AgNPs u konvencionalne polimere rezultira novim materijalima sa
poboljSanim svojstvima. Literatura koja opisuje pripremu AgNPSs kombinuje klasi¢ne koloidne
metode sa modernom nanotehnologijom §to dovodi do mnogih postupaka za modifikaciju
povrsine, kontrolu veli€ine Cestica i pripremu Cestica [310]. Singh i Khanna su bili medu prvima

koji su sintetisali AGQNPs-PMMA, metodom u jednom koraku in situ. Inicijalno su pripremili
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polimer, PMMA, a zatim je rastvor AgNO3z u dimetil formamidu (DMF) dodat u rastvor

polimera takode u DMF-u da bi se pripremio nanokompozitni materijal [311].

Singho i sar. su naveli da je klju¢ uspesne sinteze Ag/PMMA nanokompozita zapravo
skrivena PMMA polimerizacija na povr$ini srebrnih NPs. PMMA in situ formira aktivno mesto
koje pokrece polimerizaciju i stvara nanodisperziju Ag/PMMA nanokompozita. PMMA deluje
kao zaStitno sredstvo koje ogranicava pokretljivost jona srebra tokom reakcije, pa je
aglomeracija kontrolisana. Kao rastvarac¢ za hemijsku mrezu izmedu AgNPs i PMMA koriS¢en

je DMF. FTIR analiza je potvrdila interakciju izmedu komponenti Ag/PMMA [306].

Puiso i sar. su AgNPs i nanokompozit PMMA sintetisali in situ fotoindukovanom
termalno-redukcionim metodom. FTIR-om je analizirana interfacijalna interakcija nanocestica

srebra i PMMA polimera [312].

U nasoj studiji komercijalne AgNPs i AgCI dodavane su prahu polimera PMMA, §to je

omogucilo jasnu potvrdu da su one u polimerizovanom materijalu.

Rezultati disertacije ukazuju da su FTIR spektri PMMA CP i spektri PMMA sa
ugradenim 10% AgNPs/AgCl sli¢ni po izgledu. Najveca razlika ogleda se u intenzitetu i
polozaju maksimuma trake koja potice od valencionih vibracija OH grupe iz apsorbovane

vlage, 1 €iji je maksimum pomeren za 9, odnosno 23 jedinica ka ve¢im vrednostima talasnih

brojeva u spektrima PMMA CP sa AgNPs, odnosno AgCl.

Uporednom analizom FTIR spektra PMMA HP sa spektrom 10% AgNPsPMMA HP
uocava se velika sli¢nost u njthovom izgledu. Najveca razlika se ogleda u intenzitetu i polozaju
maksimuma trake koja potice od valencionih vibracija OH grupe iz apsorbovane vlage, ¢iji je
intenzitet ve¢i, a maksimum pomeren za 5 jedinica ka nizim vrednostima talasnih brojeva u
spektru 10% AgNPs PMMA. U spektrima 10% AgCl PMMA HP uocava se povecanje
intenziteta pojedinih pikova, pomeranje maksimuma, pa ¢ak 1 pojava novih pikova na 3536 cm’

112927 cm™ na §to ukazuje na prisustvo AgCl u polimeru.

Jawad 1 sar. su u studiji o unapredenju mehanickih svojstava toplo polimerizovanog
PMMA cink oksidom istrazivali hemijske strukture ispitivanih materijala pre i1 nakon
vezivanja. Autori su dobili IR spektre MMA te¢nosti. Spektar MMA sadrzi traku na 2955 cm’
!, koja poti¢e od valencionih vibracija alifati¢nih —C-H veza, i jake trake na 1718 cm™ i 1148
cm’!, koje poti¢u od valencionih vibracija C=0 i C-O veza, respektivno. Trake na 1434 cm™ i

1637 cm™ poti¢u od vibracija C-C i C=C veze, respektivno. FTIR spektri MMA i PMMA
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kontrolne grupe su koris¢eni kao standardi za uporedivanje drugih polimerizovanih akrilnih
grupa. MMA spektar sadrzi jake trake na 1718 cm™ i 1148 cm’, koje poti¢u od valencionih
vibracija C=0 i C-O veza, respektivno. Trake na 1434 cm™ i 1637 cm™! poti¢u od vibracija C-
C 1 C=C veze, respektivno. Na FTIR spektru PMMA nema trake od C=C veze, §to pokazuje
da je polimerizacija uspesno izvedena, odnosno da je doslo do konverzije MMA monomera u

polimer [313].

Sli¢ni opsezi refleksije Cistog PMMA detektovani su FTIR-ATR (engl. Attenuated
total reflectance) metodom u istrazivanju Siddiqui i sar. [302]. Spektri Cistog PMMA i svih
nanokompozita izgledaju sli¢no, $to ukazuje da je ukljuCivanje AgNPs u polimer matriks
prilicno fizicko bez jake hemijske veze. U literaturi je objavljeno analogno zapazanje [314,315].
Ovi rezultati pokazuju da AgNPs PMMA nanokompoziti nalikuju ¢vrstom rastvoru sa slabom
interakcijom izmedu polimernog matriksa i NPS. Gopalakrishnan i sar. su zakljuéili da bi
interakcija izmedu AgNP-a i1 polimerne strukture mogla biti fizicke prirode sli¢na van der
Valsovim silama [316]. Hemijska veza izmedu AgNPs i razli¢itih polimernih matrica je
objavljena u literaturi [306,311]. Grupa autora je otkrila da AgNPs obloZeni silaniziraju¢im
sredstvom za spajanje formiraju hemijsku vezu sa toplotno polimerizovanom baznom smolom
proteze. Stoga se oCekuje da ¢e poboljsati njegovu disperzibilnost i spreciti aglomeraciju. Posto
je hemijski reagovao, moze biti deo smole baze proteze $to dovodi do manje aglomeracije i

dostupnosti viSe srebra za antimikrobno dejstvo [317].

Karakterizacija ispitivanog materijala FTIR metodom jasno je detektovala prisustvo
AgNPs i AgCl pri svim ispitivanim koncentracijama. U rezultatima su prikazani spektrogrami
karakteristi¢ni za 10% AgNPs PMMA i 10% AgCl PMMA CP i HP, dok su u prilogu dati
spektrogrami 2% 1 5% AgNPs PMMA 12% 1 5% AgCl PMMA CP i HP.

6.1.2. Diskusija SEM analize modifikovanih PMMA materijala

Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM) je odlicno sredstvo za karakterizaciju
materijala, a u ovoj studiji je jako korisna za analizu povrSinske morfologije, veliCine 1
raspodele NPs u materijalu [318]. SEM funkcionise tako $to usmerava fokusirani snop elektrona
na uzorak, a elektroni u interakciji sa materijalom proizvode sekundarni elektronski signal koji
se moze koristiti za formiranje slike povrSine uzorka [319]. Ovo ¢ini SEM idealnom tehnikom
za analizu distribucije i morfologije AgNP unutar PMMA [320]. Koriste¢i SEM, moze da se
ispita morfologija Cestica i izvuce histogram iz slika bilo merenjem i brojanjem Cestica rucno,

ili koris¢enjem specificnog softvera [321]. Kombinacija SEM sa energetski disperzivnom
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rendgenskom spektroskopijom (EDX) mozZe se koristiti za ispitivanje morfologije praha srebra,
kao i za analizu hemijskog sastava modifikovanih materijala [322]. Ograni¢enje SEM je to $to
nije u stanju da prikaze unutrasnju strukturu, ali moze da pruzi vredne informacije u vezi sa
CistoCom 1 stepenom agregacije Cestica. Savremeni SEM visoke rezolucije je u stanju da

identifikuje morfologiju nanocestica ispod nivoa od 10 nm.

U ovom istrazivanju opisanom metodom ispitivane su morfoloske karakteristike i
distribucija biocidnih estica u uzorcima modifikovanih PMMA CP i1 HP sa dodatkom 10%
biocidnog agensa (AgNPs/AgCl). Utvrdeno je prisustvo AgNPs u modifikovanom PMMA
CP i HP, kao i njihovo Sirenje i distribucija unutar testiranih materijala. Takode je na
elektromiografijama uo€eno i Sirenje i distribucija Cestica AgCl u modifikovanom PMMA CP
1 HP. Homogenizacija ¢estica AgCl u polimeru nije bila potpuna, te su, analogno tome, Cestice
ostale u agregatima. Takode, moze se primetiti da su veli¢ine pojedinacnih Cestica AgCl oko 1
um, te je egzaktno dokazano da ova so srebra nije nanokompozit. Njena antimikrobna aktivnost
u polimernom matriksu PMMA dokazala je da nano-kompozicija nije preduslov za

unapredenje materijala za bazu proteze.

Rezultati jasno pokazuju da su se biocidne Cestice (AgNPs/AgCl) uspesno ugradile u
polimernu matricu i modifikovale funkcionalna svojstva ispitivanog PMMA. Dobijeni rezultati
su u skladu sa nalazima drugih istrazivaca, koji su se bavili analizom morfologije 1 distribucije
AgNPsu PMMA SEM metodom [323]. Rezultati Goyal i sar. pokazuju da su AgNPs uglavnom
sferi¢ne i da su razli¢itih veli¢ina u ispitivanim uzorcima. Stavise, SEM analiza je pokazala da
su AgNPs ravnomerno dispergovane unutar PMMA matrice. Ovi nalazi pruzaju vazan uvid u
ponasanje AgNPs unutar polimerne strukture PMMA 1 mogu imati znacajne implikacije za

njihovu upotrebu [323].

Rezultati prethodnih istrazivanja ukazuju na to da oblik NPs uti¢e na antimikrobnu
aktivnost. Prijavljeno je da trouglasti AgNPs ispoljavaju vecu biocidnu aktivnost protiv E. coli
u poredenju sa Stapicastim ili sferinim [324]. U istrazivanju Makvandi 1 sar. navodi se da
modifikovanje PMMA dodavanjem AgNPs ¢ini polimernu mreZzu manje glatkom, Sto ukazuje
na ulogu AgNPs kao sredstva za ucvrS¢ivanje [300]. Grupa autora je otkrila da je unoSenje
AgHAP (srebro-hidroksi apatit) NPs u polimernu matricu dovelo do promene mehanickih i
reoloskih svojstava, kao 1 do razvoja novih svojstava modifikovanog materijala. U rezultatima
se navodi da kako se veli¢ina pora smanjuje, AgHAP NPs postaju ravnomernije dispergovane

u porama PCL/PMMA, sa veli¢inama pora u rasponu od 12,53 do 15,03 nm. Pored toga,
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otkriveno je da su male pore ugradene u velike pore, verovatno zbog prisustva PEG tokom
pripreme AgHAP/PCL/PMMA nanokompozita. PMMA modifikovan AgHAP (srebro-
hidroksiapatit) pokazuje strukturalne mikro promene u pogledu zaravnjavanje pora, inace,

porozne structure PMMA [325].

6.1.3. Diskusija analize stabilnosti boje modifikovanih PMMA materijala

Stabilnost boje PMMA modifikovanih dodavanjem NPs je od ogromnog znacaja za
estetiku dugotrajnih restauracija. Stabilnost boje je i ranije prouc¢avana u in vitro uslovima kod
razli¢itth PMMA materijala. Kako su PMMA materijali podlozni apSorpciji vode 1
rastvorljivosti u vodi, oni mogu da apsorbuju ili izgube rastvorljive komponente u te¢nostima.
Razlog zbog koga dolazi do razgradnje ovih materijala i konsekvetno do promene njihove boje

je u direktnoj zavisnosti sa ovim svojstvima, ali i od sastava pljuvacke [326].

Istrazivanje Bohra i sar. ukazuje na to da konvencionalni PMMA HP pokazuje bolju
stabilnost od PMMA CP [327]. Rezultati studije Shah i sar. pokazuju nepostojanje promene
boje kod najlonskih, ni kod PMMA materijala za izradu baze proteze bez obzira na tehniku
proizvodnje (konvencionalna tehnika kivetiranja; tehnika ubrizgavanja) i nakon potapanja u

sredstva za ¢iS¢enje proteza [291].

Promene boje materijala za izradu baze proteza mogu biti posledica izlaganja oralnim
teCnostima, pi¢ima 1 sredstvima za CiS€enje proteza. Analizom stabilnosti boje privremenih
fiksnih restauracija izradenih od PMMA i materijala na bazi bis-akrila bavili su se Gujjari i sar.
i zakljucili su da je PMMA stabilniji u boji od smole na bazi bis-akrilnog kompozita

koriS¢enjem ultraljubicastog spektrofotometra [328].

U istrazivanju Elhatery-a, PMMA materijali modifikovani dodavanjem cirkonijum NPs
daju blagi uticaj (prema NBS jedinicama) na promenu boje modifikovanih uzoraka nezavisno
od polimerizacione metode [329]. Ovo se moze objasniti belom bojom NPs cirkonijuma za koje
se ne ocekuje da negativno uticu ili ugroze estetski izgled PMMA materijala, posebno ako se
koriste u malim procentima. Ova mala promena boje je u saglasnosti sa nalazima Ihaba i sar.
[330] koji su otkrili da je doSlo do povecanja koli¢ine apsorpcije svetlosti sa pove¢anjem
koncentracije NPs cirkonijuma unutar PMMA HP. Prema Azizu [331] procenat NPs unutar
matrice PMMA ne bi trebalo da prelazi 5%, ina¢e NPs dovode do velikih promena u boji. Nasi
rezultati ukazuju na to da AgNPs i pri izuzetno niskim koncentracijama (2%) znacajno uticu

na promenu boje (zatamnjenje od oko 220%).
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Vaiyshnavi 1 sar. su izvestili o nepostojanju promene boje i dobroj stabilnosti boje

PMMA modifikovanih dodatkom 0,05% 1 0,2% AgNPs [332].

Analizom stabilnosti boje 1 ¢vrsto¢e na savijanje o¢ne proteze nakon modifikacije
dodavanjem ZnO2, TiO2 i Ba2SO4 bavili su se Goiato i sar. [333]. Zakljucili su da na boju ocne
proteze uti¢u koncentracija i vrsta materijala kojim je modifikovan PMMA. U njihovoj studiji,
modifikacija sa dodatkom TiO: je imala najbolju stabilnost boje i prihvatljiva mehanicka

svojstva.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su znacajnu promenu boje dodatkom oba tipa

srebra u PMMA CP i HP, u svim ispitivanim koncentracijama.

Kada su u pitanju hladno polimerizovani akrilati, u poredenju sa standardom (osnovni
uzorak PMMA CP bez dodatih AgNPs ili Cestica AgCl) uzorci u kojima se nalaze Cestice srebra
su znatno tamniji. Boja se pomera ka sivoj sa zelenom i plavom nijansom. Uzorak sa ¢esticama
AgCl (10% AgCl-PMMA CP) je 90% tamniji a uzorci sa dodatkom AgNPs su oko 130%
tamniji. Vrlo male koli¢ine AgNPs izazivaju znacajne promene u boji na poc¢etnom uzorku (2%

AgNPs-PMMA CP) i daljim dodavanjem vecih koli¢ina AgNPs zatamnjenje se bitno ne menja.

U slucaju toplo polimerizovanih akrilata, u odnosu na standard (PMMA HP) uzorci u
kojima se nalaze Cestice srebra su, kao 1 u slu¢aju hladno polimerizovanih, znatno tamnije. Boja
se pomera ka sivoj sa zelenom i plavom nijansom. Dodavanjem AgNPs postiZe se zatamnjenje
od oko 220%. Kod uzorka sa dodatkom 10% cestica AgCl (10% AgCI-PMMA HP)

zatamnjenje je oko 100%.

Rezultati ukazuju na manje zatamnjenje pri dodatku AgCl u odnosu na AgNPs. Ipak,
promena boja je tako velika, da ovaj podatak nema nikakav klinicki znacaj. Treba ispitati sve
mogucnosti kako unapredenje materijala dodatkom srebra ne bi umanjilo njihov estetski
kvalitet. Eventualno, modifikovani materijali mogu da se koriste za podlaganje proteza
aplikacijom na njihovu bazalnu povrsinu, gde nisu vidljivi a mogu ispoljiti svoj antimikrobni

efekat sa terapijskim i preventivnim dejstvom.

6.1.4. Diskusija analize koli¢ine rezidualnog monomera u modifikovanim PMMA

materijalima

PMMA nastaje adicionom polimerizacijom MMA. Nijedna polimerizacija nije
potpuna, tako da u toku vezivanja akrilata zaostaje izvesna koli¢ina rezidualnih monomera.

Prisustvo rezidualnog monomera (nevezani MMA) je nedostatak PMMA materijala koji utice
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na njegova brojna svojstva i biokompatibilnost [128,133,334]. Oslobodeni RM iz proteze je
primarni uzrok iritacije, alergijske reakcije i Celijske citotoksi¢nosti [335], kao i potencijalni
uzrok inflamacijskih promena na kozi i sluzokozi usne duplje. Koli¢ina rezidualnog monomera
zavisi od tipa akrilata, kao i od uslova polimerizacije. Prema ISO 1567, maksimalni sadrzaj
zaostalog monomera u materijalima za izradu baze zubne proteze ne bi trebalo da prelazi 2,2%

tezine. [79].

Manja koncentracija RM kod PMMA HP moze se objasniti polimerizacijom na vi$im
temperaturama, posebno ukoliko su one bliske tacki ostakljivanja (Tg) polimera (97-115° C)
[336,337]. Brojna istrazivanja bavila su se uticajem razlicitih ciklusa toplotne polimerizacije na
koli¢inu rezidualnog monomera u polimerizovanom PMMA [131,338], kao i brojnih drugih
faktora koji mogu da uti¢u na koli¢inu RM u oc¢vrslom polimeru [78]. Polimerizacija materijala
na visSim temperaturama kompletnija je zahvaljujuc¢i vecoj pokretljivosti molekula monomera
1 njihovoj neutralizaciji vezivanjem u mrezu [339,340]. Manje koli¢ine RM zabeleZene su kod

svetlosno polimerizovanih PMMA u odnosu na PMMA CP i HP materijale [59].

Poznato je da je stepen polimerizacije PMMA CP znatno nizi od PMMA HP §to
konsekutivno dovodi do povecane koli¢ine RM i “curenja” monomera iz ovako pripremljenog

oc¢vrslog materijala [341].

Manja mobilnost molekula MMA na temperaturi polimerizacije PMMA CP (sobna
temperatura do 70° C) rezultira njegovom vecom koncentracijom u obliku rezidualnog
monomomera [342]. Manji stepen polimerizacije i ve¢a poroznost PMMA CP u odnosu na
pripreme PMMA CP moze biti bitan faktor koji je uti¢e na koli¢inu sadrzaja rezidualnog
monomera u polimerizovanom materijalu [128,344]. Rezultati istrazivanja grupe autora [338]
ukazali su da prisustvo tercijarnih amina, kao hemijskih inicijatora polimerizacije, dovodi do
manje efikasne reakcije u njenom zavr$nom stadijumu. Nasuprot tome, Jorge i sar. [345] utvrdili
su da prisustvo EGDMA usled prostornog povezivanja lanaca umrezivacem 1 rigidnosti
nastalog akrilatnog polimera, smanjuje zavrSnu konverziju monomera u akrilatima, ¢ime

povecava koli¢inu prisutnog rezidualnog monomera u umrezenim akrilatima.

Sadrzaj rezidualnog monomera moze se smanjiti pomoc¢u dva temperaturno zavisna
mehanizma: dalja reakcija polimerizacije na mestima aktivnih radikala i difuzija
neizreagovanih molekula iz polimera [71,128,344,346]. Grupa istrazivaca je pokazala da

potapanje proteza u vodu pre upotrebe znacajno uti¢e na smanjenje kolicine RM, kao 1 samu
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citoksicnost PMMA materijala [129]. Upotreba vodenog kupatila i postpolimerizacioni
mikrotalasni tretman uticu na smanjenje koli¢ine rezidualnog monomera poboljSavajuci
biokompatibilnost i mehanicka svojstva sredstava za podlaganje zubnih proteza na bazi akrilata
[343]. Rezultati istraZivanja Ayaz i sar. pokazali su da upotreba autoklava u polimerizacionom
postupku poboljsava Cvrstocu PMMA 1 smanjuje koli¢inu rezidualnog monomera u
polimerizovanom materijalu [347]. U istrazivanju Jadhav 1 sar. su pokazali da zamrzavanje
PMMA nakon polimerizacije ima uticaj na smanjenje koli¢ine rezidualnog monomera [348].
Sli¢no, uticajem razli¢itih tehnika hladenja u postupku polimerizacije PMMA na koli¢inu
rezidualnog monomera u ocvrslom PMMA bavili su se u svom istrazivanju Polychronakis i

sar. [349].

Rezultati istrazivanja Blagojevi¢ i Murphy [350] ukazuju na to da mikrotalasno zracenje
PMMA CP smanjuje nivo rezidualnog monomera za blizu 25%, Sto moZe imati uticaj na
njegove mehanicko fizicke karakteristike i biokompatibilnost. Zagrevanje koje se javlja u toku
mikrotalasnog zracenja najverovatnije dovodi do ponovnog pokretanja lan¢ane polimerizacije,
¢ime se ve¢i broj monomernih jedinica ukljucuje u strukturu polimera. Medutim, smanjenje
koli¢ine RM moze biti posledica i njegovog lakog isparavanja u mikrotalasnoj peéi [351].
Nasuprot njihovim rezultatima, rezultati istrazivanja Jorge i sar. [339] ukazuju na smanjenje
koli¢ine RM nakon potapanja uzoraka u toplu vodu, ali ne i nakon mikrotalasnog zracenja. Za
neuspeh mikrotalasne postpolimerizacije ovi autori okrivljuju vezivanje u suvim uslovima i
nemogucnost hidrolize zaostalog monomera ili njegove difuzije u vodeno okruzenje. Znacajno
smanjenje koncentracije RM nakon postpolimerizacije hladno-polimerizovanih PMMA
preporucuje upotrebu vodenog kupatila u cilju poboljSanja mehanickih i fizickih osobina ovih

materijala i njihove biokompatibilnosti.

U cilju smanjenja koncentracije rezidualnog monomera u PMMA ispitivan je 1 efekat
potapanja polimerizovanih PMMA u vodu. Dokazano je da se na ovaj nacin postize smanjenje
koncentracije rezidualnog monomera kod hladno-polimerizovanih PMMA, §to se moze
objasniti na viSe nacCina. Manja koncentracija rezidualnog monomera moze biti posledica
njegove difuzije u vodenu sredinu. Difuzija je uslovljena temperaturom, tj. povecanje
temperature vode smanjuje koncentraciju rezidualnog monomera [339,352]. Smanjenje
koncentracije rezidualnog monomera nakon potapanja u vodu moze biti i posledica naknadne
polimerizacije akrilata. Proces polimerizacije PMMA zavisi od temperature, stoga ¢e se nivo
rezidualnog monomera smanjiti zagrevanjem vodenog kupatila. Smanjenje koncentracije

rezidualnog monomera moze se objasniti i njegovom hidrolizom do metakrilne kiseline, kojoj
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se, takode, pripisuju citotoksi¢ni efekti [353]. ZnaCajno smanjenje koncentracije rezidualnog
monomera nakon postpolimerizacije PMMA CP preporucuje njihovo potapanje u vodu pre
predaje pacijentu u cilju poboljSanja mehanickih i fizickih osobina ovih materijala i njihove

biokompatibilnosti.

Osnovna svrha smanjenja rezidualnog monomera i povecanja tvrdoce PMMA
materijala koji se koriste za izradu zubnih proteza je da se smanji stepen habanja nakon
poliranja, umanji zadrzavanje plaka, pigmentacija i posledi¢nih estetskih nedostataka.
Postpolimerizacija smanjuje citotoksicnost ¢ime se povecava upotrebna vrednost protetske

nadoknade i ¢ine se dugotrajnijim [126,354].

Kosti¢ 1 sar. su se u svom istrazivanju bavili odredivanjem koliCine rezidualnog

monomera Kod razli¢itih tipova PMMA i mogu¢nostima za njihovu redukciju [355].

Pored biokompatibilnosti, ve¢e koli€ine rezidualnog monomera negativno uticu i na
rastvorljivost PMMA materijala 1 njegovu sklonost ka apsorpciji vode, Sto dodatno dovodi do
pogorSanja drugih svojstava PMMA materijala [132]. Istrazivanja Haidena i Farine 1 sar. su
pokazala da zbog nepotpune konverzije monomera kod autopolimerizacije, rezidualni
monomer deluje kao plastifikator i smanjuje otpornost materijala [354,356]. Durkan i saradnici
su otkrili da metoda postpolimerizacije u autoklavu povecava otpornost na lom
autopolimerizovanih PMMA. Ovo povecanje moZe biti povezano sa smanjenjem sadrzaja

zaostalog monomera i time eliminisanjem efekta plastifikacije [357].

Novija istrazivanja pokazuju da PMMA materijali koji se upotrebljavaju za CAD/CAM
izradu proteza imaju manje koli¢ine RM u odnosu na konvencionalne PMMA materijale 1

procedure izrade zubne proteze [358,359].

Analiza naSih rezultata ukazuje na promenu koli¢ine rezidualnog monomera u PMMA

CP 1 HP sa dodatkom oba tipa biocidnih agenasa (AgNPs/AgCl).

Modifikacija AgNPs PMMA HP uticala je na znafajno smanjenje rezidualnog
monomera kod svih ispitivanih uzoraka u odnosu na kontrolni uzorak. Naime, vrednost
rezidualnog monomera u PMMA HP iznosio je 9,305 mg MMA/g PMMA dok se ta vrednost
kod uzoraka AgNPs PMMA HP sa razli¢itim koncentacijama biocidnih agenasa kretala imedu

5i6 mg MMA/g PMMA.

Ocekivano, vrednosti rezidualnog momomera kod uzoraka koji su hladno

polimerizovani bila je viSestruko veca u odnosu na toplo polimerizovan. Kontrolni uzorak
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PMMA CP imao je 15,996 mg MMA/g PMMA. Iste ili neSto vece vrednosti rezidualnog
monomera pokazali su 2% i 5% AgNPs PMMA CP, dok je uzorak 10% AgNPs PMMA CP
pokazao vrednost rezidualnog monomera od 9,894 mg MMA/g PMMA. Analogno toplo
polimerizovanim PMMA dodatak 10% biocidnih agenasa znacajno smanjuje koncentraciju

rezidualnog monomera u polimeru.

Koli¢ina rezidualnog monomera u uzorku modifikovanog 10% AgCl PMMA je, iako
minimalno, bila manja u odnosu na kontrolu kod toplo polimerizovanog, a visa u odnosu na

kontrolu kod hladno polimerizovanog PMMA.

Sli¢no tome, dokazano je da modifikacija koStanog cementa na bazi PMMA dodatkom
hidroksiapatita nije uticala negativno na koli¢inu rezidualnog monomera u modifikovanom

PMMA materijalu [360].

Nazalost, ne postoje validni literaturni podaci sa kojim bismo mogli uporediti dobijene
rezultate. Stoga je doprinos disertacije veci jer koriste¢i novo tehniCko reSenje nase grupe
saradnika (viSestruka headspace eckstrakcija (Multiple headspace extraction-MHE) u
kombinaciji sa GC-MS i GC-FID-proveri) daje uvid u stepen polimerizacije PMMA CP i HP
nakon dodavanja AGNPs i AgCl u razli¢itim koncentracijama. Zakljucak studije je da je
polimerizacioni postupak nakon modifikacije materijala ostao nepromenjen, a koli¢ina
rezidualnog monomera bila manja u odnosu na kontrolu. Dobijeni rezultati su pokazali da
modifikacija akrilata ispitivanim biocidnim agensima ne bi trebalo da bitno menja njegova
mehanicko fizicka svojstva ni biokompatibilnost. Naravno, ispitivanje uticaja ugradnje
biocidnih supstanci u PMMA na koliinu 1 oslobadanje rezidualnog mononera i mehanicko

fizicka svojstva materijala predstavlja izazov 1 bic¢e predmet buducih istrazivanja.

6.1.5. Diskusija ispitivanja oslobadanja Ag* iz modifikovanih PMMA materijala

U cilju ispitivanja potencijalne toksi¢nosti i predvidanja mehanizma antimikrobnog
dejstva AgNPs-PMMA i AgCI-PMMA CP i HP testirano je oslobadanje Ag™ u rastvor vestacke
pljuvacke nakon 0, 1, 3, 7 i 31 dana inkubacije u vodenom kupatilu na temperaturi tela
(37+1°C). Opservacioni periodi odgovarali su ektrakciji uzoraka modifikovanih materijala za
ispitivanje njihovog potencijalno toksi¢nog efekta na ¢elijsku kulturu, kako bi se rezultati dva
istrazivanja mogli komparirati i doneti zaklju¢ci o uticaju dodatka srebra na citotoksicnost

PMMA.
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Istrazivanja pojedinih autora bila su bazirana na hipotezi da je antimikrobna aktivnost
AgNPs PMMA povezana sa oslobadanjem Ag* i AgNPs iz materijala [361,362], dok su drugi
izvestili da je inhibitorni efekat verovatno posledica direktnog kontakta mikroorganizama i

materijala [363].

Postoje misSljenja da je antimikrobna aktivnost modifikovanih materijala u
stomatologiji rezultat dugotrajnog oslobadanja biocidnih jona i slabo razvijene otpornosti
bakterija na njihovo dejstvo [364-366]. Dokazano je da jedan od nac¢ina delovanja AgNPs protiv
mikroorganizama oslobadanje Ag" sa povrSine Cestica, koje zatim remete metaboli¢ke procese
mikroorganizama i spre¢avaju njihov rast i proliferaciju [13,367,368]. Sto je manja NP to je veéi
njen antimikrobni potencijal zbog povezanosti povrSine sa interakcijom sa mikroorganizmom.
Tako Monores i sar. navode da NPs manje od 10nm nisu uoc¢ene samo na povrsini ve¢ i unutar
bakterija [13]. Rezultati razli¢itih studija pokazali su da su NPs sposobne da se vezu 1 prodiru
kroz ¢éelijski zid bakterija, a da oslobodeni Ag" dovode do promene ¢elijske funkcije [11,369].

Medutim, za to je ocigledno potrebna jako mala NPs (<10nm).

Poslo se od pretpostavke da se kod svih nanokompozita sa velikom koncentracijom
Ag’, ovi joni, nakon potapanja u te¢ni medijum, u po¢etku oslobadaju sa povrSine materijala.
Nakon toga bi trebalo da se ta brzina oslobadanja smanjuje, da bi se omoguc¢ila difuzija vode u
polimernu masu. Difuzija vode u PMMA rezultuje plastifikacijom materijala Sto dalje
omogucava migraciju Gestica i Ag" prema povrsini uzorka, kako bi se dalje oslobodile u okolni
te¢ni medujum. Na taj nac¢in i Ag" pozicionirani u dubljim slojevima PMMA napustaju njegovu
polimernu strukturu [370]. Difuzijom vode u PMMA kidaju se polarne grupe u polimernim
lancima 1 vodeni dipoli su sposobni da se vezu u polimerni matriks [370]. Na taj nacin se polimer
ugradnjom vode u njegov matriks vremenom reorganizuje. TeZe oslobadanje Ag" iz matriksa
PMMA moze se objasniti ve¢om hidrofobnos¢u ovog materijala, Sto stvara barijeru difuziji
vode i konsekutivnom oslobadanju metalnih jona [371]. Oslobadanje Ag® otezano je i

prisustvom umrezivaca EGDMA [372].

Rezultati disertacije ICP-OES analizom ekstrakata razlicitih opservacionih perioda su
pokazali da se iz polimernog matriksa ispitivanih modifikovanih i nemodifikovanih PMMA

CP i HP nisu oslobadali Ag*u te¢ni medijum, odnosno da su ostali zarobljeni unutar materijala.

Nesto veca koncentracija Ag* oslobodenog u vestacku pljuvacku uocena je nakon
tridesetjednog dana ekstrakcije, ali razlika u vrednosti je zanemarljiva. Merljive koli¢ine Ag*

koje su se oslobodile iz modifikovanih uzoraka PMMA detektovane su u vestackoj pljuvacci
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nakon 31 dana ekstrakcije. Rezultati ICP-OES analize prisutnog Ag" u danima ekstrakcije 0,
1, 317 suu domenu tragova i granice detekcije. Posle 31 dana ekstrakcije rezultati pokazuju
da su oslobodene koli¢ine Ag" u granicama od 0,0021% do 0,0085%, $to u te¢noj pljuvacci
dostize koncentracije reda veli¢ine 16 do 50 ppb Ag®. Ovo pokazuje da je difuzija Ag" iz
uzoraka PMMA veoma spora i da su oslobodene koli¢ine zanemarljive, ¢ak i u duzem

vremenskom periodu.

Suprotno tome, Fan i sar. su nakon sinteteze AgNPs PMMA i dokazali da se Ag’
oslobadaju srazmerno sa vremenom pokazujuéi snazan efekat protiv S. mutans [369]. Kong i
Jang su u studiji koristili nanovlakna PMMA sa AgNPs i ustanovili oslobadanje Ag* u teéni

medijum uz promenu njegove boje [362].

Monteiro i sar. su na SEM mikrografijama utvrdili prisustvo pora na povrsini AgNPs
PMMA. Ove nepravilnosti verovatno poticu od koloidne suspenzije koja nije precizno
dispergovana u polimernoj masi, $to se pripisuje razlici u njihovom polaritetu. Klini¢ki znacaj
jednog ovakvog opaZanja je Sto miSi¢i obraza i jezika svojim pokretima mogu da potenciraju

oslobadanje Ag® i AgNPs iz zubne proteze [373].

Obzirom na mogucu komparabilnost rezultata treba obratiti paznju i na oslobadanje
Ag® iz poliamidnih materijala koji se diskretno name¢u kao alternativa PMMA u izradi
pojedinih vrsta zubnih proteza [370,374]. SEM 1 TEM analizom utvrdeno je da Cestice sa manjim
dimenzijama imaju bolju distrubuciju u polimernoj masi. Brzina otpustanja Ag* zavisila je i
povecavala se sa njihovom koncentracijom u poliamidu, kao i vremenom otapanja u vodi [370].
Dam i sar. i Kumar i sar. su utvrdili oslobadanje Ag" iz poliamida nakon stodnevnog potapanja

u dejonizovanu vodu, proporcionalno vremenu skladistenja [365,375].

Rezultati disertacije su ukazali na antimikrobnu aktivnost 10% AgCl PMMA (CP i HP)
i 10% AgNPs PMMA (CP i HP) protiv C. albicans i S. aureus. U sluc¢aju modifikacije PMMA
nizim koncentracijama AgNPs i AgCl, nije doslo do njihove difuzije u podlogu (disk difuziona
metoda) i konsekventne inhibicije rasta mikoorganizama. To se moZze objasniti veli¢inom
upotrebljavanih AgNPs (50-100 nm), jer je literaturno opisan efekat oslobadanja NPs manjih
od 10nm [13]. S druge strane, na kontaktnim povrSinama supstrata i diskova eksperimentalnih

uzoraka nije bilo mikrobnog rasta, $to potvrduje njihovu antimikrobnu aktivnost.

Na osnovu dobijenih rezultata ne moze se zakljuciti mehanizam biocidnog efekta
dodatog AgNPs 1 AgCl. Obzirom da nije doSlo do oslobadanja AgNPs i Ag+ iz uzoraka

ispitivanog materijala, verovatno zbog njihove veliine, antimikrobna aktivnost je posledica
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nekog drugog opisanog mehanizma delovanja. Moguce je da je antimikrobni efekat AgNPS-
PMMA i AgCI-PMMA posledica direktnog kontakta mikroorganizama i modifikovanog

materijala [362]. Njegova precizna determinacija bi¢e predmet buducih istrazivanaja.

Identi¢an mikrobicidni efekat je potvrden i modifikovanom metodom sa materijalnim
diskovima u direktnom kontaktu sa zivim ¢elijama u bujonu. Modifikovani PMMA materijali
bili bi u neposrednom kontaktu sa sluzokozom proteznog oslonca, a njihovo antimikrobno
dejstvo bi se ispoljavalo 1 pri nizim koncentracijama biocidnih supstanci u materijalu (2% 1
5%). Moze se zakljuciti da antimikrobni efekat nije posledica difuzije Ag+ i AgNPs u
pljuvacku, ve¢ spre¢avanja formiranja biofilma na bazalnoj povrsini proteze i na sluzokozi
ispod njene ploce i1 sedla. Na ovaj nain bi se mogla posti¢i dobra prevencija i eventualna
terapija PS, posebno kod osetljivih grupa pacijenata. Sa druge strane, antimikrobna aktivnost
dentalnih materijala, pa i PMMA, difuzijom biocidnih agenasa nije ni pozeljna, jer zavisi od
protoka pljuvacke i ne moze se adekvatno kontrolisati, pa moze rezultovati 1 nezeljenim

lokalnim 1 sistemskim efektima.

Neoslobadanje Ag" iz ispitivanih uzoraka objasnjava i njihovu necitotosi¢nost, odnosno

nepostojanje razlike u dejstvu nemodifikovanih i modifikovanih uzoraka na ¢elijsku kulturu.
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6.2. Diskusija ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA

materijala

Biofilm ili bioloski plak predstavlja sloZenu zajednicu bakterija i gljivica koje su izvor
oralnih infekcija, karijesa i oboljenja potpornih zubnih tkiva. Akumulacija biofilma zavisi od
vijabilnosti 1 proliferacije mikroorganizama, adherentnosti oralnih povrSina ili povrSina
materijala aplikovanih u usnu dupljui od mehanizama odbrane tkiva domacina [10,376]. Siroka
upotreba srebra kao biocidnog agensa u raznim poljima medicine ispotencirala je i njegovu
upotrebu u stomatologiji, najviSe u prevenciji adhezije bakterija, proliferaciji i kona¢nom
formiranju biofilma [377]. Postoji znacajan broj studija koje su usredsredene na razvoj
antimikrobnih preparata za prevazilazenje problema akumulacije biofilma na oralnim tivima 1
materijalima implementiranim u usnu duplju, ali je njihov nedostatak brza razgradnja i samim
tim neefikasnost [11,12]. Medu raznim postoje¢im nanomaterijalima, AgNPs su privukli paznju
zahvaljuju¢i svojim fizi€kim i biohemijskim svojstvima koje su naprednije u odnosu na

njihove makro i mikro komplemente [378].

PMMA koji se komercijalno koristi za izradu zubnih proteza i drugih nadoknada u
stomatolo§koj protetici nema antimikrobni potencijal, te postoji znacajan prostor za
poboljsanje njegovih bioloskih svojstava, §to 1 predstavlja izazov ove studije. Istrazivanjem
optimalnih antimikrobnih koncentracija AgNPs i AgCl u PMMA (CP 1 HP) bez eventualnog
toksicnog efekta na sluzokozu proteznog oslonca stvorena je dobra osnova za kasniju sintezu
unapredenih materijala za izradu baza zubnih proteza i1 njihovu readaptaciju, odnosno
podlaganje. U istrazivanju se poslo od pretpostavke da akrilatni materijal impregniran srebrom
u ustima deluje fungicidno 1 antibakterijski, te se od isklju¢ivo mehanicke nadoknade dobija

profilakticko i eventualno terapijsko sredstvo.

Naime, razvoj biomaterijala sa antimikrobnim svojstvima je uvek pozeljan u medicini
1 stomatologiji. Ovakav tip materijala moze imati terapijsku i preventivnu upotrebu [379]. U
cilju obezbedivanja antimikrobnih svojstava PMMA materijalima, istrazivane su razliite
modifikacije, kao §to su dodatak biocidnih polimera, neorganskih NPs ili lekova, kao i
funkcionalizacija povrSine PMMA materijala. Pojedina istrazivanja prikazala su dobre
rezultate protiv razliCitih vrsta oralnih mikroorganizama [380]. PMMA materijali modifikovani
fluoridnim staklenim punilima pokazali su inhibiciju mikrobne adhezije i rasta mirkoba na
povrsinama PMMA [381,382]. Sli¢na antimikrobna svojstva pokazali su i PMMA modifikovani

fluorapatitom i TiO2 oblozenim apatitom [383,384]. Dostupnost fluora u usnoj duplji dovodi do
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povecéanja antibakterijske aktivnosti protiv oralnih mikrooranizama [385]. Modifikacije nastale
dodavanjem AgNPs [386-390], nanodijamanata [373] i NPs mezoporoznog silicijum dioksida
napunjenih antifungalnim lekom amfotericinom B pokazuju inhibiciju rasta C. albicans [391].
Dodavanjem NPs grafen-srebra poboljsana su fizicka i mehanicka, a dodata antimikrobna
svojstva PMMA [392]. Uticaj antifungalnog agensa timohinona (do 1%) u modifikovanom
PMMA nije pokazao promene povrSinskih karakteristika i mehanickih svojstava materijala
[393]. Kvartarna amonijacna jedinjenja su takode poznata po svojoj antibakterijskoj aktivnosti
i sveobuhvatno su istrazivana u cilju modifikacije razlicitih stomatoloskih materijala [394]. lako
su ova jedinjenja pokazala dobru antimikrobnu aktivnost kada se dodaju restaurativnim
stomatoloSkim materijalima [395,396], njihove visoke koncentracije mogu uticati negativno na
druga svojstva materijala, kao $to je polimerizaciona kontrakcija, otpornost na savijanje, modul
elasti¢nosti 1 biokompatibilnost [394]. Dodavanje ovih jedinjenja u koncentraciji od 2%
o¢vrslom PMMA rezultiralo je antibakterijskom i antifungalnom aktivnos$cu in vitro. Proteze
koje sadrze kvaternarna jedinjenja amonijaka mogu biti od koristi kod gerijatrijskih pacijenata

sklonih razvoju stomatitisa [397,398].

Funkcionalizacija povrSine PMMA materijala je joS jedan pristup koji moze proizvesti
antimikrobna svojstva 1 inhibiciju adhezije bakterija na povrSinu materijala [380].
Funkcionalizacijom povrSine materijala uti¢e se samo na njegov povrsni sloj, Sto smanjuje
verovatnocu da e uticati na opSte karakteristike materijala. Nedavno je grupa autora [399]
publikovala rezultate istrazivanja na temu funkcionalizacije povrSine PMMA termickom
obradom 1 kori§¢enjem kiseoni¢ne plazme. Rezultati su pokazali da je antimikrobna aktivnost
indukovana kontrolisanim i kontinuiranim oslobadanjem hlorheksidina sa funkcionalizovane
povrsine. Analizom citotoksicnosti su dokazali nepostojanje toksi¢nog efekta na ¢elije i pojavu
apoptotske smrti [399]. Drugo istrazivanje [400] bavilo se inkorporisanjem nanolistova grafen
oksida u PMMA 1 karakterizacijom fizickih 1 antimikrobnih svojstava modifikovanog
materijala. Dodavanje nanolistova grafen oksida i povrSinskom obradom kiseoni¢nom
plazmom poboljSani su hidrofilnost i povrSinski antiadhezivni efekti modifikovane PMMA
[400]. U PMMA su dodavani i razni konzervansi za hranu (npr. natrijum metabisulfit, kalijum
sorbat), §to je materijalu dalo prihvatljiva elasticna svojstva i poboljSanu antimikrobnu
aktivnost bez ikakvog pokazivanja citotoksi¢nosti [401]. Mehani¢ka svojstva ovako

modifikovanih PMMA iako promenjena su i dalje bila prihvatljiva.

Istrazivanja su pokazala da modifikacija dodavanjem razli¢itih antimikrobnih NPs

uglavnom ne dovodi do smanjenja biokompatibilnosti materijala (Tabela 55), ali treba imati
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na umu da je vecina istrazivanja sprovedena u in vitro uslovima, odnosno ukazuje na vremenski
ogranicen akutni odgovor Celijskih kultura [381]. Odgovor materijala, uklju¢ujué¢i njegovu
antimikrobnu aktivnost, moze biti drugaciji kada se nalazi u slozenom dinami¢nom oralnom
okruzenju. Razni antimikrobni aditivi mogu dovesti do citotoksi¢nosti promenjenog materijala.
Zbog toga su neophodne in vivo klini¢ke studije kako bi se potvrdila efikasnost antimikrobnih

agenasa 1 utvrdila njihova biobezbednost i biokompatibilnost [381].

Tabela 58. Ishod modifikacije PMMA razli¢itim NPs punila

Cestica Ishod modifikacije

Dodavanje nanocestica aluminijuma Al,03 PMMA prahu je rezultiralo dobrom
biokompatibilnoscu.

NPs aluminijuma tretirane silanom znacajno su poboljsale
Aluminijum mehanicka svojstva — uglavnom ¢vrstoca na pritisak i savijanje, kao i otpornost na
(AL,03) habanje.
Nema znacajnih efekata na apsorpciju vode ili hrapavost povrSine PMMA.
Znacajno poboljsava toplotnu provodljivost PMMA.

Glavno ograni¢enje Al,O3 oja¢anja je to Sto uzrokuje promenu boje smole.

Znacajno poboljsanje mehanickih svojstava, ukljucujuci otpornost na lom, ¢vrsto¢u na

pritisak i zamor.

KoriS¢enje silanskog sredstva za spajanje (3,5%) poboljsalo je PMMA-ZrO,
Cirkonija

meduspoj i ¢vrstocu na savijanje.
(ZrO2)

ZrO; NPs dodate u PMMA poboljsale su toplotnu provodljivost.
ZrO; nanocevi su pokazale superiorne efekte oja¢avanja u poredenju sa ¢esticama ZrO,.

Povecana apsorpcija vode, ali je ostala u granicama.

Dodavanje TiO2 NPs poboljsalo je toplotnu provodljivost, Zilavost loma i tvrdocu.
Povecanje udarne cvrstoce.

Dodavanje silanizovanih TiO2 NPs pokazalo je sli¢ne efekte poboljSanjem povrsinske
tvrdoée, poprecne i udarne ¢vrstoce.

Titanijum Apsorpcija vode i rastvorljivost su takode smanjeni.

(Ti02) TiO; obloZen fluorapatitom ili apatitom pokazao je antifungalni efekat i inhibirao rast C.

albicans.

Zbog slabog vlazenja, postoji potreba za ojacanjem titanijumskim spojnim sredstvom u
PMMA. Modifikacija PMMA ugradnjom barijum titanata (radioparacifikator) smanjila je
zilavost loma.

Zbog njihove metalne prirode, dodavanjem Cestica srebra poboljSana je ¢vrstoca na
pritisak i toplotna provodljivost PMMA.

Zbog svojih antimikrobnih svojstava, AgNPs inhibiraju vezivanje bakterija. Proteze koje
Srebro (AgNPs)  sadrZe nanoCestice srebra pokazale su antifungalnu aktivnost.

Dodatak AgNPs i grafena u PMMA znacajno poboljSava mehanicka svojstva (zatezna
¢vrstoca, ¢vrstoca na pritisak i savijanje) i smanjuje apsorpciju vode.

Nema znadéajnih promena u savojnoj évrsto¢i PMMA.

ND cestice su bioaktivne i oja¢avaju akrilne polimere.

Dodavanje ND nanoklastera (20nm; ~0,83 tez%) u PMMA znacajno je poboljsalo modul

Nanodijamant elasti¢nosti (~2,084 GPa) i udarnu ¢vrstocu.

(ND)
Dodavanje samo 0,1 tez.% ND u PMMA znacajno je povecalo ¢vrstocu na savijanje,
pored inhibicije rasta gljivicne infekcije Candida albicans i biofilma pljuvacke.
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Smanjena vezanost C. albicans koja odgovara smanjenoj hrapavosti povr$ine, stoga moze
imati koristi u prevenciji stomatitisa proteze

Hidroksiapatit Neorganski HA je poboljsao svojstva PMMA, ukljucuju¢i modul elasti¢nosti i ¢vrsto¢u na
(HA) savijanje.

Nanocestice SiO2 poboljsale su mehanicka svojstva PMMA.

PMMA modifikovan liskunom pokazao je poboljSanu povrsinsku tvrdocu, stabilnost
dimenzija i termicka svojstva. Medutim, ¢vrsto¢a na savijanje je bila ugrozena zbog
slabljenja veze liskuna sa akrilnom smolom.

iieltijclsriulfr?lj: Punila za staklo sa fluorom koji sadrze PMMA inhibiraju mikrobnu adheziju, ali
(Si Oi) povecavaju hrapavost povrsine.

Ugradnja mezoporoznih SiO;NPS napunjenih antifungalnim lekom (amfotericin B)
rezultirala je dugotrajnom antifungalnom aktivno$¢u protiv Candida albicans.

Povecanje koncentracije SiO-NPs moze dovesti do problema biokompatibilnosti;
medutim, pri nizim koncentracijama (manje od 2%) nema citotoksi¢nosti.

Nanotehnologija je napravila znacajan korak u borbi protiv svih vrsta infekcija u usnoj
duplji. Postoji sve vece interesovanje za potencijalnu upotrebu AgNPs u stomatologiji, a
obecavajuci rezultati nedavnih istrazivanja posluzili su kao osnova za pokretanje ove studije.
Kompozitne smole sa AgNPs pokazale su antibakterijsku aktivnost protiv S. mutans, uzro¢nika
zubnog karijesa [402], dugotrajan mikrocidni efekat niskih koncentracija AgNPs pokazao se u
adhezivnim materijalima [11], kombinacija kalcijum fosfata i AgNPs je smanjila metaboli¢ku
aktivnost biofilma bez smanjenja jaCine vezivanja primenjenog adheziva [403], a dodavanje

AgNPs kalcijum disilikatnom cementu povecalo je njegovu antimikrobnu aktivnost [404-406].

Cao 1 sar. su dokazali adekvatan i1 dugotrajan efekat manjih koncentracija AgNPs u
adhezivnom materijalu [11]. U cilju prevencije karijesa kontrolom procesa demineralizacije 1
remineralizacije mogu se koristiti organske NPs amorfnog kalcijum-fosfata [407]. Kombinacija
NACP i AgNPs veli¢ine 2,7 nm redukovala je metabolicku aktivnost biofilma za 50% pri tom

ne smanjujuci jac¢inu vezivanja primenjenog adheziva [403].

Vazquez-Garcia i sar. su dodavali AgNPs veli¢ine 4-11 nm kalcijum disilikatnom
cementu i pokazali povecanje otpornosti novosintetisanog materijala uz njegovu antimikrobnu
aktivnost [404]. Do istih rezultata dosao je Nam mesajuci kalcijum silikatni cement sa razli¢itim

koncentracijama AgNPs [405][406].

AgNPs su se pokazale efikasnim protiv E. faecalis koja je odgovorna za reinfekciju
kanala korena [408-410]. Poli (vinil-alkohol) kombinovan sa AgNPs (AgNPs-PVA) pokazao je
bolji terapijski efekat i manju citotoksi¢nost u odnosu na uobicajeno koris¢en NaOCI [204].
Hlorheksidin (CHKS)-AgNPs imao je dugotrajno inhibicijsko dejstvo na E. faecalis sa stopom

inaktivacije bakterija od >98,5%. Samiei i sar. su pokazali da dodatak AgNPs mineralnom
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trioksid agregatu (MTA) poboljsava dejstvo rastvora protiv E. faecalis, C. albicans i

P.aeruginosa [411].

Schwass 1 sar. su dosli do zakljucka da je AgNPs gel efikasniji kao irigans u odnosu na
rastvor ovih NPs [412]. Komparacijom baktericidnih efekata AgNPs gela, kalcijum hidroksida
i njihove kombinacije doslo se do zakljucka da AgNPs gel ima najslabije dejstvo [413].
Dodavanje 0,15% AgNP-a nije negativno uticalo na fizicka svojstva paste za definitivou
opturaciju kanala korena, a znacajno je pobolj$ano njeno baktericidno dejstvo protiv E. faecalis

[414].

AgNPs dodat parodontalnom dresingu smanjio je inflamaciju gingive na animalnim
modelima. Patohistoloski preparati pokazali su bolje zarastanje parodontalnog tkiva u odnosu
na kontrolu: slabiji ¢elijski infiltrat, smanjenje edema, adekvatnu organizaciju kolagenih
vlakana jedan dan nakon gingivektomije. Prominentna vaskularizacija primecena je Cetiri dana
nakon tretmana, a potpuno zarastanje rane nakon sedam dana [415]. Nakon inkorporacije
AgNPs u membranu za tkivno vodenu regeneraciju smanjuje adherenciju bakterija kao §to su
S. mutans, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum i

Porphyromonas gingivalis [416].

Titanijumski (T1) implantati, koji se Siroko koriste u stomatologiji, imaju veliku snagu,
izdrzljivost 1 bioinertni su [417]. Neuspeh implantacije obicno je povezan sa nakupljanjem
biofilma i1 konsekutivnom inflamacijom u toku perioda zarastanja, $to se obi¢no zavrSava
razvojem periimplantitisa. Patogeneza periimplantitisa je slicna parodontitisu, za koji je

zasluzna velika prevalencija gram-negativnih anaeroba [418].

Razvoj periimplantitisa mozZe se prevenirati aplikacijom AgNPs premaza na povrsini
titanijumskih implantanata [419,420]. Zhong i sar. su napravili kompozitni premaz sa AgNPs
koji je na povrSini titanijumskih implantanata obezbedio stopu inhibicije rasta S. aureus bio je

blizu 100% 1 zadrzao se u rasponu od 65-90% nakon dve nedelje [420].

Studije su pokazale da dodavanje antimikrobnih NP-a ortodontskim adhezivnim
agensima i glas jonomer cementima moze spreciti akumulaciju plaka i adheziju bakterija, te
speCiti pojavu karijesa [421-424]. Dodatak AgNPs u ortodontske kukice ima snazan

antimikrobni efekat protiv S. mutans [425].
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Ugradnja NPs u materijale za izradu baze zubne proteze ima za cilj da izbegne ili barem
smanji kolonizaciju ovih materijala mikroorganizmima, povec¢a nivo oralnog zdravlja i

poboljsa kvalitet Zivota pacijenta.

Usna duplja je naseljena velikim brojem mikroorganizama koji u odredenim uslovima
mogu dovesti do razli¢itih oralnih infekcija. Sama upotreba zubnih proteza menja uslove u
usnoj duplji 1 potpomaze deponovanje biofilma [426]. Porozna povrSina i strukturne
nepravilnosti PMMA, pogotovo hladno polimerizovanog, pogoduju akumulaciji
mikroorganizama koji su uzro¢nik najveceg broja bolesti usne duplje, kao Sto su kandidoza,
karijes, gingivitis 1 parodontopatija [427,428]. Kod nosioca totalnih zubnih proteza, to je
nesporno PS, tako da je njihova dobra higijena imperativ. Medutim, imajuci u vidu starosnu i
socijalnu strukturu korisnika zubnih proteza i njihovu slabiju brigu o pranju usne duplje i samih
proteza, treba raditi na poboljSanju bioloskih svojstava PMMA kako bi se znacCajno smanjile

moguce komplikacije u vidu infekcija i1 zapaljenskih reakcija.

Ranije je navedeno da se glavnim uzro¢nikom PS smatra C. albicans, dvofazna gljiva
koja u formi hifa ima jacu patogenost i napada oralna tkiva (kandidoza). Klju¢ni atribut
virulencije C.albicans je sposobnost prijanjanja na povrsine, §to znaci da je njeno uklanjanje
iz usne Supljine protokom pljuvacke i gutanjem neefikasno. PovrSina proteze izradene od
PMMA zbog svoje porozne prirode i hidrofobnosti pogoduje prijanjanju gljivica i stvaranju

njenih kolonija [429].

Oralna kandidoza je gljivicna oportunisticka infekcija [430]. Lecenje PS je
problemati¢no, jer se radi o rekurentnoj infekciji te ne postoji jasno definisan standard za
njegovo lecenje [431]. Lokalni antifungalni lekovi obi¢no nemaju zeljeno dejstvo jer ih stariji 1
kognitivno insuficijentni pacijenti, koji ¢ine veliku grupu korisnika zubnih proteza, Cesto
nepravilno koriste. Sem toga, ovi lekovi se kontinuirano uklanjaju pljuvackom i gutanjem, dok
je inficirana baza zubne proteze u konstantnom kontaktu sa zapaljenim tkivom. Sistemski

antimikotici se ne koriste ¢esto, a postoji i opasnost od razvoja antimikrobne rezistencije.

Potraga za alternativnim protokolima lecenja ukljucila je i primenu nanotehnologija u
stomatologiji [432]. Za razliku od antibiotika i antimikotika, ¢ija je upotreba ogranic¢ena brojnim
kontraindikacijama i1 neZeljenim reakcijama na primenjeno sredstvo, kao i ograni¢enim
trajanjem terapije, AgNPS u kombinaciji sa polimerima, razmazima ili oblogama na povrsini
biomaterijala mogu pruziti novu strategiju za lecenje i prevenciju oralnih infekcija [433,434].

Poznato je da ova vrsta NPs pokazuje Siroku biocidnu aktivnost protiv niza mikroorganizama,
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ukljuéujuéi bakterije, gljivice i viruse [435]. Sto se ti¢e njihovog uticaja na viruse, AgNPs se

mogu vezati sa spoljnim proteinima virusa koji inhibiraju njihovo vezivanje i replikaciju [436].

AgNPs se smatraju obecavaju¢im agensima u antimikrobnoj terapiji zbog svojih
fizi¢ko-hemijskih svojstava: ultra-male veliCine, velike povrSine, velike gustine naelektrisanja
1 povec¢ane hemijske reaktivnosti [12,437,438]. Izuzetno mala veli¢ina Cestica sa povecanom
povrSinom omogucava im zeljeno antimikrobno delovanje [439]. Prethodne studije su dokazale
sinergicki efekat AgNPs sa konvencionalnim antimikrobnim agensima [440,441]. Tako je
dokazana visoka efikasnost AgNPs u kombinaciji sa levoflorsacinom protiv Gram-pozitivnih i
Gram-negativnih bakterija [442]. Dodavanje AgNPs biopolimerima karboksi metil celuloze i
natrijum alginata pokazalo je antibiofilmski efekat protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih
bakterija [443]. Literaturno dostupne studije pokazuju visoku efikasnost AgNP protiv gram-

negativnih bakterija [442,443] 1 anaerobnih mikroorganizama [444].

Uz C. albicans koja je najces¢i uzrok PS i stomatitis angularis nastaljenu u poroznoj
strukturi PMMA [6], ne moZe Se zanemariti ni bakterijska infekcija S. aureusom [7]. S. aureus
je patogen koji se vezuje za respiratorne infekcije, a Cesto je izolovan sa proteza i1 iz usne
Supljine [445,446]. Satou i sar. su dokazali veliku prisutnost ove bakterije na zubnim protezama

[447].

Na potencijalnu aktivnost biocidnih agenasa u modifikovanim akrilatima uti¢e nekoliko
faktora: veli¢ina NPs, rastvorljivost, oblik, povrSina i povrsinsko naelektrisanje. Ovi faktori
odreduju i1 farmakoloSku aktivnost i eventualnu toksi¢nost novokreiranih materijala [438,448].
Smatra se da su manje NPs efikasnije, odnosno da oslobadaju viSe jona u cilju postizanja
optimalnih antibakterijskih efekata. Morones 1 sar. su u svom istrazivanju pronasli da je
maksimalna antimikrobna aktivnost prisutna kod ¢estica AgNPs veli¢ine oko 50 nm [13]. Lu i
sar. [444] su pokazali da su AgNPs veli¢ine 5 nm najefikasnije protiv anaerobnih
mikroorganizama. Sto je veéa kontaktna povr$ina izmedu Ag" i bakterija, to se moZe postiéi
veci antimikrobni efekat [449]. U studiji koju su uradili Chen i sar. sa povecanjem sadrzaja
srebra u PMMA matrici, antibakterijski efekat modifikovanog materijala je postajao sve
znacajniji, Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim u ovoj studiji. Oni su pokazali da
modifikovani materijal PMMA-CNCs-Ag-0,1 moZe inhibirati vise od 95% rasta S. aureus
(Gram-pozitivne bakterije) i E. coli (Gram-negativne bakterije) bez citotoksi¢nog uticaja na

¢elijsku liniju L929 fibroblasta [450].
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Svi ovi rezultati pokazuju da su NPs sposobne da se vezu i prodiru kroz celijski zid
bakterija, a i da je moguce otpustanje Ag" koje dovodi do promene ¢elijske funkcije [11,369].
Jedan od mehanizama delovanja AgNPs protiv mikroorganizama je oslobadanje jona srebra
(Ag") sa povrsine Cestica, koji remete metaboli¢ke procese mikroorganizama i spre¢avaju
njihov rast i proliferaciju [13,367,368]. Fan i sar. su in situ sintetisali AQNPs-PMMA i dokazali
oslobadanje Ag" srazmerno sa vremenom. Sintetisani materijal demonstrirao je snazan efekat

protiv S.mutans [369].

Antibakterijski efekat AgNPs se moZe objasniti na tri na¢ina: interakcijom sa ¢elijskim
zidom bakterije i peptidoglikanskom membranom koja izaziva Celijsku lizu [11]; interakcijom
sa bakterijskim proteinima i poremec¢ajem sinteze proteina [451] i interakcijom sa bakterijskom

(citoplazmatskom) DNK i prevencijom replikacije DNK [232].

Antifungalni efekti srebra mogu se pripisati narusavanju strukture ¢elijske membrane
gljivice usled razaranja integriteta membrane, $to dovodi do curenja intracelularnih jona i
drugih materijala, kao i inhibicije normalnog procesa ¢elijskog rasta uticuci na Celijski ciklus
u G2/M fazi [452]. C. albicans izlozene AgNPs pokazale su povecanu proizvodnju ROS
(reaktivne kiseonicke vrste) i hidroksil radikala, Sto je rezultiralo mitohondrijalnom
disfunkcijom i apoptozom [453]. Ukoliko se rezimira prethodno navedeno, smatra se da su
najces¢i nacini delovanja AgNPs prevencija replikacije DNK, formiranje slobodnih radikala
kiseonika i direktno oStecenje ¢elijske membrane Ag* [454], kao i denaturacija i oksidacija

¢elijskog zida koja dovodi do rupture organela i celijske lize [455,456].

Jeong i sar. smatraju da je Srebro bezbedan antimikrobni agens koji ima potencijal da
ubije 650 razli¢itih tipova mikroorganizama koji izazivaju razlicite bolesti [457]. AgNPS su

pokazale antifungalnu aktivnost protiv 44 soja gljivica [458].

Istrazivanje Koroglu i sar. su ispitivali efekat AgNPs na mehanicka svojstva toplo i
mikrotalasno polimerizovanih akrilata, nakon inkorporacije NPs srednjeg dijametra 68 nm.
Autori su zakljucili je znacajno smanjen modul elastiCnosti i otpornost na savijanje
mikrotalasno polimerizovanog akrilata, kao i snizenje vrednosti tacke ostakljivanja oba
ispitivana materijala [238]. Suprotno tome, Acosta Tores i sar. su pokazali povecanje otpornosti
uz antifungalno dejstvo PMMA sa AgNPs (AgNPs- PMMA), doduse sa Cesticama manjeg
dijametra (10-20 nm) [390].

De Matteis i sar. smatraju da dodavanje AgNPs u PMMA smanjuje hrapavost povrsine

i samim tim naseljavanje i odrzivost C. albicans na povrsini zubne proteze [431]. U cilju
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smanjenja broja mikroorganizama na povrsini zubnih proteza predstavljena je 1 Cetkica za zube

impregnirana AgNPs [459].

Meki akrilatni materijali ili tkivni kondicioneri koji poboljSavaju naleganje proteze na
oralna tkiva pogodni su za mikrobno naseljavanje. Inkorporacija AgNPs u ove materijale moze
da resi pitanje mikrobne kolonizacije, posebno ukoliko se radi o C. albicans [460].
Antimikrobno dejstvo predstavlja potporu njihovom ve¢ indikovanom inflamatornom ucinku,
a ogranicen vek upotrebe deklariSe ih kao terapijsko sredstvo. Dodatak AgNPs reda velic¢ine
100-120 nm tkivnim kondicionerima rezultovao je bakericidnim i fungicidnim dejstvom protiv
S.aureus, S. mutans i C. albicans [461]. Studija Deng i sar. sugeriSe da AgNP sintetizovane in
situ mogu biti efikasan pristup modifikaciji mekih akrilata indikovanih za leCenje 1 prevenciju

PS [462].

Antimikrobna aktivnost AgNPs u PMMA CP i HP je merena na na razliite nacine:
disk difuzionom metodom [463,464], brojanjem jedinica koje formiraju kolonije [431,465-468] ili
odredivanjem minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) [428,468]. U ovom istrazivanju
antimikrobnog dejstva modifikovanih i kontrolnih uzoraka PMMA dobijenih toplim i hladnim
polimerizacionim postupkom kori§¢ene su disk difuziona, mikrodiluciona i modifikovana disk
difuziona metoda. ViSe primenjenih metoda istrazivanja povecale su relevantnost dobijenih

rezultata, iz kojih su doneseni egzaktni i primenjivi zakljucci.

Disk difuziona metoda ili Kirby-Bauerov test koristi se za in vitro ispitivanje
osetljivosti mikroorganizama na razliite supstance. Ova metoda se dugo koristi u
mikrobioloSkim laboratorijama i relativno brzo daje rezultate (18-24 ¢asova nakon rasejavanja
mikroorganizama i postavljanja diskova na podlogu). Izvodi se u Petrijevoj Solji, na ¢vrstoj
hranjivoj podlozi (SDA i MHA). Diskovi sa odredenim koncentracijama ispitivanog materijala
stavljaju se na povrSinu podloge koja je prethodno zasejana mikroorganizmima, komercijalno
dostupnim sojevima ili izolatima iz organizma. Nakon inkubacije se meri poluprecnik zone

inhibicije, odnosno povrsina zone inhibicije rasta mikroorganizama u milimetrima [469].

Rezultati istrazivanja su dokazali antimikrobnu aktivnost 10% AgCl PMMA (CP i HP)
i 10% AgNPs PMMA (CP i HP) protiv C. albicans i S. aureus. U sluc¢aju modifikacije PMMA
nizim koncentracijama biocidnih supstanci, nije doslo do njihove difuzije u podlogu (disk
difuziona metoda) i konsekventne inhibicije rasta mikoorganizama, §to se moZze objasniti

veli¢inom upotrebljavanih AgNPs (50-100 nm). S druge strane, na kontaktnim povrSinama
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supstrata 1 diskova eksperimentalnih uzoraka nije bilo mikrobnog rasta, §to potvrduje njihovu

antimikrobnu aktivnost.

Metoda mikrodilucije je koriS¢ena za odredivanje minimalnih inhibitornih
koncentracija (MIC) i minimalnih mikrobicidnih koncentracija (MMC). Najbolja antimikrobna
aktivnost protiv C. albicans (MIC=MMC=3,13 mg/ mL) uocena je kod uzoraka koji sadrze
10% AgCl PMMA CP i 10% AgCl PMMA HP. Analogno prethodnim rezultatima, najvise
koncentracije AgNPs u modifikovanom materijalu pokazale su i najja¢i antimikrobni efekat.
Rezultati su identi¢ni i za ispitivani 10% AgCl PMMA i 10% AgCl PMMA kod oba tipa
polimerizacije, $to ukazuje da i jonsko srebro takode deluje protiv C. albicans, kao i kod disk
difuzione metode. Rezultati istrazivanja su dokazali antifungalni kapacitet srebra u PMMA za
izradu zubnih proteza, bez obzira da li je ono u obliku NPs ili neorganske soli (AgCl) unutar
polimernog matriksa. Analiza mehanizma njihovog delovanja nije bio cilj disertacije, obzirom
da su potpuno zarobljeni u matrici PMMA, ali se pretpostavlja da je slican, ako ne 1 identican.
Takva vrsta ispitivanja planira se u buduénosti, a svrha bi joj bila smanjenje troSkova sinteze

nanomaterijala.

10% AgCl PMMA CP i 10% AgCl PMMA HP pokazali su nizu aktivnost protiv S.
aureus (MIC/MMC = 3,13/6,25 mg/mL) u poredenju sa uzorcima modifikovanim upotrebom
10% AgNPs PMMA CP i 10% AgNPs PMMA HP, sa MIC=MMC= 12,50 mg/mL. Dobijeni
rezultati ukazuju na manji antibakerijski potencijal 10%AgCl PMMA CP u HP, §to bi se sad
moglo objasniti i superiornim svojstvima NPs u odnosu na neorgansku so u polimernom
matriksu. Prednost AgCl PMMA u odnosu AgNPs PMMA je u Cinjenici da ne menja bitno

boju PMMA 1 zadrzava njegova optimalna estetska svojstva.

Najspecifi¢nijom se pokazala, modifikovana mikrodiluciona metoda (disk-difuziona
metoda sa vijabilnim brojanjem) koja je potvrdila da u direktnom kontaktu sa
mikroorganizmima svi ispitivani uzorci imaju mikrobicidno dejstvo, sa izuzetkom 2% AgNPs

PMMA CP 1 HP koji nije pokazao dejstvo protiv S. aureus.

Sa porastom koncentracije primenjenog biocidnog sredstva rasla je i antimikrobna
aktivnost ispitivanog materijala, $to jasno sugeriSe da sredstvo na bazi srebra, bilo da je NPs ili
neorganska so, deluje protiv koriS¢enog soja gljivice i1 bakterije. Ovom metodom je dokazano
1 antimikrobno dejsvo nizih koncentracija AgNPs i AgCl u PMMA polimerizovanog hladnom
1 toplom procedurom. Preciznost metode ju je preporucila i za ispitivanje osetljivosti izolata

mikroorganizama dobijenih iz usta pacijenata sa PS, $to je u ovoj studiji bila C.albicans.
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Dobijeni rezultati ispitivanja mikroorganizama na izolatima iz usne duplje potvrdila su
pretpostavku da se kod pacijenata sa dijagnostikovanim PS u brisu sluzokoze proteznog
oslonca predominantno nalaze kolonije C. albicans, te da je ona glavni uzro¢nik nastanka ovog

multikauzalnog oboljenja.

Kolonije S. aureus nisu izolovane iz briseva sa sluzokoze proteznog oslonca pacijenata

kod kojih je utvrden PS.

Brojne studije su ukazale na to da je biofilm znatno manje podlozan uticaju
antimikrobnih agenasa za razliku od planktonskih ¢elija [15,470,471]. Pozitivno naelektrisane
AgNPs ne samo da inhibiraju planktonski oblik gljivica, ve¢ spre¢avaju rast i posledi¢nu
aktivnost hifnog oblika u modelu kulture in vitro. Niska i sar. [440] su istrazivali efekat AgNP
na izolate bakterija (Gram-pozitivne i Gram/negativne) izolovane kod pacijenata sa oralnim

infekcijama, kao i na komercijalne sojeve S. mutans i S. aureus, i dokazali njihovu efikasnost.

Broj istrazivanja koja ispituju uticaj AgNPs 1 na antimikrobni kvalitet PMMA CP 1 HP
je relativno mali [430,472]. Izvedene studije su in vitro karaktera, te se apsolutni zaklju¢ak ne
moze izvesti do kraja, Sto limitira i naSe istrazivanje, ali istovremeno pruza mogucénost
planiranja klinickih ispitivanja. Medutim, iz jedne klini¢ke studije fokusirane na totalne
proteze od modifikovanog materijala, primeceno je da su posle Cetiri nedelje sve ispitivane

vrste gljivica nestale, kod 0,2% AgNPs PMMA [473].

U pilot studiji Gligorijevi¢ i sar. su ispitivali razli¢ite koncentracije AgNPs dodatog
prahu PMMA CP u kontaku sa S. aureusom i C. albicans [474]. Rezultati su ukazali na pozitivni
antimikrobni efekat impregniranog materijala protiv S. aureus. Inhibitorni efekat je bio veci sa
porastom koncentracije AgNPs u modifikovanim PMMA. Dobijeni rezultati su u saglasnosti
sa nalazima Castro i sar. koji su pokazali da dodatak 5% i 10% B-AgVO3 znacajno smanjuje
metaboli¢ku aktivnost Pseudomonas aeruginosa i S. aureus u oba tipa polimerizacije akrilata
za bazu zubne proteze [466,475]. Slane 1 sar. su zakljucili da AgNPs dodate kostanom PMMA
cementu imaju snaznu antimikrobnu aktivnost u odnosu na S.aureus [476]. Khurana i sar. su
ukazali na znacaj smanjenja veli¢ine partikle AgNPs u inhibiciji rasta S.aureus [477]. Rezultati
pilot studije su potvdeni rezultatima doktorske disertacije, gde je potvrdena antimikrobna
aktivnost protiv S.aureus trima razli¢ita metodama ispitivanja. Sa druge strane, istrazivanja
Morrison i sar. nisu pokazala uticaj kombinacije AgNPs i praha akrilata na formiranje biofilma

Staphilococcus pseudointermedius [478].
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Test uzorci u preliminarnoj studiji nisu inhibirali rast C. albicans disk difuzionom
metodom 1 dobijeni rezultati nisu dokazali fungicidni efekat AgNPs [474]. Literaturno dostupni
podaci jasno opisuju dejstvo AgNPs na kolonije kandide u ustima pacijenta razliitim

metodama ispitivanja, §to ukazuju i rezultati disertacije [14,479].

I drugi autori su primenjivali disk difuzioni test [463] i izraCunavanje jedinica koje
formiraju kolonije (CFU) [16,461,468] dosavsi do zakljucka da sa pove¢anjem procenta AgNPs

dolazi do povecanja efikasnosti materijala i smanjenja CFU.

Kreve i sar. su prijavili sli¢an antifungalni efekat kod 5% i 10% nanocestica, $to je u
suprotnosti sa rezultatima dobijenim u disertaciji, gde se antifungalna i antibakterijska

aktivnost uocila samo kod 10% modifikovanih materijala [463].

Musavi i sar. su dokazali potpunu inhibiciju C. albicans u intervalima od 24 i 48 sati u
10% 1 20% koncentraciji u uzorcima PMMA, dok su najbolji efekti postignuti sa 5%
koncentracijom ZnO-Ag u intervalima od 24 i 48 sati [468]. Chladek i sar. su otkrili da je in

vitro antifungalna efikasnost uzoraka bila 16,3% do 52,5% rasta gljivica [16].

Rezultati grupe autora pokazali su veliku efikasnost AgNPs protiv Gram-negativnih
bakterija [442,443]. | rezultati drugih studija pokazuju antibakterijsko delovanje AgNPs protiv
S. aureus. Agnihotri 1 sar. su dokazali da AgNPs veli¢ine izmedu 5 1 100 nm pokazuju
baktericidni 1 bakteriostatski kapacitet u odnosu na Gram-negativne i Gram pozitivne bakterije,
metodama analognim onima koje su koriS¢ene u istrazivanju [480]. Dobijeni MIC varirao je
izmedu 20 do 110, 60 do 160, 30 do 1201 70 do 200 png/mL za dva soja E. coli, Bacillus subtilis
i S. aureus, gde prva vrednost odgovara manjim NPs (5 nm), a druga ve¢im NPs (100 nm).
Pored toga, utvrdeno je da su baktericidne koncentracije od 30 do 140 pg/mL dovoljne za sve
proucavane sojeve, ali je S. aureus pokazao MBC ve¢i od 200 pg/mL. Antibakterijska
aktivnost je u velikoj meri zavisila od veli¢ine NPs, §to se pripisuje vecoj povrsini zapreminski
manjih Cestica 1 dostupnosc¢u za direktan kontakt sa bakterijskom c¢elijom. AgNPs oblozene
hitozanom pokazale su visoko inhibitornu aktivnost protiv S. aureus, P. aeruginosa i

Salmonella tiphimurium, smanjujuéi broj kolonija do 95% nakon 4 h kontakta [481].

Panacek i sar. [482] uporedili su i demonstrirali antifungalne 1 antibakterijske aktivnosti
AgNPs i zakljucili da nize koncentracije AgNPs imaju efekat na bakterije dok je za isti efekat
na gljivicama potrebna veéa koncentracija AgNPs. Zbog svoje manje sloZene strukture,
evolutivno starije prokariotske vrste bakterija nisu u stanju da toleriSu AgNP tako efikasno kao

gljive koje imaju bolje organizovanu strukturu i sistem detoksikacije [482].
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Laboratorijske studije su eticki opravdanije jer je potrebna komparativna analiza
razli¢itih koncentracija AgNPs i AICI u PMMA kojom ¢e se postié¢i biocidni efekat bez ikakave
toksi¢nosti na okolna tkiva i organizam uopste, $to je i bio cilj ove studije. Literaturni podaci
o sli¢nim istrazivanjima pokazuju procentualnu zastupljenost AgNPs od 0,5% do 30% teZine,
sa srazmernim uporednim povecanjem koncentracije NPs i1 biocidnog efekta u studijama sa
malim ili velikim brojem uzoraka i nakon razli¢itih duzina perioda inkubacije [472]. Bez obzira
na sve razlike izmedu dizajna dosadasnjih studija koje se odnose na nacin proizvodnje AgNPs,
tip 1 veli¢inu AgNPs ili ispitivani tip PMMA, smanjenje broja mikroorganizama zavisilo je
samo od koncentracije mase AgNPs. Navedena ispitivanja, analogno ovoj studiji, dokazala su

da veli¢ina dodatka AgNPs u PMMA CP ili HP uti¢e na inhibiciju rasta C. albicans [430,472].

Medutim, ti rezultati ne podrazumevaju i poboljSanje klinicke slike PS. Za donoSenje
takvog zakljucka potrebna su klinicka ispitivanja i testiranje upotrebe na pacijentima [473].
Akosta Tores 1 sar. predlazu koris¢enje AgNPs u oblogama na zubnim protezama, smatrajuci
ovaj nacin aplikacije pogodnijim za klini¢ko ispitivanje, pri ¢emu su testom primene dokazali
njihovo antimikrobno dejstvo [390]. S tim u vezi, verovatno bi za konsekutivnu klinicku studiju
bilo pogodnije koristiti inkorporaciju NPs u PMMA CP kojim se podlazu proteze, jer se ovaj
sloj moze naknadno naneti, ne remeti estetiku proteza 1 lako se uklanja i zamenjuje
nemodifikovanim materijalom ukoliko za njim ne bi bilo duze potrebe. Stoga smo misljenja da
bi klinicko ispitivanje antimikrobne aktivnosti modifikovanih PMMA trebalo zapoceti
materijalima koji se polimerizuju u ustima pacijenta (CP), u dozi koja ne deluje toksi¢no na
tkiva ili organizam uopste. Dobro osmisljena 1 izvedena laboratorijska ispitivanja uvod su za

klinicke studije koje bi modifikovan materijal mogle uvesti u svakodnevnu praksu.

Uprkos nespornom antimikrobnom dejstvu NPs, jos uvek postoje izvesna ogranicenja
koja koce njihovu klinicku upotrebu, a vezana su za nedoreCenost u izboru potencijalnih

koncentracija, eventualnu toksi¢nost i moguce nezeljene efekte na ljudsko telo.

Mikrobicidni efekat u direktnom kontaktu je takode potvrden modifikovanom
metodom sa materijalnim diskovima u kontaktu sa Zivim ¢elijama u bujonu. Analogno tome,
ovako modifikovani PMMA materijali bili bi u direktnom kontaktu sa sluzokozom, a njihovo
antimikrobno dejstvo bi se ispoljavalo i1 pri nizim koncentracijama biocidnih supstanci u
materijalu. Klinicki, antimikrobna aktivnost dentalnih materijala difuzijom antimikrobnih
elemenata nije neophodna niti pozeljna, jer zavisi od protoka pljuvacke i ne moze se adekvatno

kontrolisati. S druge strane, postoje miSljenja da je dugotrajna antimikrobna aktivnost, sa
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prethodno dokazanom niskom toksi¢noS¢u i1 dobrom biokompatibilnos¢u u ljudskom
organizmu, rezultat dugotrajnog oslobadanja jona i slabo razvijene otpornosti bakterija na
njihovo dejstvo [364-366]. S tim u vezi, rezultati metode mikrodilucioniranja potvrdili su
mikrobicidni efekat razblazenja 10% AgNPs PMMA protiv sojeva bakterija i gljivica, dok je
efekat razblazenja 10% AgCl PMMA bio nesto slabiji, posebno protiv S. aureus.

lako se c¢elijske membrane u velikoj meri razlikuju izmedu sisara, bakterija i gljiva, sve
one sadrze fosfolipide koji sadrze negativno naelektrisane fosfatne grupe [483] ugradene
izmedu hidrofilnih baza koje mogu biti mete katjonskih AgNPs distribuiranih u membrani
[484]. Lara i sar. [14] su pokazali da koncentracije AgNPs potrebne za inhibiciju rasta biofilma
kandide imaju nizi terapeutski potencijal od onih koje pokazuje standardni test citotoksi¢nosti
na kulturi ¢elija humanog hepatocelularnog karcinoma (HepG2). Panacek i sar. [482] su
pokazali da AgNPs u koncentracijama koje imaju antifungalnu aktivnost nisu toksi¢ne za
ljudske fibroblaste. Prednost AgNP-a je njihova mala veli¢ina i sposobnost prodiranja u ¢elije,
Sto povecava njihovu antimikrobnu aktivnost [485]. Analogno ovim istrazivanjima, rezultati
disertacije nisu pokazali veéi negativni uticaj na vijabilnost i proliferaciju ¢elijske kulture

fibroblasta u odnosu na kontrolne uzorke PMMA CP i HP.

Iz prethodno navedenog moze se zakljuciti da se AgNPs pojavljuju kao odli¢na
alternativa jer se mogu primeniti za prevenciju infekcije izazvane ovim mikroorganizmima,
dekontaminirati medicinski materijal, pa ¢ak borbe protiv infekcija u toku [486]. AgNPs su
pokazale antimikrobnu aktivnost protiv raznih vrsta infektivnih i patogenih mikroorganizama,
ukljucujuéi bakterije otporne na antibiotike [487,488]. Pored toga Sto je srebro dokazani biocidni
agens, druga karakteristika koja mu omogucava uspesnost terapije kod rezistentnih bakterija
je postojanje viSe povezanih mehanizama antibakterijskog delovanja. Naime, AgNPs deluju
na ¢elijsku membranu, na intracelularne komponente i menjaju respiratorni lanac unutrar ¢elija

[489,490].

Medutim, postoje 1 studije koje pokazuju da i AgNPs mogu izazvati pojavu rezistentnih
sojeva. Nakon serijskog i1 kontinuiranog izlaganja AgNP, neki bakterijski sojevi pokazuju
smanjenu osetljivost na ovaj agens. Studija sprovedena sa E. coli i S. aureus, u kojoj su
bakterije bile izloZene subletalnom uticaju doze AgNPs tokom 5 dana pokazala je povecanje

tolerancije na AgNPs [491].

AgNPs se mogu kombinovati sa antibioticima (' hloramfenikol, kanamicin, ampicilin).

Primeceno je da je AgNPs + hloramfenikol bio u stanju da inhibira rast E. coli, S. tiphimurium
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i S. aureus do 50%. U isto vreme, tretman sa AgNP + kanamicin je uspeo da inhibira rast ovih
istih sojeva, ali u procentu blizu 95% [492]. Rezultati Ipe 1 sar. su pokazali da opisana
kombinacija ima baktericidno dejstvo ¢ak i za sojeve otporne na antibiotike, kao Sto je bio
slucaj sa sojevima S. aureus (otporni na ampicilin) [493]. Zajednicko delovanje je efikasnije jer
AgNPs menjaju integritet i membranski potencijal ¢elijske membrane, povecavajuci njenu
permeabilnost 1 omogucavajuc¢i lakSi prolaz antibiotika. Treba napomenuti da su za ova
ispitivanja upotrebljavane subletalne doze AgNPs i koris¢ene su minimalne inhibitorne

koncentracije antibiotika [492].

Rezultati ove studije, kao 1 brojna istrazivanja drugih autora, ukazuju na antibakterijsku
i antifungalnu aktivnost AgNPs i akrilata modifikovanih AgCl bez nanostrukture.
Antimikrobni efekat materijala raste upravno srazmerno porastu koncentracije biocidnog
agensa u materijalu, u uslovima in vitro. Za postavljanje kona¢nih zaklju¢aka o antimikrobnoj
aktivnosti ispitivanih materijala potrebna su in vivo istrazivanja i testovi primene na ljudima.
Uzevsi u obzir sve nedostatke laboratorijskoh ispitivanja, a pre svega ogranicenost trajanja
(akutni efekat ispitivanih materijala) i odsustvo lokalnog i sistemskog imunog odgovora
domacina, mogu da se posmatraju samo kao screening koji bi dao jasne smernice kako odraditi
istrazivanje na eksperimentalnim animalnim modelima 1 ljudima, uz minimalne rizike da dode
do bilo kakvog nezeljenog ishoda. Klinicka studija je logi¢an nastavak ovog istrazivanja, koja
¢e rezultate sublimirati u praktiéno upotrebljiv materijal za primenu u svakodnevnoj

stomatoloskoj praksi.
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6.3. Diskusija ispitivanja vijabilnosti i proliferacije ¢elijske kulture u

prisustvu modifikovanih PMMA materijala

Dentalni materijali koji u svoju strukturu imaju ugradene biocidne agense ne smeju da
pokazuju toksicni efekat na tkiva sa kojima dolaze u kontakt ili da izazivaju sistemska
oSte¢enja. Stoga je ispitivanje biokompatibilnosti materijala koji bi se koristili u usnoj duplji
imperativ. Ono se izvodi kroz tri nivoa testiranja: in vitro, in vivo i u klinickim uslovima

testovima primene.

Uprkos antimikrobnom, dejstvu koje je dokazano i ovim istrazivanjem, postoje
ogranicenja koja ne dozvoljavaju klinicku primenu PMMA modifikovanih biocidnim agensima
na bazi srebra. Pojac¢an oprez pri upotebi modifikovanih dentalnih materijala posledica je nekih
ranijih istraZivanja, ¢ija se metodologija ne uklapa sa ciljevima ove disertacije. Do sada su
opisani nezeljeni efekti slobodnog Ag™ u industrijskom otpadu u vidu diskoloracije koze i

diskoloracije o¢iju, efekti na bubrege, jetru, gastrointestinalni i respiratorni sistem [494].

Takode je dokazana citotoksi¢nost AgNPs na povrsini titanijumskih implantanata na
osteoblaste, Sto limitira njithovu upotrebu bez obzira na veliki antimikrobni efekat na gram

pozitivne i negativne bakterije [495].

Stoga je cilj ove disertacije, pored definisanja bioloski aktivne koncentracije
inkorporiranih AgNPs 1 AgCl u PMMA CP 1 HP 1 ispitivanje toksic¢nosti modifikovanih
materijala na ¢elijskoj kulturi u in vitro uslovima. Ispitivanje materijala u kulturi ¢elija bitno je
za razumevanje njegovog bioloSkog ponasanja, te predstavlja screening metodu testiranja
bioloskih karakteristika materijala koja uslovljava naredna testiranja u in vivo uslovima. Ogra-
ni¢enja ovakvog laboratorijskog istrazivanja jesu, pre svega, nemogucnost simuliranja in vivo
situacije (odsustvo lokalnog 1 sistemskog inunog odgovora), vremensko ogranic¢enje
(mogucénost sagledavanja akutnog ali ne i duzevremenog toksi¢nog efekta), kao i teSkoce u

izvodenju verodostojnih zakljucaka iz dobijenih rezultata.

Kori$¢ena 1.929 celijska kultura misjih fibroblasta je najéeS¢e upotrebljavani in vitro
model testiranja dentalnih materijala. To je, pored moguénosti njihovog uspesnog kultivisanja

u laboratorijskim uslovima i lakog umnozavanja, razlog za njihov izbor u ovom istrazivanju.

Ispitivanje vijabilnosti ¢elija vrSeno je MTT nestandardnim testom c¢ija je prednost
testiranje na mikro nivou. U vijabilnim ¢elijama aktivan je enzim sukcinat-dehidrogenaza koji

je sastavni deo mitohondrijalnog respiratornog lanca. MTT test zasnovan je na redukciji zute
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tetrazolijeve soli MTT pri Cemu nastaje formazan, jedinjenje plavo ljubicaste boje koje se u
vidu kristala talozi u ¢elijama. Smanjenje broja vijabilnih celija uzrokuje smanjenje
metaboli¢ke aktivnosti u testiranoj kulturi. Ovo smanjenje je direktno povezano s koli¢inom

formiranog ljubicastog formazana, §to se opaza apsorpcijom.

Naime, lizom membrane ¢elija izopropanolom, formazan se rastvara i pri tome se
dobija obojeni rastvor Cija se apsorbanca odreduje na odgovarajucoj talasnoj duzini na
spektrofotometru. Postoji direktna srazmernost izmedu broja vijabilnih ¢elija i intenziteta plave
boje, odnosno apsorbance. Sposobnost redukcije MTT-a pokazuju samo vijabilne éelije, te je
izmerena apsorbanca direktno srazmerna broju zivih celija. Citotoksi¢nost ispitivanog

materijala smanjuje aktivnost mitohondrijalnih enzima, pa i redukciju MTT.

Zubne proteze izradene od PMMA su u stalnom kontaktu sa sluzokozom proteznog
oslonca, pa sastojci materijala mogu uticati na promene u samom oralnom tkivu. Uticaj
testiranih materijala na proliferaciju kulture misjih fibroblasta L.929 prac¢en je njihovim
trodnevnim direktim kontaktom sa ispitivanim uzorcima. Rezultati su tumaceni analizom
izgleda i rasta svetlosnom mikroskopijom, a stepen proliferacije u odnosu na kontrolu (kultura

¢elija bez prisutnog materijala) odredivan je MTT testom.

Rezultati ove studije pokazali su da akrilatni materijali modifikovani dodatkom 10%
AgNPs 1 10% AgCl imaju antiproliferativni i, stoga, verovatno toksi¢ni efekat na rast
fibroblasta ispitivane ¢elijske kulture. MoZze se uociti da su u blizini materijala ¢elije menjale
svoj oblik. Okrugle ¢elije odvojene od podloge sagledavane su kao mrtve. Rezultati su
pokazali da u kontaktu 1.929 linije 1 10% AgNPs-PMMA CP, ¢elije izgledaju najsli¢nije misjim

fibroblastima.

Slican efekat smanjenja broja i proliferacije celija sre¢emo i u kontaktu sa
nemodifikovanim PMMA CP i PMMA HP materijalom [496], te se moze zakljuciti da
modikacija PMMA srebrom ne utice na proliferaciju ¢elija sa kojima dolaze u kontakt.
Dobijeni rezultati potvrdeni su i MTT testom, koji je raden nakon trodnevne inkubacije ¢vrstih
uzoraka ispitivanih materijala i ¢elijske kulture u hranjivom medijumu. Vrednost apsorbance
kontrolne grupe iznosila je 0,300, dok su vrednosti za ispitivane materijale bile ispod 0,100.
uticaj nac¢ina polimerizacije akrilata na proliferaciju ¢elijske kulture, a $to nije u saglasnosti sa
prethodno publikovanim rezultatima [496]. Naime, Kosti¢ i sar. su ispitivali dejstvo razi¢itih

PMMA CP i PMMA HP na HelLa ¢elijsku kulturu nakon jednodnevne inkubacije testom
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direktnog kontakta, odnosno analognom metodologijom, pri ¢emu su zakljucili da je veéi

antiproliferativni efekat PMMA koji se dobijaju postupkom hladne polimerizacije [496].

Odsustvo rasta 1 promenjen oblik ¢elija u prisustvu modifikovanih i nemodifikovanih
PMMA, potvrden svetlosnom mikroskopijom, moze se objasniti samim kontaktom hrapavog i
poroznog akrilatnog materijala i ¢elijske kulture, te se sli¢ni efekat moze ocekivati i u ustima
pacijenta. Materijal za zubne proteze se, sa druge strane, pre predaje pacijentu polira i u ustima
oblaze salivarnom pelikulom koja smanjuje njegovu povrSinsku hrapavost 1 potencijal za

oslobadanje toksicnih supstanci [497].

Koris¢enje testa indirektnog kontakta u ispitivanju vijabilnosti ¢elija opravdano je
konstantnim protokom pljuvacke koji kod prose¢ne zdrave osobe iznosi otprilike 1000-1500
mL dnevno. Istrazivanje Li i sar. je pokazalo da razredivanje originalnog ckstrakta 128 puta
daje ukupno 1280 mL medijuma za kulturu, koji se moze koristiti za pribliznu koli¢inu
pljuvacke u ustima za 24 h [498]. U opisanoj studiji, ¢ak i pri dvostrukom razblaZenju, sa
ukupnom zapreminom rastvora od priblizno 1/64 zapremine pljuvacke dnevno in Vivo,
ispitivane grupe materijala modifikovane dodavanjem Novaron (Toagosei Group, Kina) Koji

u sebis adrzi Ag” su i dalje pokazale skoro 100% odrzivost fibroblasta.

MTT je test izbora za ispitivanje citotoksi¢nosti te¢nih, ali i ekstrakata Cvrstih
materijala. Dokazano je da zubne proteze izradene od PMMA oslobadaju izvesnu koli¢inu
potencijalno toksi¢nih supstanci koje se rastvaraju u pljuvacki i posredno deluju na oralna tkiva
[499]. Njihov efektat je alergeni ili iritativan, uglavnom lokalnog karaktera i nestaje nakon
prestanka koriS¢enja zubne proteze. Stoga se ekstrakti PMMA mogu smatrati analozima
klinicke situacije, a njihova razli¢ita razblazenja simuliraju rastvaranje tih supstanci u pljuvacki
pacijenta [497]. Ekstrakcija uzoraka materijala ustanovljena je ISO standardom (ISO 10993-5:
2009) [293]. Ritam oslobadanja potencijalno toksi¢nih supstanci iz ispitivanih materijala u plju-
vacku sagledavan je kroz razli¢ito trajanje ekstrakcionog perioda (u ovoj studiji jedan, tri 1

sedam dana) [500].

Indirektno ispitivanje citotoksic¢nosti je obuhvatilo dejstvo jednodnevnih, trodnevnih i
sedmodnevnih ekstrakata modifikovanih i nemodifikovanih PMMA CP i HP materijala u
hranjivom medijumu na L929 kulturu misjih fibroblasta. Finalne ispitivane koncentracije
ekstrakata materijala iznosile su: 6,25%; 12,5%; 25%; 50% i 100%. Negativnu kontrolu ¢inile

su ¢elije koje su inkubirane u kompletnom DMEM-u (K) kao i ¢elije inkubirane u kompletnom
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DMEM-u koji je prethodno inkubiran 1, 3 ili 7 dana, pod istim uslovima kao 1 materijali

prilikom ekstrakcije (K37).

Dobijene vrednosti apsorbance, a u skladu sa primenjivanim MTT testom, ukazale su
da nema znacajne razlike na vijabilnost ¢elijske kulture modifikovanih i nemodifikovanih

PMMA CP 1 HP u odnosu na kontrolu K 1 K37.

U slucaju jednodnevnih ekstrakata 10% AgNPs-PMMA HP nije pokazana statisticka
znacajnost u vrednosti apsorbance kod svih ispitivanih koncentracija u odnosu na kontrolu, dok
je ona kod 50% ekstrakta 10% AgCI-PMMA HP bila i statisticki ve¢a u odnosu na kontrolu
K37, ¢ime je dokazano odsustvo citotoksi¢nosti ovih uzoraka. Isti zakljucci se mogu donetiiu
slucaju ekstrakata 10% AgNPs-PMMA CP 1 10% AgCIl-PMMA CP, gde nije pokazana
zavisnost vijabilnosti ¢elija od koncentracije rastvora, pa samim tim i toksi¢nost ispitivanih
jednodnevnih ekstrakata. Sta vise, vrednost 6,25%; 25% i 50% ekstrakta 10% AgCI-PMMA
CP statisticki je visa u odnosu na kontrolu K (p<0,01) 1 K37 (p<0,001), $to ukazuje da prisustvo

modifikovanog materijala ne uti¢e na vijabilnost ¢elija u kulturi.

U slucaju trodnevnih ekstrakata dobijeni su slicni rezultati, tako da razlicite
koncentracije ekstrakata 10% AgNPs-PMMA HP i 10% AgCl-PMMA HP nemaju bitno
razli¢itu vrednost apsorbance u odnosu na kontrolu, $to ukazuje na njihovu necitotoksi¢nost.
Sa druge strane, u slucaju ekstrakata 10% AgNPS-PMMA CP 1 10% AgCl-PMMA CP postoji
zavisnost vijabilnosti ¢elija u odnosu na koncentraciju ekstrakta, odnosno vrednost apsorbance
smanjuje se sa porastom koncentracije rastvora. Ova dozna zavisnost ukazuje na potencijalni
toksi¢ni efekat trodnevnih ekstrakata modifikovanih PMMA CP, §to je skladu sa nalazima
drugih autora da nacin polimerizacije uti¢e na bioloska svojstva materijala [72,501]. Sa druge
strane, dobijene vrednosti za modifikovane PMMA CP nisu bile znacajno razli€ite u odnosu
na kontrolu, te ni ove materijale ne mozemo proglasiti toksi¢nim po ¢elijsku kulturu. Kada su
u pitanju ekstrakti nemodifikovanih PMMA CP i HP, dobijene vrednosti apsorbance nisu se
znacajno razlikovale u odnosu na kontrolu, a ovi materijali nisu pokazali toksic¢nost. Stoga se
moze zakljuciti da izmedu trodnevnih ekstrakata modifikovanih PMMA CP i HP ne postoji

bitna razlika, odnosno da modifikacija materija ne uti¢e na njegovu citotoksi¢nost.

U slu€aju sedmodnevnih ekstrakata, ekstrakti 10% AgNPs-PMMA HP 1 10% AgCl-
PMMA HP nisu pokazali doznu zavisnost u odnosu na vijabilnost ¢elija, niti statisticki
znacajne razlike u vrednostima apsorbanci ispitivanih ekstrakata u odnosu na kontrole. Sa

druge strane, dozna zavisnost, pa samim tim i potencijalna citotoksi¢nost pokazana je kod
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ekstrakata 10% AgNPs-PMMA CP i 10% AgCI-PMMA CP, mada, kao i u sluc¢aju trodnevnih
ekstrakata, ona nije bitno odstupala u odnosu na kontrolu. Sli¢ne vrednosti dobijene su i za
PMMA CP i HP, te se ispitivani materijali ne razlikuju po svom uticaju na vijabilnost ispitivane

¢elijske kulture.

Dobijene vrednosti nakon predvidenih ekstrakcionih perioda nisu pokazale zavisnost
vrednosti apsorbance od koncentracije ekstrakata ispitivanih materijala. Sa porastom
koncentracije nije opadala vrednost intenziteta redukcije MTT-a, odnosno vijabilnost ¢elija u
kulturi, $to dokazuje da AQNPs-PMMA i AgCI-PMMA HP i CP nemaju citotoksi¢ni efekat na
ispitivanu ¢elijsku kulturu. Sa porastom duzine ekstrakcionog perioda nije opadala vijabilnost
¢elija u kulturi. Obzirom da se radi o najviSoj ispitivanoj koncentraciji biocidnih agenasa u
PMMA CP i HP, mozemo zakljuciti da nijedna modifikacija PMMA u disertaciji nije pokazala

citotoksi¢ni efekat u kulturi fibroblasta.

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa literaturno dostupnim podacima. Rezultati
istrazivanja citotoksi¢nosti AgNPs-PMMA, Sun i sar. [502] ukazali su na to da je kriva
proliferacije ¢elija L929 u kontrolnoj grupi bila ,,S” tipa: one su bile u stacionarnoj fazi od 1.
do 2. dana; od 3. do 6. dana celije su usle u logaritamsku fazu rasta; 7. dana proliferacija ¢elija
je usla u plato fazu. Proliferacija u svakoj testiranoj grupi bila je u sustini ista kao u kontrolnoj
(H-DMEM) grupi; nije bilo znacajne razlike u brzini proliferacije u bilo kom trenutku. Ovi
podaci su pokazali da ekstrakt iz svake grupe nije imao citotoksi¢nost prema ¢elijama L929.
Rezultati MTT testa za modifikovane AgNPs-PMMA materijale, u istrazivanjima Acosta
Tores i sar. [390] pokazali su da diskovi AgNPs-PMMA pokazuju biokompatibilno ponaSanje

u smislu da ne utiu na proliferaciju celija.

Yen i sar. [503] su izvestili da su manje AgNPs (3 nm) viSe citotoksi¢ne od vecih Cestica
(25 nm), Sto ukazuje na vaznost veli¢ine NPs. Ovi rezultati su u skladu sa nasim nalazima, jer
su za proizvodnju modifikovanih PMMA materijala koris¢eni AgNPs < 100 nm. AgNPs
koriS¢ene u istrazivanju ovih autora bile su vece i potvrdeno je da nisu izazvale citotoksi¢no
ili genotoksi¢no oste¢enje u NIH-3T3 ili u Jurkat ¢elijama. Prikazani rezultati pokazuju da su
AgNPs pogodno sredstvo za proizvodnju netoksi¢nih materijala sa antimikrobnim svojstvima

za upotrebu u stomatologiji.

U istrazivanju Gopalakrishnan i sar. [316] analiza citotoksi¢nosti AgNPs uradena je
koris¢enjem MTT testa na celijama fibroblasta ljudske koze, pri ¢emu je dokazana

citotoksi¢nost zavisna od koncentracije, $to nije u skladu sa rezultatima ove disertacije.
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Literaturni podaci takode pokazuju da nize koncentracije AgNPsS nisu citotoksicne i1 da su
pokazale stopu proliferacije ¢elija vecu od 75%. Samo najveca koncentracija (20 mg/mL) koja
je testirana bila je blago toksi¢na (proliferacija celija veca od 50%) [504]. Veli¢ina AgNPs
koriS¢enih u njihovoj studiji bila je u opsegu od 40—50 nm, sli¢no istrazivanju u ovoj disertaciji,
dok su izvestaji pokazali da su citotoksi¢ni efekti izrazeniji pri veoma malim veli¢inama Cestica
(5-28 nm) [505]. Mehanizam delovanja citotoksi¢ne aktivnosti AGQNPS je indukcija stvaranja
originalnih slobodnih radikala, menjanje oblika ¢elija fibroblasta, smanjenje vitalnosti ¢elije i

apoptoza, §to je u saglasnosti sa rezultatima direktnog testa ovog istrazivanja [506].

Istrazivanje Han i sar. imalo je za cilj da proceni citotoksi¢nost modifikovanih PMMA
sa antibakterijskim efektom na humane celije fibroblasta gingive, ponovo koris¢enjem MTT
testa [467]. Rezultati su pokazali da nije bilo znac¢ajnih razlika u vijabilnosti ¢elija izmedu grupa
ekstrakata i negativne kontrolne grupe nakon 24 sata inkubacije. Ovo ukazuje da su Se ispitivani
modifikovani PMMA materijali pokazali kao necitotoksi¢ni ili blago citotoksi¢ni za celije

fibroblasta gingive ¢oveka, $to je u potpunosti u skladu sa nas§im dobijenim rezultatima.

Modifikovani PMMA materijali sa dodatkom nano-ZrO,, ABVs i Novaron (AgNPs)
pokazali su obecavajucu antibakterijsku aktivnost bez ugrozavanja rasta fibroblasta u in vitro
studiji. Ovi rezultati sugeriSu da ovaj materijal ima potencijal za upotrebu kao antibakterijski
agens, te doprinose teku¢im naporima da se razviju sigurni i efikasni antibakterijski materijali

za medicinsku i stomatoloSku primenu [467].

U istrazivanju koje su sproveli Yang i Lee [507], citotoksi¢nost modifikovanog PMMA
sa dodatkom srebro-fosfatnog stakla je analizirana upotrebom MTT testa [508]. Vijabilnost
¢elija je procenjena primenom ekstrakata kontrolnih i eksperimentalnih uzoraka na ¢elije L9209,
a rezultati ovih istrazivanja nisu pokazali statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalne
1 kontrolne grupe. Ovo pokazuje da PMMA koji sadrzi srebro-fosfatno staklo nije citotoksic¢an

[508,509].

Na toksic¢nost antimikrobnih NPs utice mnostvo faktora poput doze, vrste, veli¢ine
Cestica, distribucije, trajanja delovanja, interakcije sa drugim komponentama i tako dalje
[232,510]. Literaturni podaci ukazuju da AgNPs-PMMA ne pokazuje citotoksi¢nost u
odredenim rasponima koncentracija [451,511,512]. Sa druge strane, neki autori su pokazali da
toksicnost materijala pokazuje doznu zavisnost, pa ve¢i udeo NPs moze da dovede do
izrazenije inhibicije rasta i razmnoZzavanja ¢elija u kulturi, Sto nije u skladu sa rezultatima

disertacije [440,513]. Dini i sar. su ispitivali citotoksi¢nost AgNPs na humane epitelne cCelije
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karcinoma cerviksa (HeLa) MTT testom 1 nasli da ona raste sa porastom koncentracije uzorka
1 vremena ekstrakcije [514]. Do istih rezultata dosli su 1 autori koji nisu vrsili ispitivanja na
tumorskim celijama [515,516]. Niska i sar. su ispitivali citotoksicnost AgNPs na humane
gingivalne fibroblaste (HGF-1) MTT testom i dokazali doznu zavisnost toksi¢nosti [440]. Druge
studije su pokazale povezanost toksi¢nosti modifikovanih materijala sa vremenom, a ne sa
koncentracijom antimikrobnih NPs [232,517]. Foldbjerg i sar. su ispitivali uticaj inkorporacije
AgNPs na humanu monocitnu ¢elijsku liniju (THP-1) i dokazali da izazivaju apoptozu i
nekrozu ¢elija upravno srazmerno Sa poveéanjem koncentracije i vremena ekspozicije, kao i da
je toksi¢nost NPs u obrnutoj srazmeri sa njihovom veli¢inom [506]. AgNPs preko narusavanja
mitohondrijalnog respiratornog lanca i smetnji u generisanju ATP uzrokuju apoptoti¢nu smrt
¢elija [518]. Prabhu i Poulose navode da NPs ometaju jonsku propustljivost ¢elijskih membrana
1 ometaju akcijski potencijal ¢elije [519]. Nakon ispitivanja akutnog toksi¢nog uticaja AgNPs
na celijsku liniju jetre pacova (BRL 3A), Hussain i sar. su MTT testom dokazali da je funkcija
mitohondrija u ¢elijama znacajno smanjena posle dejstva koncentracije NPs od 5-50ug/ml.
Analogno tome, mikroskopska studija istih autora pokazala je da ¢elije izloZene NPs u ve¢im

dozama menjaju veli¢inu, skupljaju se i nepravilnog su oblika [520].

Asharani 1 sar. su ispitivali eventualni toksi¢ni efekat AgNPs na humane fibroblaste
(IMR-90) i ¢elije glioblastoma ¢oveka (U251). Autori su zakljucili da prisustvo AgNPs izaziva
smanjenje ATP (adenozin trifosfat) u ¢elijama, oste¢uje mitohondrije i provocira pojacanu
produkciju reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) upravno proporcionalno sa porastom
koncentracije. TEM je pokazao prisustvo AgNPs unutar mitohondrija i nukleusa implicirajuci
njihovo direktno uce$¢e u mitohondrijalnoj aktivnosti i oSte¢enju DNK. Asharani i sar.
smatraju da toksi¢nost primenjenih materijala sa AgNPs ima slede¢i mehanizam: prekid
mitohondrijalnog respiratornog lanca $to rezultuje proizvodnjom ROS 1 prekid sinteze ATP-a
§to uzrokuje oste¢enje DNK [518]. ROS deluju na ¢eliski ciklus preko dejstva na receptore
faktora rasta AP-1 iNFkB i izazivaju oksidativno oStecenje DNK [521]. Potencijalni toksi¢ni
efekat AgNPs ispotenciran je upotrebom NaF, koji se Siroko koristi u stomatologiji [440]. Sa
druge strane zanimljivo je da su rastvori 25% AgNOz i 5%NaF prihvac¢eni od FDA kao efikasno

sredstvo za leCenje karijesa u ranom detinjstvu [522].

Takamiya 1 sar. su ispitivali citotoksi¢nost razli¢itih koncentracija AgNPs na misje
fibroblaste L929, kao i in vivo reakciju potkoznog veziva pacova na prisustvo ovog materijala.
Dokazana je citotoksi¢nost u koncentracijama manjim od 25ug/ml. Takode je primeceno da

nema inflamatornih reakcija nakon implantacije materijala [203].
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Toksicnost AgNPs ispitivana je i na animalnim modelima. Zand 1 sar. su zakljucili da
kombinacija MTA i AgNPs ne izaziva inflamatornu reakciju nakon implantacije u potkozno
tkivo pacova [523]. Vezivno tkivo pacova nije reagovalo ni nakon aplikacije AgNPs veli¢ine 5
nm [203]. In vivo istrazivanja pokazala su mogucnost talozenja jona srebra u organima
eksperimentalnih Zivotinja [524,525]. AgNPs su dovele do oksidativnog stresa i oslabljene
funkcije jetre eksperimentalnih zivotinja [520]. Bourdeau i sar. su u in vivo studiji pokazali
akumulaciju AgNPs u organima pacova, u bubrezima, jetri, jejunumu i debelom crevu, posebno

kod zenki [524].

Istrazivanjem je predvideno i ispitivanje zavisnosti vijabilnosti celijske kulture,
odnosno vrednosti apsorbance u zavisnosti od tipa ispitivanog materijala, u razli¢itim
periodima ekstrakcije. lako se ocekivala veca citototoksi¢nost hladno polimerizujuéih
materijala, kod jednodnevnih 6,25% ekstrakta 10% AgNPs-PMMA CP i1 10% AgCI-PMMA
CP uocena je veca vijabilnost ¢elija u odnosu na druge ispitivane uzorke. Sa druge strane, kod
ostalih koncentracija jednodnevnih  ekstrakata uocena je statistiCki znacajno najmanja
vrednost vijabilnosti za 10% AgNPs-PMMA CP. Uocene razlike izmedu toplo i hladno
polimerizovanih PMMA nemaju bitnost, obzirom da ni jedan od ispitivanih ekstrakata nije

citotoksican. Isto se odnosi na ekstrakte uzoraka PMMA CP 1 HP.

Trodnevni ekstrakti modifikovanih PMMA CP i HP materijala pokazali su statisticki
znacajno vecu vrednost apsorbance kod toplo, u odnosu na hladno polimerizovane uzorke, sto
govori u prilog nepotpune polimerizacije akrilata koji se vezuju na sobnoj temperaturi. U
slu¢aju sedmodnevnih ekstrakata ispitivanih modifikovanih materijala, u slu¢aju koncentracije
od 100%, uocena je signifikantno veca vrednost vijabilnosti kod AgNPs-PMMA CP i HP u
odnosu na 10% AgCl-PMMA CP 1 HP materijale. Ipak, dobijeni rezultati ne predstavljaju
dovoljnu osnovu da bi se mogao zakljuciti uticaj razlike u nanostrukturi ispitivanih materijala

na njihovu citotoksicnost.

Ekstrakti nemodifikovanog PMMA CP i HP nisu pokazali citotoksi¢nost u odnosu na

modifikovane materijale. Modifikacija PMMA ne utice na vijabilnost ¢elija u kulturi.

Rezultati disertacije nisu pokazali citotoksi¢nost ispitivanih modifikovanih 1
nemodifikovanih PMMA materijala. Prema literaturnim podacima, PMMA za zubne proteze
se mogu proglasiti blago do umereno citototoksicnim materijalima [526-528]. Suprotno ovim

rezultatima, Jorge i sar. nisu utvrdili citotoksicnost akrilata [342]. Neki literaturni podaci ¢ak
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govore 1 u prilog sinteze biomaterijala sa dodatkom antimikrobnih NPs sa optimalnijim

bioloSkim svojstvima u odnosu na konvencionalne PMMA materijale [510,529,530].

Rezultati nekih studija su pokazali necitotoksi¢nost NPs koje se koriste kod drugih vrsta
dentalnih materijala. NPs mogu biti i1 sastavni deo bonding materijala, odnosno lepkova koji
obezbeduju bolje vezivanje kompozitnih ispuna u retaurativnoj stomatologiji. Dodatak NPs
srednje veli¢ine 2,7 nm ovom materijalu nije pokazalo citotoksi¢ni efekat na fibroblaste u
¢elijskoj kulturi [498]. Zhang 1 sar. su ispitivali uticaj AgNPs inkorporiranih u adheziv na
kulturu gingivalnih fibroblasta pri cemu nisu dokazali citotoksi¢nost [531]. Koncentracija od 1
mg/ml AgNP-a sadrzana u akrilatima rezultira antifungalnom aktivnoscu bez toksi¢nih efekata
[390]. Rezultati istrazivanja grupe autora su pokazali da su materijali modifikovani dodatkom
TiO2 i Ag/TiO2 Kklasifikovani kao blago citotoksi¢ni. Time su modifikovane materijale
kvalifikovali prema ISO 10993-5:2009 [232,293]. Chen 1 sar. bavili su se analizom
citotoksi¢nosti razli¢itth PMMA-CNCs-Ag kompozita, na osnovu procene proliferacije 1.929
fibroblasta u ko-kulturi sa ekstraktom, prema ISO standardu 10993-12:200. PMMA-CNCs-Ag
nije pokazao skoro nikakvu toksi¢nost za ¢elije L929 u poredenju sa negativhom kontrolnom
grupom. lako je stopa prezivljavanja 1.929 celija blago opala sa vremenom, njeno smanjenje
moze biti uzrokovano brzom proliferacijom i akumulacijom ¢elija u kratkom vremenu [532].
Ukupna stopa prezivljavanja Celija za sve uzorke bila je ve¢a od 85%. Kako se sadrzaj CNCs-
Ag u PMMA materijalu povecavao, stopa prezivljavanja ¢elija se nije dramati¢no smanjila (p
> 0,05). Ovo ukazuje da je dodavanje odredene koli¢ine CNCs-Ag (0,05-0,25 tez.%) imalo
zanemarljive negativne efekte na vitalnost L929 fibroblasta [450]. Frankova i sar. su ispitivali
uticaj AgNPs na normalne humane dermalne fibroblaste i epidermalne keratinocite, koji u
procesu zarastanja rana upravljaju upalnim procesima, proliferacijom i modelacijom tkiva.
Zarastanje rana praceno je lucenjem citokina, hemokina 1 faktora rasta, a AgNPs smanjuju
sekreciju tumor nekrozis faktora alfa i interleukina 12, kao 1 nekih faktora rasta, te se u procesu

zarastanja rana mogu smatrati korisnim [533].

AgNPs su dobro poznate po svojim antimikrobnim aktivnostima, medutim mehanizam
njihovog antimikrobnog delovanja nije u potpunosti razjasnjen. Postoji veliki broj teorija koji
objasnjavaju ovo svojstvo AgNPs. Jedna od njih je da AgNPs ispoljavaju svoje antimikrobne
aktivnosti kroz interakciju izmedu oslobodenog Ag" jona i proteinskih tiolnih grupa [13,534]. S
druge strane, Ag" takode moze da interaguje sa proteinima i enzimima sa tiolnim grupama

unutar celija sisara i uzrokuje dalje oStecenje ¢elija. Zbog toga se AQNPS generalno smatraju
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.....

snazno antimikrobni [537].

U istrazivanju Yen i sar. citotoksi¢nost AuNPs i AgNPs razli¢itih veli¢ina analizirana
je u in vitro uslovima koris¢enjem J774 Al makrofaga. NP pri 1 ppm nisu pokazali
citotoksi¢nost za makrofage. Kada je koncentracija NPs podignuta na 10 ppm, primec¢eno je

znacajno smanjenje broja ¢elija [503].

Neke studije su pokazale da su AuNPs stabilizovani citratom, biotinom ili lizinom
biokompatibilni i ne pokazuju toksi¢nost za ¢elije sisara u koncentracijama do 250 mM (oko
50 ppm) [538-540]. Medutim, druge studije su prijavile neZeljene efekte na vijabilnost ¢elija pri
koncentracijama preko 0,2 mg/mL (200 ppm) [541]. Pokazalo se da funkcionalne grupe
kvartarnog amonijuma na AuNPS izazivaju inhibiciju rasta u ¢elijama sisara pri koncentraciji
od samo 1 mM (0,2 ppm) [542]. Ciste AuNPs su koris¢ene za ispitivanje biokompatibilnosti i
rezultati su pokazali da su ve¢e koncentracije (>10 ppm) rezultirale zna¢ajnom citotoksi¢noscu,
pri ¢emu su AuNPs manje veliCine pokazivale vecu toksicnost [543]. Studije su takode pokazale
da male razlike u veli¢ini mogu znacajno uticati na ¢elijski odgovor, pri cemu su male AuNPs
(1-2 nm) visoko toksi¢ne, a vece AuNPs (>15 nm) su relativno netoksi¢ne. Stoga,

citotoksi¢nost AuNPS znacajno varira u zavisnosti od njihove veli¢ine i povrSinske hemije.

Yen i sar. su utvrdili da je citotoksi¢nost AgNPs niza u poredenju sa AuNPs [544-546],
te da nije bilo znacajne razlike u citotoksi¢nosti medu AgNPs razli¢itih veli¢ina. lako je
nekoliko studija prijavilo znacajnu citotoksi¢nost izazvanu izlaganjem AgNPs, AgNPs
koriS¢eni u ovoj studiji nisu bili toliko toksi¢ni, osim kada su AgNPs bile manje od 3 nm.
Makrofagi tretirani AgNPs tokom 24 h u koncentraciji od 10 ppm nisu podlegli toksi¢nom
uticaju. Fizicka metoda koriS¢ena za proizvodnju AgNPs u pomenutoj studiji nije ukljucivala
zaostale nitratne jone ili stabilizatore, $to je mozda doprinelo uo¢enoj nizoj citotoksi¢nosti. Ovi
rezultati sugeriSu da citotoksi¢nost AgNPS moze varirati u zavisnosti od nacina proizvodnje i

prisustva stabilizatora ili rezidualnih jona [503].

Studija Yen i sar. je pokazala da NPs brzo prodiru u celije [538,539]. AuNPs lakse
prodiru u celije u odnosu na AgNPs [547,548]. Sem toga, AuNPs su se pokazale toksi¢nije u
odnosu na AgNPs [547,548].

In vitro ispitivanjem registrovani su akutni konacni efekti ekstrakata modifikovanih
PMMA na ¢elijsku kulturu u toku odredenog vremenskog perioda. Sa druge strane, uslovi u in

Vitro istrazivanjima razli¢iti su od uslova u zivom organizmu i ne uzimaju u obzir lokalne i
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sistemske imunoloske reakcije organizma, kao i protok 1 puferski kapacitet pljuvacke. Sastav
prirodne 1 vestacke pljuvacke ili hranjivog medijuma nije isti, i u njoj su prisutne bakterije koje
mogu da interaguju sa oslobodenim sastojcima PMMA i modifikovanih materijala. Stoga se
dobijeni rezultati moraju uzeti sa rezervom, a bioloska prihvatljivost ispitivanih materijala
dokazati na eksperimentalnim zivotinjama i testovima primene. Samo na taj nacin materijali sa
jasno definisanom koncentracijom biocidnih agenasa mogu nac¢i svoju klinicku primenu u
borbi protiv oralnih infekcija. Dalja in vivo ispitivanja svojstava PMMA za izradu zubnih
proteza modifikovanih srebrom bi¢e put da se sintetiSe dentalni materijal adekvatnih
antimikrobnih, bioloskih 1 fizicko mehanickih svojstava, koji ¢e preventivno i terapijski
delovati na sluzokoZzu proteznog oslonca, smanjuju¢i infektivni 1 inflamatorni kapacitet
materijala koji se viSe od jednog veka koriste za izradu ovih protetskih nadonada.
Antimikrobna modifikacija ve¢ postojeceg materijala koji se pokazao kao dobar izbor za svoje
indikaciono podrucje unapredi¢e terapiju mobilnom zubnom protezom, a smanjujuci broj
komplikacija produZzie vek trajanja izradenih nadoknada ¢ime se sem zdravstvenog resava i

socio ekonomski problem skupe stomatoloske terapije.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata, a u skladu sa postavljenim ciljevima, moze se zakljuciti:

1. Toplo i hladno polimerizovani akrilati za zubne proteze se mogu modifikovati AgNPs
i AgCl, a sinteza materijala je potvrdena infracrvenom spektroskopijom sa Fourier-

ovom transformacijom 1 skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom.

2. Refleksionom spektrofotometrijom utvrdena je kvalitativna i kvantitativna promena
boje kod uzoraka hladno polimerizovanog modifikovanog akrilata (90% tamniji uzorak
10% AgCIl-PMMA 1 130% tamniji uzorak 10% AgNPs-PMMA u odnosu na
nemodifikovani materijal). Kod toplo polimerizovanog 10% AgNPs-PMMA uoceno je
zatamnjenje od 220%, dok je iznosilo kod 10% AgCl-PMMA ono iznosilo 100%, u
odnosu na nemodifikovani materijal. Veca promena stabilnosti boje uocena je pri
dodatku AgNPs. Dalja istrazivanja i¢i ¢e u pravcu postizanja boljih estetskih svojstava

modifikovanih materijala.

3. Modifikacija toplo i hladno polimerizovanih akrilata AgNPs i AgCl je uticala na
smanjenje rezidualnog monomera u odnosu na nemodifikovane materijale. Kod toplo
polimerizovanog 10% AgNPs-PMMA i1 10% AgCl-PMMA to smanjenje je bilo
statisti¢ki znacajno, $to ukazuje da modifikacija materijala ne utice na proces vezivanja

akrilata.

4. Optickom emisionom spektrometrijom sa spregnutom plazmom nije utvrdeno
oslobadanje srebra iz uzoraka modifikovanih materijala, $to govori u prilog ¢injenici

da se antimikrobni efekat postize direktnim kontaktom akrilata i mikroorganizama.

5. Kod pacijenata sa klini¢ki dijagnostikovanim proteznim stomatitisom sa sluzokoze

proteznog oslonca izolovana je Candida albicans.

6. Modifikovani akrilati su pokazali antimikrobni efekat u svim ispitivanim
koncentracijama, koji se ostvaruje direktnim kontaktom sa komercijalno dostupnim
sojevima C.albicans i S.aureus i izolatima kandide iz usne duplje. Ve¢i antimikrobni

potencijal imali su toplo i hladno polimerizovani 10% AgCI-PMMA.

7. Modifikovani akrilatni materijali nisu pokazali negativno dejstvo na vijabilnost i
proliferaciju Celijske kulture L.929 misjih fibroblasta testom indirektnog kontakta.

Testom direktnog kontakta pokazana je izvesna toksicnost ispitivanih modifikovanih
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akrilata. Dobijeni rezultati citotoksi¢nosti nisu se razlikovali u odnosu na kontrolu 1

nemodifikovane akrilate.
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PRILOG 1

FTIR spektri hladno polimerizovanih modifikovanih PMMA materijala

Na Slici 1 prikazan je FTIR spektar 2% AgNPs-PMMA CP.

Slika 1. FTIR spektar 2% AgNPs-PMMA CP.
Na Slici 2 prikazan je FTIR spektar 5% AgNPs-PMMA CP.

Slika 2. FTIR spektar 2% AgNPs-PMMA CP.
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FTIR spektri toplo polimerizovanih modifikovanih PMMA materijala

Na Slici 3 prikazan je FTIR spektar nemodifikovanog toplo polimerizuju¢eg PMMA.

Slika 3. FTIR spektar PMMA HP.
Na Slici 4 prikazan je FTIR spektar 2% AgNPs-PMMA HP.

Slika 4. FTIR spektar 2% AgNPs-PMMA HP.
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Na Slici 5 prikazan je FTIR spektar 5% AgNPs-PMMA HP.

Slika 5. FTIR spektar 5% AgNPs-PMMA HP.

Prilog 208



BIOGRAFIJA AUTORA

Nikola Gligorijevi¢ roden je 18.02.1985. godine u Nisu.

Osnovno $kolovanje zavrsio je u Nidu kao dak generacije OS ,,Sveti Sava“ u Niu. Prvu
niSku gimnaziju ,,Stevan Sremac” zavrSio je odliénim uspehom. Medicinski fakultet
Univerziteta u Nisu, odsek stomatologija, upisao je Skolske 2004/2005. godine i diplomirao u
roku —29.09.2010. godine, sa prose¢nom ocenom 9,46. Na svecanosti povodom 50. godina od
osnivanja Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu nagraden je ,,Diplomom Medicinskog
fakulteta u NiSu za najboljeg diplomiranog studenta studijskog programa stomatologija u
Skolskoj 2009/2010. godini*. Ucestvovao je na Kongresima studenata medicine i stomatologije
u zemlji 1 inostranstvu. Po zavrSenom fakultetu i obavljenom obaveznom lekarskom stazu
polozio je strucni ispit.

Tokom osnovnih akademskih studija, Skolske 2005/2006, bio je stipendista budzeta
Republike Srbije. Tokom zavrSne godine osnovnih akademskih studija, Skolske 2008/2009
godine, bio je stipendista Ministarstva omladine i sporta odnosno ,,Fonda za mlade talente

Republike Srbije®. Od skolske 2011/2012 do skolske 2014/2015 bio je stipendista Ministarstva
omladine i sporta Republike Srbije za studente doktorskih akademskih studija.

Godine 2015. biran je u zvanje istrazivac pripravnik iz nau¢ne oblasti ,,Stomatoloska
protetika“ od kada i ucestvuje u izvodenju prakticne nastave i organizaciji i izvodenju
prakti¢nog dela ispita na predmetu ,,Stomatoloska protetika pretklinika®. Tokom ovog perioda
volontirao je na odeljenju ,,Stomatoloska protetika“ Klinike za stomatologiju u Nisu, gde je
pored klinickog rada, ucestvovao i u izvodenju praktiéne nastave na predmetima
»Stomatoloska protetika klinika 1 1 ,,Stomatoloska protetika klinika 2.

Godine 2019. biran je u zvanje saradnik u nastavi za uzu nau¢nu oblast ,,StomatoloSka
protetika — pretklinika“ na Katedri Stomatoloska protetika. Iz iste nau¢ne oblasti 2021. godine
biran je u zvanje asistenta.

Godine 2020. upisao je specijalisticke studije iz stomatoloske protetike na
Medicinskom fakultetu Univerziteta u Nisu.

Ucesnik je brojnih domacih i medunarodnih Kongresa i simpozijuma. Autor je 1 koautor
viSe stru¢nih radova.

Sluzi se engleskim i nemackim jezikom.












	1. Uvodne napomene
	2. Pregled literature
	2.1. Poli (metil metakrilatni) materijali za izradu zubnih proteza
	2.1.1. Problem gubitka zuba i rani razvoj zubnih proteza
	2.1.2. Istorijat razvoja PMMA
	2.1.3. Hemijska struktura i vrste PMMA
	2.1.3.1. Toplo polimerizovan PMMA
	2.1.3.2. Mikrotalasno polimerizovan PMMA

	2.1.4. Svojstva PMMA
	2.1.4.1. Fizička svojstva PMMA
	2.1.4.2. Mehanička svojstva PMMA
	2.1.4.3. Hemijska svojstva PMMA
	2.1.4.4. Biološka svojstva PMMA

	2.1.5. Nedostaci PMMA kao materijala za zubne proteze

	2.2. Protezni stomatitis (Stomatitis protetica)
	2.2.1. Epidemiologija PS
	2.2.2. Patogeneza PS
	2.2.2.1.  Sistemski faktori za nastanak PS
	2.2.2.2.  Lokalni faktori za nastanak PS

	2.2.3. Patogeni u proteznom stomatitisu
	2.2.4. Patogenetska teorija
	2.2.5. Terapija

	2.3. Upotreba nanočestica u stomatologiji
	2.3.1. Upotreba NPs u terapiji karijesa
	2.3.2. Upotreba NPs u terapiji parodontalne bolesti
	2.3.3. Upotreba NPs u lečenju zubne pulpe i periapikalnih lezija
	2.3.4. Upotreba NPs u terapiji periimplantitisa i odbacivanja implantata
	2.3.5. Upotreba NPs u poboljšanju materijala za izradu zubne proteze
	2.3.6. Upotreba NPs u terapiji oralne kandidoze i PS
	2.3.7. Upotreba NPs u terapiji karcinoma glave, vrata i usne duplje
	2.3.8. Upotreba NPs u terapiji smanjenog lučenja pljuvačke
	2.3.9. Upotreba NPs u aplikovanju lekova kroz oralnu sluzokožu


	3. Ciljevi istraživanja
	4. Materijali i metode
	4.1. Priprema uzoraka za ispitivanje
	4.1.1. Korišćeni materijali
	4.1.2. Modifikacija PMMA

	4.2. Karakterizacija modifikovanih PMMA materijala
	4.2.1. Infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom (FTIR)
	4.2.1.1.  Ispitivani materijali
	4.2.1.2.  Snimanje FTIR spektra ispitivanih uzoraka

	4.2.2. Skenirajuća elektronska mikroskopija (SEM)
	4.2.2.1.  Ispitivani materijali
	4.2.2.2.  SEM analiza modifikovanih PMMA

	4.2.3. Ispitivanje stabilnosti boje modifikovanih PMMA materijala
	4.2.3.1.  Refleksiona spektrofotometrija
	4.2.3.2.  Ispitivani materijali

	4.2.4. Određivanje sadržaja rezidualnog monomera u modifikovanim PMMA materijalima
	4.2.4.1.  Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom sa višestrukom headspace ekstrakcijom
	4.2.4.2.  Ispitivani materijali
	4.2.4.3.  Određivanje sadržaja rezidualnog monomera upotrebom MHE-GC-MS i GC-FID metode u uzorcima modifikovanih PMMA materijala

	4.2.5. Ispitivanje oslobađanja Ag+ srebra iz modifikovanih PMMA materijala
	4.2.5.1.  Optička emisiona spektrometrija sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES)
	4.2.5.2.  Ispitivani materijali
	4.2.5.3.  Kvantifikacija otpuštanja srebra iz modifikovanih toplo i hladno polimerizovanih PMMA


	4.3. Ispitivanje antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA materijala
	4.3.1. Ispitivanje sastava oralne flore sluzokože proteznog oslonca kod pacijenata sa proteznim stomatitisom
	4.3.2. Testirani komercijalni mikrobni sojevi
	4.3.3. Metode ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA materijala
	4.3.3.1.  Disk-difuziona metoda
	4.3.3.2.  Mikrodiluciona metoda
	4.3.3.3.  Modifikovana mikrodiluciona metoda (disk-difuziona metoda sa vijabilnim brojanjem)

	4.3.4. Statistička analiza

	4.4. Ispitivanje vijabilnosti i proliferacije ćelijske kulture u prisustvu  modifikovanih PMMA materijala
	4.4.1. In vitro metode ispitivanja modifikovanih PMMA materijala na ćelijskoj kulturi
	4.4.2. Priprema uzoraka modifikovanih PMMA materijala za ispitivanje na ćelijama u kulturi
	4.4.3. Kultivisanje ćelija
	4.4.4. Pasaža ćelija
	4.4.5. Ispitivanje efekta modifikovanih PMMA materijala na ćelijsku kulturu direktnim kontaktom
	4.4.6. Ispitivanje efekta modifikovanih PMMA materijala na ćelijsku kulturu indirektnim kontaktom
	4.4.7. Svetlosna mikroskopija
	4.4.8. MTT test
	4.4.9. Statistička analiza


	5. REZULTATI
	5.1. Rezultati FTIR spektrometrije modifikovanih PMMA materijala
	5.1.1. FTIR analiza komponenti hladno polimerizovanog PMMA
	5.1.2. FTIR analiza hladno polimerizovanih uzoraka modifikovanih PMMA materijala
	5.1.3. FTIR analiza toplo polimerizovanih uzoraka modifikovanih PMMA materijala

	5.2. Rezultati SEM analize modifikovanih PMMA materijala
	5.3. Rezultati ispitivanja stabilnosti boje modifikovanih PMMA materijala
	5.3.1. Rezultati refleksione spektrometrije nemodifikovanih i modifikovanih hladno polimerizovanih PMMA uzoraka
	5.3.2. Rezultati refleksione spektrofotometrije nemodifikovanih i modifikovanih toplo polimerizovanih PMMA uzoraka
	5.3.3. Rezultati analize stabilnosti boje modifikovanih PMMA materijala

	5.4. Rezultati analize količine rezidualnog monomera u modifikovanim PMMA materijalima
	5.4.1. MHE-GC-FID hromatogrami kontrolnih uzoraka toplo i hladno polimerizovanih PMMA
	5.4.2. MHE-GC-FID hromatogrami modifikovanih uzoraka toplo polimerizovanih PMMA sa dodatkom biocidnih agenasa (AgNPs/AgCl)
	5.4.3. MHE-GC-FID hromatogrami modifikovanih uzoraka hladno polimerizovanih PMMA sa dodatkom biocidnih agenasa (AgNPs/AgCl)
	5.4.4. Analiza količine oslobođenog rezidualnog monomera u modifikovanim PMMA materijalima

	5.5. Rezultati ispitivanja oslobađanja Ag+ iz modifikovanih PMMA materijala
	5.6. Rezultati ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA materijala
	5.6.1. Rezultati ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA materijala protiv komercijalnih sojeva mikroorganizama
	5.6.1.1.  Rezultati ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA materijala disk-difuzionom metodom protiv komercijalnih sojeva mikroorganizama
	5.6.1.2.  Rezultati ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA materijala mikrodilucionom metodom protiv komercijalnih sojeva mikroorganizama
	5.6.1.3. Rezultati ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA materijala modifikovanom mikrodilucionom metodom protiv komercijalnih sojeva mikroorganizama

	5.6.2. Rezultati ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA materijala sa izolovanim uzročnicima PS

	5.7. Rezultati  ispitivanja vijabilnosti i proliferacije ćelijske kulture u prisustvu modifikovanih PMMA materijala
	5.7.1. Rezultati ispitivanja efekta modifikovanih PMMA materijala na ćelijsku kulturu direktnim kontaktom
	5.7.2. Rezultati ispitivanja efekta modifikovanih PMMA materijala na ćelijsku kulturu u indirektnom kontaktu ćelija sa jednodnevnim ekstraktima modifikovanih PMMA materijala
	5.7.3. Rezultati ispitivanja efekta modifikovanih PMMA materijala na ćelijsku kulturu u indirektnom kontaktu ćelija sa trodnevnim ekstraktima modifikovanih PMMA materijala
	5.7.4. Rezultati ispitivanja efekta modifikovanih PMMA materijala na ćelijsku kulturu u indirektnom kontaktu ćelija sa sedmodnevnim ekstraktima modifikovanih PMMA materijala
	5.7.5. Vrednosti apsorbance u jednodnevnim ekstraktima ispitivanih koncentracija u zavisnosti od tipa ispitivanog materijala
	5.7.6. Vrednosti apsorbance u trodnevnim ekstraktima ispitivanih koncentracija u zavisnosti od tipa ispitivanog materijala
	5.7.7. Vrednosti apsorbance u sedmodnevnim ekstraktima ispitivanih koncentracija u zavisnosti od tipa ispitivanog materijala

	5.8.  Rezultati ispitivanja vijabilnosti i proliferacije ćelijske kulture u prisustvu nemodifikovanih PMMA materijala
	5.8.1. Rezultati ispitivanja efekta nemodifikovanih PMMA materijala na ćelijsku kulturu direktnim kontaktom
	5.8.2. Rezultati ispitivanja efekta nemodifikovanih PMMA materijala na ćelijsku kulturu u indirektnom kontaktu ćelija sa jednodnevnim ekstraktima nemodifikovanih PMMA materijala
	5.8.3. Rezultati ispitivanja efekta nemodifikovanih PMMA materijala na ćelijsku kulturu u indirektnom kontaktu ćelija sa trodnevnim ekstraktima nemodifikovanih PMMA materijala
	5.8.4. Rezultati ispitivanja efekta nemodifikovanih PMMA materijala na ćelijsku kulturu u indirektnom kontaktu ćelija sa sedmodnevnim ekstraktima nemodifikovanih PMMA materijala


	6. DISKUSIJA
	6.1. Diskusija karakterizacije modifikovanih PMMA materijala
	6.1.1. Diskusija FTIR analize uzoraka modifikovanih PMMA materijala
	6.1.2. Diskusija SEM analize modifikovanih PMMA materijala
	6.1.3. Diskusija analize stabilnosti boje modifikovanih PMMA materijala
	6.1.4. Diskusija analize količine rezidualnog monomera u modifikovanim PMMA materijalima
	6.1.5. Diskusija ispitivanja oslobađanja Ag+ iz modifikovanih PMMA materijala

	6.2. Diskusija ispitivanja antimikrobnih svojstava modifikovanih PMMA materijala
	6.3. Diskusija ispitivanja vijabilnosti i proliferacije ćelijske kulture u prisustvu modifikovanih PMMA materijala

	7. Zaključci
	Literatura
	Prilog 1

