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Znacenje bioaktivnih polimernih kompozita zasnovanih na amorfnome kalcij fosfatu (ACP) kao dentalnih materijala proizlazi
iz njihovoga potencijala za sprje¢avanje demineralizacije zubnih struktura i biokompatibilnosti. U posljednjih desetak godina,
u nasoj su grupi sustavno istrazivani odnosi strukture, sastava i svojstava ACP kompozita s ciljem da se §to ravnomjernijom
raspodjelom ACP-a u organskoj matrici poboljSaju fizi¢ko-kemijska svojstva materijala, posebice otpustanje mineralnih iona i
mehanicka ¢vrsto¢a. Opsezna fizi¢ko-kemijska, mehanicka i bioloska ispitivanja opisana u ovome radu pokazuju kako moleku-
larna struktura monomera i polimera, te medudjelovanja ACP punila s organskom komponentom kompozita utje¢u na kriti¢na

svojstva tih materijala.

Kljuéne rije¢i: Amorfni kalcij fosfati; Biokompatibilni materijali; Zubni materijali; Remineralizacija zubi; Polimeri

1. UOVOD

Zubni karijes je posljedica slozenih medudjelovanja zubnoga
minerala i biofilma uvjetovanih prehranom, funkcijom Zzlijez-
da slinovnica i genetickim ¢imbenicima. Usprkos znacajnom
napretku u razumijevanju mehanizma nastajanja karijesa,
posebice u drugoj polovici prosloga stoljeca, on je i danas
jedna od globalno najrasprostranjenijih bolesti. Pojednostav-
ljeno gledano, lokalizirano propadanje zubnoga tkiva
posljedica je fermentacije ugljikohidrata (porast koncen-
tracije organskih kiselina uzrokuje otapanje zubnoga miner-
ala) koju pospjesuju bakterije iz zubnoga plaka. Zubi su
neprekidno izloZzeni ciklickim promjenama tijekom kojih pre-
vladavaju demineralizacija (oralni je pH nizak i zubni miner-
al se otapa) odnosno remineralizacija (neutralni ili bazi¢ni pH
kada se zubni mineral obnavlja). Ovisno o tome koji od dva
navedena procesa prevladava u oralnom mediju, zubni kari-
jes ¢e se razviti i napredovati, razviti i potom stagnirati ili, u
rijetkim sluc¢ajevima, mineral ¢e se spontano obnoviti. Glavni
je cilj klinicke intervencije saCuvati zubnu strukturu i spri-
jeciti Sirenje karijesa kako bi se izbjegla potreba za restoraci-
jom zuba. Strategijski, prevencija je karijesa usmjerena na
sljedece: 1) redukciju rasta bakterija, 2) neutralizaciju oralnih
kiselina 1 3) uporabu razli¢itih remineralizacijskih tvari.
Remineralizacijski pristup temelji se na uspostavi potrebnih
koncentracija mineralnih iona u oralnom mediju Sto se u
praksi pokusava posti¢i uporabom zubnih pasti, guma za
zvakanje i teku¢ina za ispiranje usta koje sadrze kalcij i fos-
fat, te fluoridizacijom. Zbog vrlo niske topljivosti kalcij fos-

fata, posebno u prisutnosti fluorida, njihovoga minimalnog
ugradivanja u zubni plak, te nedostatnoga lokaliziranja na
povrsini zuba, uporaba remineralizicijskih otopina najcesce
ne polucuje zadovoljavajuce klinicke rezultate. Pojednostav-
ljeno rjesenje problema je dodatak fluorida u zubne materi-
jale. Fluoridni ioni difundiraju u ostec¢enu caklinu i ugraduju
se u zubni mineral kao fluoroapatit ili fluoridom-obogaceni
hidroksiapatit (1-4). Materijali na bazi fluorida nisu jednako
ucinkoviti u obnovi oSteenoga dentina (5, 6). Tijekom
posljednjih petnaestak godina je posebna pozornost posvece-
na novim remineralizacijskim pristupima koji se temelje na
kazein-fosfopeptidnom kompleksu s amorfnim kalcij fos-
fatom (ACP; 7-9) i polimernim kompozitima temeljenim na
ACP-u (10-12). U ovome je radu opisan dizajn polimernih
ACP remineralizacijskih kompozita, s posebnim naglaskom
na strukturu monomera, sastav smola i fizi¢ko-kemijske
osobine materijala namijenjenih za razlicite primjene u
zubarstvu.

1.1. Amorfni kalcij fosfat (ACP): kemija i znacenje u
zubarstvu

Kalcijevi fosfati (CP) su od posebnoga znacenja u zubarstvu
kao sastavna komponenta normalnoga razvoja zubnih tkiva,
patoloske mineralizacije (zubni kalkulus) i demineralizacije
(zubni karijes). ACP je jedinstven medu CP-ima zbog svoje
nekristalini¢nosti (Tablica 1).
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TABLICA 1.
Kemijska formula, Ca/P molarni omjer i topljivost kalcij fosfatnih (CP) minerala
TABLE 1.
Chemical formula, Ca/P molar ratio and solubility of calcium phosphate (CP) minerals

Topljivost

Kalcij fosfat Skracenica "

Formula Ca/P Solubility
Calcium Phosphate (CP) Acronym*

(25°C)

Amorfni kalcij fosfat

Ca3(PO,4),3H,0** | ACP 1,2-22%*% | -
Amorphous calcium phosphate
Dikalcij fosfat

o CaHPO, DCP 1,00 6,90

Dicalcium phosphate
Dikalcij fosfat dihidrat

CaHPO,.2H,0 DCPD 1,00 6,59
Dicalcium phosphate dihydrate
Trikalcij fosfat (o~ ili B-oblik)

a-ili B-Ca3(POy); | a-TCP 1,50 25,5
Tricalcium phosphate (a- or j3-

a- or B-Caz(POy), B-TCP 1,50 28,9
form)
Oktakalcij fosfat pentahidrat
Octacalcium phosphate CagH,(PO,4) SH,O | OCP 1,33 96,6
pentahydrate
Hidroksiapatit

Cao(PO4)(OH), HAP 1.67 116,8
Hydroxyapatite
Fluoroapatit

Cao(PO,)6F2 FAP 1.67 120,0
Fluoroapatite

* Skracenice su izvedene iz engleskih naziva. ** Priblizna formula, omjer Ca/P je promjenljiv; topljivost se ne

moze precizno izmjeriti (14). #Topljivost odgovara neg. logaritmu ionskoga produkta za danu kemijsku formu-
lu (-log (Ksp)); koncentracije su izrazene u mol/l.

* Acronyms are derived from English names. ** Approximate formula, Ca/P ratio is variable; solubility can not

be precisely determined (14). #Solubility corresponds to the negative logarithm of the ionic product for the
given chemical formula (-log (Ksp)); concentrations are given in mol/L.

CP-i s definiranom kristalnom strukturom imaju razli¢ite
molarne omjere kalcij/fosfat (Ca/P) i razlikuju se po mor-
fologiji i topljivosti. Sustavna istrazivanja sintetickih CP-a
upucuju na to da u razli¢itim koncentracijskim podrucjima,
temperaturi i pH, nastaju razliciti CP-i, a stabilnost im je
definirana upravo tim parametrima. ACP, koji taloZi spontano
iz prezasi¢enih otopina kalcijevih (Ca2?*) i fosfatnih (PO,)
iona kod bazi¢noga pH, smatra se prekursorom u nastajanju
hidroksiapatita (HAP; 13, 14). HAP je termodinamicki stabi-
lan oblik CP-a u neutralnim i bazi¢nim otopinama. Brzina i
stupanj pretvorbe ACP-a u HAP prvenstveno su ovisni o
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kemijskom sastavu mikrookoline (prisutnost anorganskih
kationa i aniona te organskih molekula, koji se adsorbiraju na
povrsini ACP-a, ugraduju u njegovu strukturu ili pak sutaloze
s ACP-om).

CP materijali namijenjeni za regeneraciju ¢vrstih tkiva atrak-
tivni su prije svega zbog visokoga stupnja biokompatibilnos-
ti. ACP je dodatno zanimljiv jer moZe odrzati dugotrajni
dotok Ca?* i PO, iona nuznih za obnovu oste¢enih mineral-
nih struktura i tako usporiti razvoj ili sprijeciti nastanak kari-
jesa. Zbog tih osobina, bioaktivni ACP kompoziti nalaze
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TABLICA 2.
Potencijalna primjena bioaktivnih, remineralizacijskih ACP kompozita u zubarstvu
TABLE 2.

Potential application of bioactive, remineralizing ACP composites in dentistry

Dentalno podrucje

Dental Field

Primjena

Application

Preventivno zubarstvo

Preventive dentistry

Sprjecavanje opetovane pojave karijesa na medupovrsini restorativni
materijal/zubna struktura; posebice prikladan u pacijenata sklonih karijesu kao
posljedici radioterapije ili uzimanja lijekova koji uzrokuju suhocu usta

Preventing caries development at the interphase restorative material/tooth structure;
especially suitable for patients prone to caries formation due to radio-therapy

and/or patients taking medications that cause dry mouth

Adhezivni cement koji moze sprijeciti demineralizaciju cakline ispod ortodontskih

Ortodoncija pomagala

Orthodontics Adhesive cement capable of preventing demineralization under orthodontic
brackets

Endodoncija Biokompatibilni material za ispunjavanje korijena zubi

Endodontics Biocompatible material for root canal treatments

primjenu u prevenciji demineralizacije. Njihova uporaba u
restorativne svrhe ograni¢ena je zbog neodgovarajucih
mehanickih svojstava u usporedbi s biostabilnim kompozit-
nim materijalima (Tablica 2). Razlike izmedu biostabilnih i
bioaktivnih zubnih materijala pojasnjene su u Tablici 3.

1.2. Dentalni kompoziti: povezanost strukture i svojstava

Dentalne kompozite ¢ine polimerna matrica (najcesée
metakrilati) i punilo (staklo, keramicki oksidi ili, u naSem
slucaju, ACP). Kompozit je rezultat inter-atomskih ili
molekulskih medudjelovanja sastavnih komponenata. Da bi
se poboljsala sprega izmedu organske i anorganske kompo-
nente, u kompozite se Cesto dodaju tvari koje stabiliziraju
medupovrsinu punilo/organska matrica. Da bi se bolje
razumjelo, i eventualno uspjesno predvidjelo mogucéa
medudjelovanja komponenata kompozita s oralnim medijem,
nuzno je barem minimalno razumijevanje kemije tih kompo-
nenata. Takoder je potrebno razmotriti moguce produkte
biodegradacije, kao i mogu¢a medudjelovanja sa zubnim
strukturama. Razgradnja, koju pospjesuju enzimi u slini
obi¢no rezultira dobro definiranim kemijskim produktima
(15), koji pak mogu utjecati na biolosku aktivnost stanica i
oralnih bakterija u neposrednom dodiru s restorativnim
materijalom.

Tipicna dentalna smola sadrzi relativno viskozni bazi¢ni
monomer, te jedan ili viSe ko-monomera manje viskoznosti.
Temeljna uloga bazi¢noga monomera je da svojim relativno

velikim molekularnim volumenom kompenzira skupljanje
smole prilikom polimerizacije i poveéa modul elasticnosti
polimera. Komonomeri koji imaju manji molekularni volu-
men i vecu fleksibilnost nego bazi¢ni monomer, olakSavaju
rukovanje materijalom i pridonose ve¢em stupnju konverzije
vinilnih funkcionalnih skupina pri polimerizaciji (16).
Najces¢e upotrebljavani bazicni monomer, 2-bis(p-2’-
hidroksi-3’-metakriloksipropoksi)fenil-propan (poznat pod
kraticom Bis-GMA u engleskoj literaturi), vrlo se Cesto “raz-
rjeduje” s trietilene glikol dimetakrilatom (engl. kratica
TEGDMA). Hidroksilne skupine Bis-GMA 1 etilen-oksidni
segmenti TEGDMA pospjesuju adsorpciju vode (engl. krati-
ca WS) Bis-GMA/TEGDMA ko-polimera (17). Ukoliko je
udio Bis-GMA u smoli visok, stupanj konverzije vinilnih
funkcionalnih skupina (degree of vinyl conversion; DVC) bit
¢e relativno nizak. Skupljanje pri polimerizaciji (polymeriza-
tion shrinkage; PS), uz relativno nisku efikasnost polimer-
izacije i “plastifikacija” ko-polimera u kontaktu s oralnim
teku¢inama znacajno ogranicavaju primjenu i vijek trajanja
Bis-GMA/TEGDMA kompozita. Zbog toga se intenzivno
istrazuju alternativni bazi¢ni monomeri i komonomeri kao
zamjene za Bis-GMA, odnosno TEGDMA. Primjerice,
polimeri koji sadrze etoksilirani bisfenol A dimetakrilat
(EBPADMA), relativno hidrofobni, fleksibilniji i manje
viskozni analog of Bis-GMA, u pravilu postizu visi DVC i
manje PS u usporedbi s Bis-GMA smolama (18). Monomeri
i sustavi za iniciranje polimerizacije koji ¢e biti diskutirani u
ovome radu navedeni su u Tablici 4.
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TABLICA 3.
Razlike u funkciji biostabilnih i bioaktivnih dentalnih materijala
TABLE 3.
Functional differences between biostable and bioactive dental materials

Vrsta materijala

Material Type Components and Function

Sastavne komponente i funkcija

polimernu matricu

Biostabilan )
) kompozita
Biostable

composites

Metakrilatni monomeri + sustav za iniciranje polimerizacije koji ¢ine

Silanizirano staklo ili keramicko punilo koje poboljsava mehanicka svojstva

Methacrylate monomers + polymerization initiators forming polymer matrix

Silanized glass or ceramic filler that improves mechanical properties of

Tonomeri na bazi stakla ili modificirane smole

ACP kompozit

matricu

Bioaktivan )
o minerala
Bioactive

Poli-alkenoati koji ¢ine polielektrolitnu matricu

Stakleno punilo koje otpusta F ione koji mogu taloziti FAP ili CaF,

Metakrilatni monomeri + sustav za iniciranje polimerizacije koji ¢ine polimernu

ACP punilo oslobada ione Ca®" i PO, ione potrebne za regeneraciju zubnog

Glass ionomers or resin-modified ionomers:

ACP composite:

mineral

Poly-alkenoates forming the polyelectrolyte matrix

Glass filler capable of releasing F ions and precipitating FAP or CaF,

Methacrylate monomers + polymerization initiators forming polymer matrix

ACEP filler capable of releasing Ca and PO, ions needed to regenerate tooth

Mehanicka svojstva polimernih kompozita ovise prije svega
o stanju medupovrsine anorgansko punilo/organska smola.
Osnovni preduvjet za mehani¢ku stabilnost kompozita u
destruktivnom oralnom mediju jest homogena raspodjela
punila u organskoj matrici, tj. Sto intimniji kontakt
punilo/polimer i, posljedi¢no, $to manji broj lokaliteta gdje
prevladava ili samo punilo ili pak smola. Homogenost kom-
pozita neposredno odreduje WS kao i kinetiku otpustanja
iona te produkata razgradnje.

U pravilu se mehanicka svojstava kompozita poboljSavaju s
povecanjem DVC-a i umrezavanjem polimera. Medutim,
porast DVC-a u pravilu prati i klini¢ki nepozeljni porast PS,
uslijed kojega rastu napetosti unutar kompozita. Zbog poras-
ta napetosti unutar kompozita slabe adhezivne i/ili kohezivne
veze S§to onda omogucuje da tekucine, bakterije, ioni,
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molekule ili pak zrak prodru u medupovrsinu restorativnoga
materijala i zubnoga tkiva (u engleskoj se literaturi taj
fenomen naziva micro-leakage). U takvom se mikrookoliSu
lako razvija sekundarni karijes, koji s vremenom dovodi u
pitanje biostabilnost materijala (19).

Iz bioaktivnoga ACP punila umijeSanog u polimeriziranu
metakrilatnu smolu u vodenom se mediju postupno oslobada-
ju Ca?* i PO, ioni i njihove koncentracije dostizu razinu
potrebnu za nastajanje stabilnoga HAP minerala
(11,12,20,21). Opcéeniti problem s dentalnim kompozitima je
da zbog neodgovarajuce ¢vrstoce i slabe otpornosti na stres
koji nastaje pri zvakanju vrlo lako napuknu. U slucaju ACP
kompozita, nekontrolirana agregacija ACP cestica (22)
uzrokuje slabljenje veza na medupovrSinama ACP/smola i
dodatno slabi mehanicka svojstva materijala. Zbog toga su
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TABLICA 4.

TABLE 4.

Metakrilatni monomeri i komponente sustava za iniciranje polimerizacije

Methacrylate monomers and the components of the photoinitiator systems

Sastojak Kemijsko ime Skracenica
Component Chemical name Acronym
2,2-bis(p-2’-hidroksi-3’-metakriloksipropoksi)fenil-propan Bis-GMA
Bazi¢ni 2,2-bis(p-2’-hidroxy-3’-methacryloxypropoxy)phenyl-propane
monomeri Etoksilirani bisfenol A dimetakrilat EBPADMA
Ethoxylated bisphenol A dimethacrylate
Base monomers Uretan dimetakrilat UDMA
Urethane dimethacrylate
2-hidroksietil metakrilat HEMA
2-hydroxyethyl methacrylate
Komonomeri Uretan dimetakrilat s ugradenim poli(etilen glikolom) PEG-U
Co-monomers Poly(ethylene glycol) extended urethane dimethacrylate
Trietilen glikol dimetakrilat TEGDMA
Triethyleneglycol dimethacrylate
Metakriloiloksietil ftalat MEP
Adhezivni Methacryloyloxyethyl phtalate
monomeri Piromeliti¢ni glicerol dimetakrilat PMGDMA
Adhesive Pyromellitic glycerol dimethacrylate
monomers Cirkonil dimetakrilat ZrDMA
Zyrconyl dimethacrylate
Benzoil peroksid BPO
Benzoyl peroxide
Kamforkinon CQ
Komponente .
Camphorquinone
sustava za
2,2’-Dihidroksetil-p-toluidin DHEPT
iniciranje
o 2,2’-Dihydroxyethyl-p-toluidine
polimerizacije
Etil-4-N,N-dimetilamino benzoat EDMAB
Components of ) )
o Ethyl-4-N,N-dimethylamino benzoate
the photoinitiator ) ) ] ) o ] )
Bis(2,6-dimetoksibenzoil)-2,4,4-trimetilpentil fosfin oksid & 1- IRGACURE 1850*
systems
Y hidroksicikloheksil fenil keton
Bis(2,6-dimethoxybenzoyl)-2,4,4-trimethylpenthyl phosphine
okside & 1-hydroxycyclohexyl phenyl ketone

*Komercijalno ime/Commercial name.

mehanicke karakteristike ACP kompozita loSije od  medupovrSine ACP/smola kroz bolju kontrolu veli¢ine Cesti-
komercijalnih kompozita koji koriste punila na bazi  ca ACP-a i njegovih povrSinskih svojstava (modifikacijom
stakla s homogenom raspodjelom cestica. Nasa su  povrSine ili mljevenjem), te na prilagodavanje sastava
istrazivanja usmjerena na poboljSavanje svojstava  metakrilatnih smola (21,23). Od kompozita s homogenijom
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raspodjelom ACP-a ocekuje se i visi DVC, §to bi im trebalo
dodatno poboljsati biokompatibilnost. Pored dizajniranja
novih remineralizacijskih kompozita s poboljsanim fizicko-
kemijskim, mehani¢kim i bioloskim svojstvima, cilj nam je i
bolje razumjeti vezu izmedu kemijske strukture, stupnja kon-
verzije i umreZavanja polimera, te mehanickih i termodi-
namickih svojstava ACP kompozita.

1.3. Citotoksi¢nost ACP kompozita

Osnovna kvaliteta biomaterijala temeljenih na CP-ima je nji-
hova biokompatibilnost i osteokonduktivnost (24-27).
Biokompatibilnost CP-a proizlazi iz slicnosti njihovoga
kemijskog sastava s anorganskom komponentom c¢vrstih
tkiva. CP-i ¢ija topljivost nadilazi topljivost HAP-a reaktivni
su i pospjesuju regeneraciju ¢vrstih tkiva kroz sudjelovanje
CaZ* i PO, iona u metabolickim procesima (27,28). Medutim,
genezu jo$ nije razjaSnjen (29-33). NasSa ispitivanja upucéuju
na to da kopolimeri (smole bez ACP-a) koji postizu visok
DVC zadrzavaju visok DVC i u ACP kompozitima (21,22),
pa se stoga DVC koristi kao posredni pokazatelj potencijalne
biokompatibilnosti materijala.

U vedini nasih experimenata, ACP je sintetiziran u prisutnos-
ti cirkonij klorida (ZrOCl,) kako bi se poboljsala stabilnost
ACP-a u vodenom mediju (34). Takav ACP (oznacen kao Zr-
ACP) sadrzi u prosjeku (8.6 = 1.4) % cirkonija (11). CP
materijali u pravilu nastaju iz otopina koje sadrze ione kalci-
ja, fosfata, natrija i/ili kalija. Uloga izvanstani¢noga kalcija u
reguliranju specificnih stani¢nih procesa tek je nedavno
opisana (32,33). Utvrdeno je nadalje da osteoblasti utjecu na
transport fosfata Sto je takoder jedan od preduvjeta za miner-
alizaciju ¢vrstih tkiva (35). Identificirani su specifi¢ni recep-
tori za kalcij, odnosno fosfat (32,36), ali ne i za silicij koji
takoder utjeCe na metabolizam kostiju (33,35). U ovom
trenutku nema podataka o mogucoj ulozi cirkonija u procesu
mineralizacije. Ne moze se, medutim, potpuno iskljuciti
mogucénost da cirkonij takoder utjeCe na stani¢ne procese.

Budu¢i da polimerizacija dentalnih kompozita nikad nije pot-
puna, bilo koja od sastavnih komponenata smole moze se
teorijski na¢i u ekstraktima polimeriziranih materijala
(37,38). Neki od tih nepolimeriziranih (neizreagiranih)
monomera mogu izazvati razlic¢ite bioloske efekte ukljucu-
juéi i geneticke mutacije in vitro. Takav je ucinak utvrden za
TEGDMA, ali ne i HEMA odnosno UDMA (39). Za
EBPADMA, bazi¢ni monomer koriS$ten u nizu eksperimen-
talnih formulacija u nasoj grupi, za sada ne postoje publici-
rani podaci. Citotoksi¢cnost UDMA, TEGDMA i HEMA u
pojednostavljenim modelnim sustavima (izraZzena kao kon-
centracija potrebna da se aktivnost mitohondrija smanji na
50 % pocetne aktivnosti) opada u sljede¢em nizu: UDMA >
TEGDMA > HEMA (40).

Kemijska struktura i koncentracija sastavnih komponenata
smole, vrsta i koncentracija inicijatora polimerizacije te
postignuti DVC vazni su ¢imbenici koji utjeCu na stani¢ne
procese. Citotoksi¢nost kompozita neposredna je posljedica
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difuzije neizreagiranih monomera i/ili produkata degradacije
u oralni medij. I dok rutinska ispitivanja DVC-a i citotok-
si¢nosti mogu biti dobar pokazatelj biokompatibilnosti
materijala, za potpunije razumijevanje uzro¢no-posljedi¢nih
veza citotoksi¢nosti 1 stupnja polimerizacije bit ¢e nuzno
odrediti vrstu i koli¢inu organskih komponenata koje s vre-
menom difundiraju iz kompozita.

2. EKSPERIMENTALNE METODE

Metode i tehnike koje se koriste za procjenu ACP punila,
kopolimera i ACP kompozita, te slijed eksperimentalnih pos-
tupaka u njihovom dizajniranju i karakterizaciji prikazani su
u Tablici 5 (navedene skracenice izvedene su od engleskih
naziva), odnosno Slici 1.

2.1. Sinteza i mehanicko usitnjavanje ACP-a

Sinteza ACP-a detaljno je opisana u radovima (10-12). ACP
taloZi spontano na sobnoj temperaturi (23°C) nakon doda-
vanja, uz stalno mijesanje, otopine Ca(NOs), (80 mmol/l)
otopini Na,HPO, (54 mmol/l) koja sadrzi 2 mol % Na,P,0,
(stabilizator ACP-a). Razliciti aditivi se mogu dodati paralel-
no s otopinom Ca(NO;), uz odrzavanje pH reakcije izmedu
8.519.0. Suspenzija se potom filtrira, talog se ispire ledeno-
hladnom amonijacnom vodom, zatim acetonom, te
naposljetku liofilizira. Suhi se ACP koristi bez daljnje obrade
(u radovima je oznacen kao am-ACP: od engleske rijeci as-
made) ili se usitnjava mljevenjem (m-ACP; 41,42). ACP se
uvijek drzi pod vakuumom u eksikatoru kako bi se sprijecio
dodir s vlagom i njegova preuranjena transformacija u HAP
(voda katalizira proces pretvorbe ACP-a).

Mehanicko mljevenje ACP-a provodi se na slijede¢i nacin: u
reaktorskoj posudi pomijeSa se am-ACP prah s kuglicama
ZrO, (promjer 3 mm,; proizvoda¢: Glen Mills Inc., Clifton,
NJ, USA) u masenom omjeru 1:25, doda se 150 ml izo-
propilnoga alkohola analiticke Cistoce, reaktor se hermeticki
zatvori i ulozi u mlin (planetarni mlin PM 100, Retch Inc.,
Newton, PA, USA). Nakon balansiranja mlina, ACP se usit-
njava 2 sata uz programiranu promjenu smjera vrtnje svakih
15 minuta i broj okretaja od 42 rad/s. Po zavrSetku mljeven-
ja, ACP se uklanja s kuglica prosijavanjem i ispiranjem u izo-
propilnom alkoholu (preostali alkohol ispari se zagrijavanjem
m-ACP-a na 70°C kroz 24 sata u vakuumu (Squaroid
Labline, Melrose Park, 11, USA).

TABLICA 5. (Stranica 7.)

Metode/tehnike za karakterizaciju ACP-a, kopolimera i ACP
kompozita

TABLE 5. (Page 7)

Methods/techniques for characterization of ACP, copoly-
mers and ACP composites
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Metoda
Method

Svojstvo
Property

Analiza veliCine Cestica

Particle size analysis (PSA)

Raspodjela veli¢ine Cestica ACP-a

Size distribution of ACP particles

Dilatometrija

Dilatometry

Volumno skupljanje kompozita pri polimerizaciji

Polymerization shrinkage (PS) of composites

Fourier-transform infracrvena
spektroskopija
Fourier-transform infrared (FTIR)

Struktura monomera, ACP-a i kompozita; stupanj konverzije vinilnih
skupina u kopolimerima i kompozitima

Structure of the monomers, ACP and composites; degree of vinyl

spectroscopy conversion (DVC) attained in copolymers and composites
Gravimetrija Adsorpcija vode u kopolimerima i kompozitima
Gravimetry Water sorption (WS) in copolymers and composites
Kolorimetrija Stani¢na aktivnost u ekstraktima kopolimera i/ili kompozita
Colorimetry Cell viability in extracts of copolymers and composites

Mehanicka svojstva

Mechanical properties

Dvoosna savojna ¢vrstoc¢a kopolimera i kompozita; smi¢na ¢vrstoca
vezanja kompozita
Biaxial flexure strength (BFS) of copolymers and composites; shear bond

strength (SBS) of the composites

Mehani¢ko mljevenje

Mechanical milling

De-aglomeracija cestica ACP-a

De-agglomeration of ACP particles

Mikroradiografija Gustoca zubnog minerala
Microradiography Density of tooth mineral
Opti¢ka mikroskopija Morfologija stanica u ekstraktima kopolimera i kompozita

optical microscopy

Cell morphology in the extracts of copolymers and composites

Pretrazna elektronska mikroskopija
Scanning electron microscopy

(SEM)

Morfologija/povrsinske karakteristike ACP-a i kompozita
Morphology/topology of ACP filler and ACP composites

UV/VIS spektrofotometrija
UV/VIS spectrophotometry

Sastav ACP-a; kinetika oslobadanja Ca®"i PO, iona iz kompozita

ACP composition; kinetics of Ca®* i PO, ion release from composites

Termogravimetrija Sadrzaj vode i termicka stabilnost ACP-a
Thermogravimetry (TGA) Water content and thermal stability of ACP
Tenziometrija Unutarkompozitne napetosti uzrokovane polimerizacijom
Tensometry Intracomposite stress development due to polymerization

Rentgenska analiza

X-ray diffraction (XRD) analysis

Struktura ACP-a i transformacija u vodenom mediju

Structure of ACP and its transformation in aqueous medium
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Sinteza ACP-a
ACP synthesis

v

Usitnjavanje ACP-a
Mechanical milling of ACP

v

Karakterizacija ACP-a
Characterization of ACP
FTIR, XRD, PSA, SEM, TGA

Formuliranje smole
Resin formulation

v

Evaluacija kopolimera
Evaluation of copolymers
DVC, BFS, WS

\

Priprava kompozita
Fabrication of composites

'

Evaluacija kompozita
Evaluation of composites
DVC, PS, PSS, BFS, WS, FTIR-m, SBS,
kinetika otpustanja iona, citotoksi¢nost
ion release kinetics, cytotoxicity

SLIKA 1.
Slijed eksperimentalnih postupaka pri dizajniranju i procjeni ACP kompozita

FIG. 1.
Experimental steps involved in design and evaluation of ACP composites

2.2. Formuliranje
kompozita

smola; priprava kopolimera i

Eksperimentalne smole prireduju se mijeSanjem komerci-
janih monomera u Zeljenom omjeru masa. U formulacijama
koje se aktiviraju svjetlom, koristi se smjesa CQ i EDMAB
ili IRGACURE 1850, koji se dodaju monomerima i magnet-
ski mijesaju (38 rad/s; pod zutim svjetlom da se sprijeci
preuranjena fotopolimerizacija) na 23°C do homogeniziranja
smjese. Ako se polimerizacija inicira kemijskom reakcijom,
pocetna smjesa monomera podijeli se u dva ekvivalentna
dijela, potom se u jedan doda BPO, a u drugi DHEPT. Svaki
se dio zasebno homogenizira i drzi odvojeno do priprave
kopolimera, odnosno kompozita.

ACP prah, kompozitna pasta i tipicni uzorak (disk prije i
nakon polimerizacije) prikazani su na Slici 2. Slika 3 ilustri-
ra razlike u volumnoj raspodjeli veli¢ina Cestica tipi¢noga Zr-
ACP-a prije i nakon mljevenja te kontrolnoga Sr stakla.
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Kompozitne paste prireduju se ru¢nim mijesanjem aktivirane
smole (60% mase) i ACP-a (40% mase). Nakon homoge-
niziranja, paste se drze pod umjerenim vakuumom (2,7 kPa)
preko no¢i kako bi se uklonio zrak $to se unosi u pastu
tijekom mijeSanja, a koji moZe znatno usporiti polimerizaci-
jski proces. Svjetlom polimerizirana pasta potom se utisne u
kalup naéinjen od Teflona [uzorci su valjkastoga oblika (15,0
+ 0,5) mm promjera i (1,5 £ 0,2) mm visine za mehani¢ko
testiranje; te (5,3 £ 0,1) mm promjera i (3,1 £ 0,1) mm visine
za testove citotoksi¢nosti]. Obje strane kalupa pokriju se
najprije Mylar filmom, potom mikroskopskim stakalcem i
ucvrste elasticnom oprugom. Uzorci se foto-polimeriziraju
izlaganjem svake strane kalupa vidljivom svjetlu u trajanju
od 120 sekundi (Triad 2000, Dentsply International, York,
PA, USA). Paste koje sadrze BPO, odnosno DHEPT (kemijs-
ki inicirana polimerizacija) pomijeSaju se u omjeru masa 1:1,
smjesa se homogenizira i potom utisne u kalup kao Sto je
prethodno opisano. Kod dvojne (svjetlosna + kemijska) akti-
vacije, kemijski polimerizirani uzorci dodatno se izlazu
svjetlu. Bez obzira na nacin polimerizacije, svi se uzorci drze
na zraku 24 sata pri sobnoj temperaturi, prije nego Sto se
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SLIKA 2.
Zr-ACP prah (a), kompozitna pasta (b), i uzorak prije (c) i nakon foto polimerizacije (d). Heterogena raspodjela ACP unutar
kompozita jasno je vidljiva na slici 2d
FIG. 2.
Zr-ACP powder (a), composite paste (b), and sample before (c) and after photopolimerization (d). Heterogeneous distribu-
tion of ACP within the composite is clearly seen in Fig. 2d

40
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ACP
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0
| —8— Sr-glass
u
m 20
e
% 10

. \
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SLIKA 3.
Tipic¢na raspodjela veliina Cestica am-ACP-a, m-ACP-a i Sr stakla
FIG. 3.
Particle size distributions typical of am-ACP-a, m-ACP-a and Sr glass

nasumice odabiru za mehanicko testiranje, mjerenje Cai PO,  Kopolimerni uzorci prireduju se analogno kompozitnim
u vodenim otopinama ili odredivanje citotoksi¢nosti. Dijelovi ~ uzorcima. Ukoliko se komercijalni materijali koriste kao kon-
uzoraka skupljenih nakon odredivanja mehanicke ¢vrstoée u  trolna skupina, uzorci se pripremaju prema uputama
suhom stanju koriste se za mijerenje sorpcije vode.  proizvodaca.
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SLIKA 4.
Tipicni FTIR spektar i XRD (umetak) ACP punila
FIG. 4.

Typical FTIR and XRD (inset) spectra of ACP filler

2.3. Fizi¢ko-kemijske karakteristike ACP-a, kopolimera i
kompozita

Nekristaliniénost ACP punila utvrduje se rentgenskom
difrakcijskom analizom (XRD; DMAX 2000 difraktometar,
Rigaku/USA Inc., Danvers, MA, USA) i Fourier-transform
infracrvenom spektroskopijom (FTIR: Nicolet Magna-IR
FTIR 550 spektrofotometar, Nicolet Instrumentation Inc.,
Madison, WI, USA; (10,11,20,23). XRD spektar biljezi se u
podrucju 4° do 60° 26 koriste¢i CuKa radijaciju (A = 0,154
nm) kod 40 kV 1 40 mA. Uobic¢ajeni uvjeti XRD mjerenja su
ovi: interval od 0,010° 20 pri brzini skaniranja od 1.000 stu-
panj/minuta. Uzorci za FTIR spektroskopska mjerenja (4000
cm! do 400 cm-1) prireduju se KBr tehnikom (0,8 mg to 1,0
mg ACP/400 mg KBr). Spektar smole obi¢no se mjeri
tehnikom tankoga filma izmedu KBr plocica. FTIR i XRD
spektar karakateristi¢an za ACP prikazan je na Slici 4.

Za utvrdivanje stupnja konverzije pri polimerizaciji (DVC)
kopolimera i kompozita koriste se rutinska FTIR mjerenja
(mid-FTIR ili near-IR-NIR). DVC na temelju mid-FTIR
mjerenja (prije i nakon polimerizacije - obi¢no 5 sati i 24 sata
odreduje se iz smanjenja povrSine absorpcijske vrpce vinilne
skupine (1637 cml) u odnosu na aromatsku vrpcu (1538
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cm-l; unutarnji standard) koja se pri polimerizaciji ne mije-
nja. DVC vrijednosti NIR metodom (16) izracunavaju se kao
% promjene metakrilat=CH, apsorpcije kod 6165 cm-!
izmedu polimeriziranog uzorka (polimer) i nepolimeriziranih
monomera. Kod NIR metode povrSina apsorpcijske vrpce
normalizira se dijeljenjem s debljinom uzorka, a ne koristi se
unutarnji standard.

FTIR-mikrospektroskopija (FTIR-m; Nicolet Magna-IR 550
FTIR spektrofotometar opremljen s video kamerom, Hg-Cd
teluridnim detektorom i “mapping” programom: Omnic®
Atlus™ software, Spectra-Tech Inc., Shelton, CT, USA)
koristi se za morfolosku i strukturnu analizu vanjskih povrsi-
na kopolimera i kompozita i njihovih presjeka prije i nakon
izlaganja vodenom mediju. FTIR-m posebno je prikladna
metoda za odredivanje raspodjele organske komponente i
ACP punila (detaljno opisana u radu (22); primjer je dan na
Slici 5).

Za analizu raspodjele velic¢ina ¢estica (PSA) ACP-a koristi se
laserski analizator (CIS-100, Ankersmid, Metropolitan Com-
puting Corporation, E. Hanover, NJ, USA). Mjerenja se
provode u suhom stanju ili se ACP prah rasprSi u izo-
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SLIKA 5.

Rezultati FTIR-m analize tipiénoga ACP kompozita nakon odredivanja mehanicke ¢vrsto¢e mokroga uzorka: vizualna mapa,
C=0 mapa, indikator intenziteta boja i PO, mapa. Koncentracija organske komponente (C=0), odnosno ACP-a (PO,) opada
u nizu: plavo > zeleno > zuto > narancasto > crveno. Dok je smola prili¢no ravnomjerno rasporedena (C=0O mapa), osim
uskoga rubnog podrucja (lijeva strana PO, mape) s najvecega dijela povrsine diska ACP je skoro potpuno nestao
FIG. 5.

Results of FTIR-m analysis of a typical ACP composite following determination of the mechanical toughness of wet sample:
visual map, C=0 map, indicator of colour intensity and PO4 map. Concentration of the organic component (C=0) and ACP
(PO4), respectively, decrease as follows: blue > green > jellow > orange > red. Resin is distributed rather homogeneously
(C=0 map), exception is a narrow border area (left side of PO, map), while ACP almost totally disappeared from the disc
surface

SLIKA 6.
Mjerna ¢elija za odredivanje dvoosne savojne ¢vrstoce (uvecano su prikazani potporni krug i klip kojim se prenosi sila na
uzorak kompozita)
FIG. 6.
Measuring cell for the biaxial flexural strength determination. Enlarged are the views of the piston on three ball loading
arrangement

propanolu i podvrgne ultrazvu¢nom djelovanju 10 minuta pri
sobnoj temperaturi. Na temelju PSA podataka izracuna se
srednji promjer (median diametar - d,,) uzorka koji je pri-
marni pokazatelj stupnja aglomeracije ACP Cestica (41-43).

Morfoloske/topoloske karakteristike ACP-a odreduju se pre-
traznom elektronskom mikroskopijom (SEM; JEOL 35C
instrument, JEOL, Inc., Peabody, MA, USA).

Termicki raspad ACP-a ispituje se termogravimetrijskom
analizom (TGA; 7 Series Thermal Analysis System, Perkin
Elmer, Norwalk, CT, USA). U tu se svrhu 5 do 10 mg ACP-
a zagrijava u zraku kontroliranom brzinom od 20°/min u tem-

peraturnom podrucju (30 do 600°C). 1z krivulja gubitka mase
odreduje se sveukupni sadrzaj vode (maseni %) te omjer
povrsinski vezane vlage i vode ugradene u strukturu ACP-a.

Dvoosna savojna ¢vrstoca (BFS) suhih (24 sata na zraku kod
23°C) 1 mokrih (uronjenih u otopinu NaCl (pH=7.4) na 23°C
ili 37°C najmanje mjesec dana) kopolimernih i kompozitnih
uzoraka odreduje se prema ASTM F394-78 specifikaciji (44;
Slika 6). Za mjerenja se koristi Universal Testing Machine
(Instron 5500R, Instron Corp., Canton, MA, USA) opremlje-
na s Testworks 4 software-om.
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SLIKA 7.
Mjerenje polimerizacijskoga skupljanja pomocu zivinog dilatometra
FIG. 7.
Measurement of polymerization shrinkage using mercury dilatometer

SLIKA 8.
Mjerenje naprezanja uzrokovanoga polimerizacijom

Fig. 8.
Measurement of polymerization stress

Vrijednost BFS izracuna se prema formuli: v)/2).(r,/r )2, Y = (14v ).[1 + In(ry/r)?],v je Poisson omjer (u
racunanju se koristi vrijednost 0.24 u skladu s publiciranim
BFS =A.L/t2 (1) podacima za elasti¢na svojstva kompozita na bazi smola;

(45), r; je polumjer klipa kojim se primjenjuje sila na kon-
Gdie A = -[3/4n(X-Y)], X = (1+v).In(r/ry)2 + [(1- taktnoj povrsini, r,, je polumjer potpornoga kruga, r, je
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polumjer uzorka, L je sila kod koje uzorak puca it je deblji-
na uzorka.

Sorpcija vode (WS) kopolimera i kompozita odreduje se na
sljedeci nacin: nakon $to se uzorci suSe izlaganjem bezvod-
nom CaSO, sve dok se ne postigne stalna masa (£ 0.1 mg),
uranjaju se u otopinu NaCl (kao kod BFS mjerenja). Prom-
jene mase uzoraka biljeze se u zadanim vremenskim inter-
valima. WS pojedina¢nog uzoraka u bilo kojem vremenskom
intervalu (t), izraZzena kao % pocetne mase, izracunava se
prema izrazu:

WS = [(W,— W,)/W,] x 100 Q)

u kojem je W, masa uzorka u vremenu t, a W, poCetna masa
suhoga uzorka.

WS podaci koriste se za izracunavanje koeficijenta difuzije
(D) u skladu s teorijom difuzije (46) koriste¢i pojednostav-
ljen Fickov model (47-49) koji vrijedi za vremenski interval

u kojem je W/W, < 0.6. U izrazu

W/W,, = (2/L)-(Dtm)"2 3)

W, je masa uzorka u vremenu t, W, je masa uzorka u stanju

ravnoteze, a L je debljina uzorka. D se odreduje iz nagiba
pravca W/W,, naspram t!/2.

WS eksperimenti alternativno se rade u zraku pri 75% rela-
tivne vlage (RH). Uzorci kopolimera, odnosno kompozita
drze se iznad prezasi¢ene suspenzije NaCl u vodi, u
zatvorenom sistemu kod 23°C. Gravimetrijske promjene bi-
ljeze se na istovjetan nacin kao kod eksperimenata u vodenoj
otopini NaCl (jedn.); (2). Na WS kod 75 % RH ne utjece na
otapanje ACP-a niti otpuStanje vodotopljivih monomernih
komponenata i/ili degradacijskih produkata kao §to je slucaj
s uzorcima koji su uronjeni u vodenu otopinu NaCl.

Skupljanje pri polimerizaciji (PS) kompozitnih uzoraka mjeri
se dilatometrijski (kompjuterski-kontroliran zivin dilatometer
konstruiran u Paffenbarger Research Center; American Den-
tal Association Foundation, Gaithersburg, MD, USA;
Slika 7.).

Paste se polimeriziraju izlaganjem vidljivom svjetlu 60
sekundi i PS mjeri 60 minuta. Potom se uzorak dodatno
polimerizira 30 sekundi i PS mjeri 30 minuta. PS uzorka kori-
gira se za varijacije u temperaturi tijekom mjerenja i prikazu-
je kao funkcija vremena. PS (volumni %) izra¢unava se na
temelju poznate mase uzorka (50-100 mg) i gustoce koja se
odreduje na temelju Arhimedova principa koristeci specijalni
dodatak za mikro-vagu (Sartorius YDKO1, Sartorius, Goet-
tingen, Njemacka).

Naprezanje izazvano polimerizacijom (PSS) mjeri se pomoc¢u
kompjuteriziranoga tenziometra takoder konstruiranog u Paf-
fenbarger Research Centru (Slika 8). Instrument je baziran na

pretpostavci da vlacne sile koje nastaju pri vezanju polimer-
iziranoga uzorka uzrokuju savijanje konzole (proste grede)
prema formuli (50):

¢/F = 2a2(3L-a)/Ebd> @)

U jednadzbi (4), € savijanje je izrazeno u um, E je Young’s
modul grede (MPa); F je sila (N) koja uzrokuje savijanje €; L
je ukupna duzina grede (cm); a je udaljenost izmedu tocke
gdje se primjenjuje sila i kraja grede (cm); b je Sirina a d visi-
na grede (obje u cm). Detaljan opis tehnike dan je u ref. (50,
51).

Smicna ¢vrstoca vezanja (SBS; Slika 9) na dentin testira se na
uzorcima ljudskoga dentina ucvrS¢enim u polikarbonatne
kalupe/drzace. Foto-aktivirani PMGTMA u acetonu se
upotrebljava da bi se uspostavio adhezivni sloj izmedu denti-
na i kompozita koji se oblikuje pomocu bron¢anoga prstena
promjera 4 mm i debljine 1.2 mm. Teflonska traka debljine
0.3 mm s otvorom koji odgovara otvoru prstena stavlja se
izmedu prstena i dentina kako bi se sprijecila adhezija prste-
na na dentin. Otvor u prstenu ispuni se kompozitom, koji se
potom polimerizira, te se cijeli sklop uranja u destiliranu
vodu kod 37°C gdje se drzi do mjerenja SBS. SBS se izracu-
nava prema izrazu:

SBS = 4F/nd? (5)

gdje je F sila kod koje se sklop raspada, a d je promjer
polimeriziranoga kompozita (definiran unutarnjim prom-
jerom prstena). Za mjerenja se koristi isti uredaj kao i za BFS
(Instron 5500R, Instron Corp., Canton, MA, USA).
Neposredno nakon mjerenja stereomikroskopom (Leica
MZ16 Optical Stereomicroscope, Wetzlar, Njemacka) anal-
iziraju se povrSine zuba, odnosno kompozita kako bi se
utvrdila vrsta i mjesto prijeloma (52).

Otpustanje iona iz kompozita prati se kineticki u otopini
NaCl (pH = 7,4; 23°C; magnetsko mijesanje; 100 ml
NaCl/uzorak kompozita). Promjene koncentracije Ca2*,
odnosno PO, mjere se spektroskopski (UV/VIS spektrofo-
tometar Carey Model 219; Varian Analytical Instrumentats,
Palo Alto, CA, USA); (11,12,21,34). Rezultati se korigiraju
za varijacije u povrsSini uzoraka koristeci jednostavni izraz za
danu povr$inu, P: normalizirana vrijednost = mjerena vrijed-
nost x (500/P).

2.4. Mikro-radiografija: kvantitativna procjena uc¢inkovi-
tosti remineralizacije

U¢inkovitost remineralizacijskih ACP kompozita provjerava
se u modelnim sustavima kvantitativno mjere¢i promjenu
sadrzaja zubnoga minerala u caklini prije i nakon primjene
kompozita. Sadrzaj minerala odreduje se digitalnom anali-
zom kontaktnih mikroradiografija zubnih uzoraka izlozenih
ciklickim promjenama pH koje odgovaraju promjenama
kiselosti oralnoga medija.
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SLIKA 9.
Shema uredaja za mjerenje posmicne cvrstoce vezanja na dentin.
FIG. 9.

Schematic of a device for measuring shear bond strength.

Modelna ispitivanja remineralizacije cakline mogu se
provesti koriste¢i govede ili ljudske zubne uzorke. U oba
slucaja zubi se najprije moce u dezinfekcijskoj otopini (0,005
% promodin), ociste od ostataka mekih tkiva i ¢uvaju do
koriStenja u hladnjaku u destiliranoj vodi koja sadrzi 0,1 %
timola. Da bi se simuliralo karijes na govedim uzorcima, zubi
premazani voskom s otvorenom labijalnom povr§inom
izlozeni su demineralizacijskoj otopini koja sadrzi mlije¢nu
kiselinu (pH = 4,0) kroz vremenski period od tri dana na
37°C (5 ml otopine/zub; uz magnetsko mijeSanje). Ljudski se
zubi demineraliziraju koriste¢i otopinu koja je sadrzavala
0.001 mmol/l NaF (40 ml otopine/zub; 3 dana na 37°C; bez
mijeSanja); (53). Nakon demineralizacije zubi su izrezani u
tanke segmente (priblizno 200 um debljine; cirkularna dija-
mantska pila; Isomet, Buehler Ltd., Lake Bluff, Il, USA) koji
su potom ispolirani na mokrom “Smirgl” papiru (debljina
ispoliranih segmenata varira izmedu 150 i 180 pum).

Kontaktne mikroradiografije zubnih segmenata nacinjene su
na Kodak SO434 filmu (Eastman Kodak Co., Rochester, NY,
USA) ili holografskom filmu (Integraf LLC, Kirkland, WA,
USA) eksponiranih 13 min ili 30 min (CuKa radijacija (40
kV, 3 mA; Faxitron Model #43855A, Hewlett Packard,
McMinnville, OR, USA). Filmovi su razvijeni prema uputa-
ma proizvodaca. Mineralna gustoca cakline je utvrdena za
svaki pojedini segment koriste¢i tehniku koja je detaljno
opisana u radovima (53, 54). Segmenti su potom nasumice
grupirani i pojedinacno slozeni u viSeslojni “sandwich”
sljede¢im redom: mikroskopsko stakalce — parafilm — zubni
segment — parafilm — mikroskopsko stakalce. Cijeli sklop je
potom uvijen u parafilm kako bi se sprijecilo da tijekom cik-
lickoga tretmana otopine prodiru do zubnoga segmenta sa
strane. Na jedini preostali “otvoreni” (parafilmom
nepokriveni) rub gdje se nalazi demineralizirani uzorak
nanosi se cca 1 mm sloj eksperimentalnoga ACP kompozita,

112

komercijalnoga materijala ili se demineralizirani segment
ostavlja netaknut (kontrolna skupina). Nakon polimerizacije
kompozita, uzorci se izlazu ciklickim promjenama (37 °C,
magnetsko mijeSanje; (38 rad/s), uranjanjem u demineral-
izacijsku (DS: 3,0 mmol/l CaCl,, 1.8 mmol/l K,HPO,, 0.1
mol/l mlije¢ne kiseline, 1 % karboksimetilceluloze, pH =
4.0); (53), odnosno remineralizacijsku otopinu (RS: 1,2
mmol/l CaCl,, 0,72 mmol/l K,HPO,, 2,6 umol/l F, 50 mmol/l
HEPES, pH = 7,0; (55)). U eksperimentima s govedim zubi-
ma, uzorci su alternativno uranjani u DS (0,5 sata) i RS (11,5
sata) kroz vremensko razdoblje od 14 dana (15 ml DS ili
RS/uzorak). U eksperimentima s ljudskim zubima, ciklicki je
postupak promijenjen na DS (1 sat) i RS (23 sata) u vremen-
skom razdoblju od 30 dana (20 ml DS ili RS/uzorak) osim
vikenda kada su uzorci drzani u destiliranoj vodi.

Promjene u mineralnom profilu zubnih segmenata prije i
nakon DS/RS tretmana utvrdene su na temelju kvantitativne
analize odgovaraju¢ih mikroradiografija koriste¢i digitalni
sustav Bioquant IV (R&M Biometrics Inc., Nashville, TN,
USA) povezan s optickim mikroskopom (Leitz, Ortholux,
Germany) za eksperimente s govedim zubima, odnosno
Scion Image — release Alpha 4.0.3.2 (National Institute of
Health, Bethesda, MD, USA) povezan s optickim
mikroskopom (Olympus BX50F; Olympus Optical Co., Ltd.,
Japan) i digitalnom kamerom (RGB/YC/NTSC; Microimage
Video Systems, Boyerstown, PA, USA) u eksperimentima s
ljudskim zubima. Osnovni principi metode, prikupljanje
podataka i njihova interpretacija detaljno su opisani u ref.
(53-56). Promjene u dubini lezije i mineralnoga sadrzaja (AZ;
niza AZ vrijednost = vi$i sadrZaj minerala) usporedeni su za
odabrane regije svakoga zubnog segmenta prije i nakon tret-
mana. Razlika u zbroju AZ vrijednosti, tj. relativna promjena
sadrzaja minerala (A(AZ) u %) izraunata je prema jednadzbi:



Drago Skrti¢: Dentalni kompoziti zasnovani na amorfnome kalcij fosfatu
Med Vjesn 2010; 42(3-4): 99-126

A(AZ) = {(AZ - Achoslije)/AZprijc} * 100 (6)

prije
Pozitivne A(AZ) vrijednosti odgovaraju povecanju miner-
alnoga sadrzaja u zubnim segmentima (remineralizacija lezi-
ja), dok negativne A(AZ) vrijednosti indiciraju daljnju de-
mineralizaciju kao rezultat cikli¢kog pH tretmana.

2.5. In vitro procjena citotoksi¢nosti

Medudjelovanja stanica i1 ekstrakata eksperimentalnih
kopolimera i ACP kompozita istrazivane su koriste¢i faznu
kontrastnu mikroskopiju i enzimatsku analizu (aktivnost
mitohondrijske dehidrogenaze — Wst-1).

Stani¢na kultura (osteoblastima-sliéne MC3T3-E1 stanice)
(Riken Cell Bank, Hirosaka, Japan) odrzavana je u o-modi-
fikaciji Eagle’s medija (Biowhittaker, Walkerville, MD,
USA) koji sadrzi 10 vol. % govedega seruma (Gibco-BRL-
Life Technologies, Rockville, MD, USA) i 60 mg/l kanam-
icin sulfata (Sigma, St Louis, MO, USA) u atmosferi potpune
vlaznosti s 5 vol % CO, pri 37 °C. Medij se mijenjao dva puta
tjedno, a stanice su tretirane s otopinom tripsina (0,25 %;
Gibco, Rockville, MD, USA) koja sadrzi 2 mmol/l EDTA
jednom tjedno.

Prije ekstrakcijskih eksperimenata, uzorci kopolimera i kom-
pozita sterilizirani su s 70% etanolom. Svaki je disk najprije
uronjen u 2 ml medija gdje je drzan 60 minuta, a potom je
dodan svjezi medij za ekstrakciju preko noéi u stanicnom
inkubatoru. Uz uzorke kopolimera i kompozita priredene su i
dvije kontrolne skupine: pozitivna kontrolna skupina - medij
s povrsinski aktivnom tvari (0,1% Triton X-100; Res. Prod.
International, Elk Grove Village, Il, USA) i negativna kon-
trolna skupina — medij bez ikakvih dodataka. Paralelno s
ekstrakcijskim uzorcima u inkubatoru prireden je i odgovara-
judi broj uzoraka s 10 000 stanica u 2 ml medija. Sljede¢i dan
medij u uzorcima sa stanicama zamijenjen je s 2 mL ekstrak-
cijskoga medija ispitivanih kopolimera, kompozita i kontro-
la. Stanice su potom inkubirane u ekstrakcijskom mediju 72
sata i digitalno fotografirane (invertni fazno-kontrastni
mikroskop Nikon TE300, Melville, NY, USA).

Kolorimetrijsko mjerenje aktivnosti stani¢ne dehidrogenaze
(Wst-1 analiza) provedeno je na sljede¢i naéin (58): stanica-
ma izloZzenim ekstraktima i onim iz kontrolnih skupina
dodana je puferirana otopina Wst-1 (mononatrijeva sol 2-(4-
iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazoliu-
ma; Dojindo, Gaithersburg, MD, USA). Uzorci su potom
inkubirani 120 minuta na 37 °C i analizirani na ¢itacu (apsor-
pcija kod 450 nm; Wallac 1420 Victor2, Perkin Elmer Life
Sciences, Gaithersburg, MD, USA).

2.6. Statisticka metodologija

Broj uzoraka za testiranje odabran je tako da se omoguéi sta-
tisticki pouzdana detekcija minimalnih razlika izmedu
eksperimentalnih skupina (59). Procjena varijance u pravilu
se temelji na rezultatima prethodnih ispitivanja ili su naprav-

ljeni probni eksperimenti kako bi se doslo do podataka
nuznih za pravilni statisticki dizajn. Takvim pristupom
omogucuje se usporedba podataka u sluéaju kada se istovre-
meno istrazuje vise ¢imbenika.

Graficka analiza podataka, analiza varijanci (ANOVA) i
drugi relevantni testovi (60, 61) koriSteni su u procjeni
eksperimentalnih podataka. U slucajevima kada su ANOVA-
om utvrdeni statisticki znacajni efekti, provedeni su dodatni
testovi kako bi se ustanovilo postoje li statisti¢ki znacajne
razlike izmedu specificnih skupina. Za statisticke su analize
koriSteni Microsoft Office Excel 2007, NISTDataplot
(Nacionalni institut za standarde i tehnologiju, Gaithersburg,
MD, USA), SYSTAT?9 ili SigmaStat verzija 2.03 (SPSS Inc.,
Chicago, IL).

3. REZULTATI I DISKUSIJA

3.1. Modificiranje povrsine ACP-a

Nekontrolirana aglomeracija ACP Cestica i neravnomjerna
raspodjela aglomerata u polimeriziranoj organskoj matrici
uzrokuje mehanicku nestabilnost i relativno visoku WS ACP
kompozita u vodenom mediju (22). Da bismo ispitali moze li
se uvodenjem aditiva pri sintezi ACP-a smanjiti stupanj
aglomeracije i poboljsati hidroliti¢ka stabilnost ACP-a, testi-
rano je sljedece: (a) kationi - srebro, Zeljezo (I 1 III), cink,
aluminij, silicij i cirkonij; (b) povrSinski aktivne tvari - neion-
ski [alkil aril polieter alkohol (TRITON-100), poli(oksietilen)
sorbitan monolaureat (TWEEN-80), ZONYL FSN] i anions-
ki (ZONYL FSP), te (c) polimeri — [poli(etilen oxide); PEO]
and [poli(akrili¢na kiselina); PAA]. Cilj je bio utvrditi struk-
turu i stabilnost Cvrstih faza koje nastaju u prisutnosti
spomenutih aditiva, te odrediti DVC i mehanicka svojstva
kompozita formuliranih s modificiranim ACP-om. Veli¢ine
Cestica 1 sadrzaj vode modificiranih ACP-a, te DVC i BFS
njihovih kompozita dani su u Tablici 6 (11,12,62).

U kationskoj seriji, d,, opada u nizu: (Si-ACP, Zr-ACP) >
(Ag-, Fe(Il)-, Al-, Fe(Ill)-ACP) > Zn-ACP. U prisutnosti
Fe(Il) 1 Fe(III) ubrzana je konverzija ACP- a u apatit (FTIR 1
XRD podaci) i mijenja se boja taloga uslijed sutalozenja
netopljivih Fe soli. Za Ag-ACP takoder je karakteristi¢na
promjena boje, najvjerojatnije izazvana sutaloZenjem Ag-
soli. BFS kationskih ACP kompozita pokazuje sljedeci trend:
(Zr-, Zn-ACP) > Si-ACP > Al-ACP > (Ag-, Fe(Il)-, Fe(III)-
ACP; BFS = 0, tj. uzorci uronjeni u otopinu NaCl raspali su
se prije mjerenja). Osim najvise vrijednosti BFS, Zr-ACP
kompoziti su postigli i najvisi DVC. Dodatak povrSinski
aktivne tvari i/ili polimera generalno nije polucio Zeljeno
poboljsanje svojstava. Minimalno smanjenje d,,, pri uporabi
anionske povrsinski aktivne tvari, Zonyl FSP, nije rezultiralo
promjenom BFS kompozita. Zbog toga u sustavima s
povrsinski aktivnim tvarima nije mjeren DVC kompozita.
Zanimljiva je, ali i nerazjasnjena ¢injenica da ukupni sadrzaj
vode u modificiranom ACP-u (u prosjeku (15,8 = 1,7) %) ne
ovisi o vrsti aditiva. Na temelju pocetne evaluacije u kojoj je
Zr-ACP pokazao najbolje DVC i BFS vrijednosti, Zr-ACP
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TABLICA 6.

Utjecaj razli¢itih aditiva na veli¢inu Cestica i sadrzaj vode (TGA podaci) modificiranih ACP-a te DVC (24 sata po polimer-
izaciji) i BFS (30 dana u otopini natrijeva klorida) kompozita. Navedne su srednje vrijednosti i standardna devijacija rezulta-
ta u zagradi
TABLE 6.

Effect of different additives on particle size and water content (TGA results) of the modified ACPs, and DVC (24 h post-
cure) and BFS (after 30 days in NaCl solution) of the composites. Indicated are mean values with standard devation given in
parenthesis.

Smola/resin: SEBPADMA/PMGTMA, "Bis-GMA/TEGDMA and <Bis-GMA/TEGDMA/HEMA/ZrDMA.
nm — nije mjereno (not measured)

Sadrzaj vode/

Aditiv/Additive dy, (um) Water content Ve BES
(%) (MPa)

(% mase/mass %)
Kationi/Cations
Ag' 3,5(1,9) 14,0 (2,2) 63,3 (1,9) 0
Fe* 3,8(1,8) 15,4 (1,2) 65,7 (1,8) 0
Zn* 1,4 (0,5) 16,6 (2,5) 63,7 (2,6) 48,4 (5,3)
AP 2,2 (1,3) 14,1 (2,3) 56,0 (3,3) 19,8 (4,7)
Fe’* 2,1(0,6) 16,8 (2,8) 56,7 (2,6) 0
Si** 5.8 (1,6) 14,1 (1,2) 72,5 (2,5) 40,0 (9,0)
e 6,7 (1,9) 16,1 (2,0) 80,1 (3,3) 53.4 (12,0)
Povrsinski aktivne
tvari/Surfactants
TRITON-100° 8,3 (1,4) 16,3 (1,2) nm 27,7 (3,3)
TWEEN-80° 8,9 (2,1) 16,9 (0,9) nm 32,4 (10,8)
ZONYL FSN® 6,5 (1,2) 17,4 (1,1) nm 28,1 (2,5)
ZONYL FSP° 4,1 (0,4) 17,6 (2,1) nm 31,9 (10,4)
Polimeri/Polymers
PEOQ" 14,1 (4,7) 14,7 (1,2) nm 23,4 (4,3)
PAA® 9,2 (1,9) 15,8 (1,0) nm 34,1 (9,9)

odabran je kao standardno punilo i kori$ten je u svim ostalim
experimentima opisanim u ovom radu.

Da bismo ustanovili stabilizira li silanizacija ACP punila
medufazu, ACP/polimer, 3-aminopropiltrimetoksi silan
(APTMS) i metakriloksioksipropiltrimetoksi silan (MPTMS)
dodani su pojedina¢no u Zr-ACP u koncentraciji od 2%
obzirom na pocetnu masu ACP-a. MPTMS je dodan kao
vodeno/alkoholna otopina (5%/95 vol %; pH=5.5) podesen
dodatkom octene kiseline sa svrhom da se katalizira hidroliza
metoksilnih funkcionalnih skupina. S APTMS-om zakiselja-
vanje nije potrebno jer njegova amino skupina autokatalizira
reakciju hidrolize/kondenzacije. Nakon objedinjavanja ACP-
a i silana te 30-minutnoga mijeS$anja, smjesa je ostavljena da
odstojii jo§ 5 minuta kako bi se kompletirala hidroliza. pH
MPTMS/ACP smjese potom je podesen na 10,0 dodatkom
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otopine KOH ¢ime se Zeljelo pospjesiti kondenzaciju i nasta-
janje siloksanola. Nakon filtriranja 1 suSenja na 23°C,
silanizirani je ACP zagrijan na 100°C kroz vremensko raz-
doblje od 30 minuta kako bi se dodatno poticalo nastajanje
sekundarnih polisiloksanskih struktura. Neizreagirani silan
potom je ispran etanolom i silanizirani ACP (nakon $to je
struktura provjerena XRD i FTIR analizom) ¢uvan je u
eksikatoru do uporabe u kompozitima. Na Slici 10. prikazana
je  BFS  kompozitnih uzoraka pripravljenih s
EBPADMA/TEGDMA/HEMA/MEP (ETHM) smolom i
silaniziranih ACP punila u usporedbi s nesilaniziranim Zr-
ACP-om. U suhom i mokrom stanju (nakon 30 dana u otopi-
ni NaCl na 23°C), BFS MPTMS-ACP kompozita znatno
nadilazi BFS APTMS-ACP kompozita i Zr-ACP kontrolne
skupine. Cinjenica da su i u mokrom stanju MPTMS-ACP
kompoziti priblizno 60% ¢&vrséi od Zr-ACP kompozita sug-
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SLIKA 10.

Utjecaj silanizacije ACP-a na BFS (srednja vrijednost od najmanje pet uzoraka u svakoj eksperimentalnoj skupini; standard-
na devijacija je ozna¢ena preckom) kompozita u suhom stanju i nakon 30 dana u otopini NaCl
FIG. 10.
Effect of ACP silanization on BFS (mean value of at least five samples in each experimental group) of composte in dry state
and after 30 days in NaCl solution (standard deviation is denoted by bar)

erira da se silanizacija ne smije zanemariti pri dizajniranju
ACP kompozita s poboljSanim mehani¢kim svojstvima.

3.2. Utjecaj mehanickoga mljevenja na svojstva ACP-a i
kompozita

Mehanickim mljevenjem ACP-a pokusSalo se smanjiti
veli¢inu aglomerata bez modificiranja povrSine ACP-a,
posti¢i §to intimniji kontakt ACP-a 1 smole te
poboljsati rasprsenje bioaktivnoga punila u
kompozitnoj pasti. Cilj eksperimenata s foto-aktiviranom
EBPADMA/TEGDMA/HEMA (ETH smola), odnosno
EBPADMA/TEGDMA/HEMA/MEP; (ETHM smola) bio je
pripraviti kompozite s nemljevenim (am-ACP) i mljevenim
(m-ACP) punilom i usporediti njihova mehanicka svojstva,
WS i kinetiku otpustanja iona. Radna je pretpostavka da ¢e
m-ACP kompoziti biti mehanicki stabilniji, ali je otvoreno
pitanje u kojoj mjeri ¢e niza WS utjecati na proces transfor-
macije ACP-a, odnosno koncentraciju mineralnih iona u
otopini. Rezultati su sazeti u Tablici 7.

Prosjecni promjer ACP Cestica mljevenjem je smanjen cca 85
% (sa (6,4 £ 0,7) um na (0,9 £ 0,2) wm) a da pri tome nije
doslo do strukturnih promjena (FTIR i XRD spektar). Prom-
jene u veli€ini Cestica dodatno su potvrdene SEM-om. Kao
posljedica boljega dispergiranja m-ACP u smoli, povecana je
BFS m-ACP kompozita, posebice nakon imerzije u vodenim
otopinama. I s m-ACP kompozitima postignuta je zadovo-
ljavajuéa prezasi¢enost vodenih otopina obzirom na HAP.
Termodinamicka stabilnost tih otopina izrazena je kao Gibbs-
ova slobodna energija (63):

AGY = - 2,303(RT/n)In(IAP/K,,) (7)

gdje IAP predstavlja ionski aktivitetni produkt za HAP, K, je
odgovarajuca konstanta produkta topljivosti HAP-a, R je ide-
alna plinska konstanta, T je apsolutna temperatura i n je broj
iona u TAP (n=18). Mikro-FTIR analizom (22) pokazano je
da je smanjena WS u m-ACP kompozitima rezultat daleko
manjega broja povrsinskih defekata (praznina) u usporedbi s
am-ACP kompozitima.

3.3. Utjecaj sastava smola na fizicko-kemijska svojstva
kopolimera i kompozita

Utjecaj sastava organske matrice na DVC, WS, BFS, PS i
remineralizacijski potencijal ispitan je u kompozitima
koji su nacinjeni od smola s molarnim omjerom
EBPADMA:TEGDMA izmedu 0,50 i 0,13 uz molarni omjer
HEMA:MEP=4,28 (ETHMO0.50, ETHMO0.33, ETHMO025 i
ETHMO.13; fotoinicijator IRGACURE 1850), te od smola s
molarnim omjerom EBPADMA:TEGDMA izmedu 0,50 i
1,35 uz molarni omjer HEMA:MEP=8.26 i am-ACP, odnos-
no m-ACP (ETHMO0.50%* ETHMO0.85 and ETHM1.35: sustav
za iniciranje foto-polimerizacije CQ i 4EDMAB). Rezultati
su sazeti na Slici 11 (a-e). Promjena sastava smola temeljenih
na EBPADMA nije znacajno utjecala na DVC, WS I BFS
kompozita. Neovisno o formulaciji smole, prezasi¢enost
otopina (remineralizacijski potencijal) u svim je sustavima
bila znadajno visa od termodinamickoga minimuma
potrebnog za talozenje HAP-a (AG® < 0). PS ETHM kom-
pozita pokazuje trend porasta sa smanjenjem molarnoga
omjera EBPADMA/TEGDMA u smoli, §to upucuje na to da
je PS najvjerojatnije kontroliran relativnim sadrzajem
visoko-molekularnoga EBPADMA monomera u smjesi. U
kompozitima s m-ACP-om izmjeren je visi DVC i BFS
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TABLICA 7.

Rezultati analize veli¢ina ¢estica am-ACP-a i m-ACP-a, BFS nakon 30 dana imerzije u otopini NaCl, WS pri 75 % relativne
vlage i remineralizacijski potencijal kompozita. Navedene su srednje vrijednosti i standardno odstupanje (u zagradi). Broj
uzorakan > 7 (d,,, SSA, BFS i WS), te n =3 (IAP, AGY). Smola: *ETH; PETHM
TABLE 7.

Particle size, BFS after 30 days of immersion in NaCl solution, WS at 75 % relative humidity and remineralization potential
of the composites. Indicated are mean values with standard deviation (in parenthesis). Number of specimens n > 7 (d,,,
SSA, BES and WS), and n =3 (IAP, AG9). Resin: 2ETH; P(ETHM.

Parametar am-ACP m-ACP
Podrucje velicina Cestica/particle size range (pm) 0,3-280,0 0,2-3,0
dy, (um) 6,4 (0.7) 0.9 (0,2)
Specifiéna povrsina Cestica/specific surface area, SSA
) 0,5(0,1) 3,8(1,0)
(m’/g)
453 (5,4)* | 59,3 (7,6)"
BFS (MPa) . .
47,0 (11,9)° | 73,0 (11,7)
Tonski aktivitetni product/ion activity product, IAP 99,3 (0.7)* | 101,2 (1.0)*
AG® (kJ/mol) -5,7 (0,2)* -5,1 (0,3)*
WS (mass %) 2,2(0,2)° 1,7 (0,1)°

(ETHMO0.50* - ETHMO0.85* — ETHM1.35* niz). Poboljsanje
svojstava i u ovom je slucaju posljedica homogenije raspod-
jele m-ACP u kompozitu (22).

DVC se koristi kao posredni pokazatelj vjerojatnosti ispus-
tanja neizreagiranih monomera i degradacijskih produkata u
oralni medij. Eksperimentalne smole u kojima su Bis-GMA,
EBPADMA i/ili UDMA koristeni kao bazi¢ni monomeri (11,
12, 20, 64, 65) u pravilu postizu DVC od 70 % ili viSe. Tip-
iéne vrijednosti DVC-a najc¢esce upotrebljavanih Bis-
GMA/TEGDMA smjesa su od 55% do (vrlo rijetko) 75%
(66). U tro-komponentnim i ¢etvoro-komponentnim formu-
lacijama s HEMA monomerom (11,12,62,63,67), visoke
DVC vrijednosti pripisuju se visokoj difuzivnosti HEMA
monomera (efekt raste s porastom sadrzaja HEMA u smoli).
Ocekivani porast DVC-a u UDMA formulacijama (zbog
manje viskoznosti i veée fleksibilnosti UDMA molekula i
smanjenoga nastajanja vodikovih veza) nije zabiljezen u
usporedbi s Bis-GMA smolama (11,12). Znacajno je, medu-
tim, da je u UDMA formulacijama smanjenje DVC-a u kom-
pozitima u usporedbi s kopolimerima bitno manje (< 5%)
negoli u Bis-GMA and EBPADMA formulacijama (< 14%).

Bududi je PS direktno proporcionalno DVC-u, nije iznenadu-
juée da u ACP kompozitima u kojima DVC doseze skoro
87% PS istovremeno naraste i do 8 vol %. NepoZeljna
posljedica tako visokoga PS-a jesu promjene u mikro-strukturi
kompozita koje dovode do porasta unutarkompozitnih
napetosti, deformacija na medupovrsini kompozit/zub i, u
konacnici, propusnosti restoracije. PS vrijednosti eksperimen-
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talnih ACP kompozita na gornjoj su granici PS vrijednosti
komercijalnih “tekué¢ih” kompozita (engl. flowable compos-
ites) i koincidiraju s donjom granicom PS adhezivnih smola
(6,0%, odnosno 6,7%; (68). Gledajuc¢i samo PS vrijednosti,
namece se potreba reformuliranja smola s ciljem da se smanji
njihovo skupljane pri polimerizaciji. Jedan od mogucih alter-
nativnih pristupa bilo bi koriStenje monomera koji nemaju
metakrilatnu strukturu (69) i/ili uporaba ciklickih monomera
koji se pri polimerizaciji otvaraju (70). Privlacna je takoder i
potencijalna uporaba organskih aditiva koji induciraju nasta-
janje gel struktura u nizu organskih monomera, odnosno
polimera. Efekt jednog takvog organogelatora, dibenziliden
sorbitola (DBS), testiran je u EBPADMA smolama (71).
Pokazano je da se ugradnjom DBS-a zaista moze znacajno
smanjiti PS bez da se istovremeno negativno utje¢e na DVC,
odnosno smanjuje biokompatibilnost smola.

U svim smolama s relativno visokim sadrzajem HEMA prob-
lem je negativan efekt tog monomera niske molekulske mase
na PS i PSS. Rjesavanju tog problema pristupilo se dvojako:
1) zamjenom HEMA s oligomernim UDMA/poli(etilen
glikol)-UDMA (PEG-U) ko-monomerom u UDMA smola-
ma, te 2) zamjenom HEMA s izomerom etil ¢-hidroksimeti-
lakrilatom (EHMA) u Bis-GMA smolama. Ugradnjom PEG-
U u UDMA smole poveéan je DVC bez negativnoga utjecaja
na PS, PSS i BFS. S druge strane, smole s EHMA imaju
manju sorpciju vode uz nepromijenjeni DVC 1 kinetiku
otpustanja iona u suporedbi s HEMA formulacijama. Stoga se
oba monomera (PEG-U i EHMA) mogu koristiti kao pogod-
na zamjena za HEMA u dentalnim materijalima (72).
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SLIKA 11.a,b, ¢
DVC (a), PS (b) i WS (c) kompozita, prezasi¢enost vodenih otopina (AG?; d) i mehanic¢ka svojstva mokrih uzoraka (BFS; e).
Prikazane su srednje vrijednosti & standardno odstupanje. Broj uzoraka: n = 3 (PS), n =4 (AG%, n=5 (WS, BFS)i > 6 (DVC)
FIG. 11.a,b, ¢
DVC (a), PS (b) and WS (c) of composites, saturation of the aqueous solutions (AG?; d) and the mechanical properties of
wet samples (BFS; e). Presented are mean values =+ standard deviation. Number of samples: n =3 (PS), n =4 (AG%),n=15
(WS, BFS) and > 6 (DVC)
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SLIKA 11.d, e

DVC (a), PS (b) i WS (c) kompozita, prezasi¢enost vodenih otopina (AGY; d) i mehanic¢ka svojstva mokrih uzoraka (BFS; e).

Prikazane su srednje vrijednosti + standardno odstupanje. Broj uzoraka: n = 3 (PS), n =4 (AGY%), n=5 (WS, BFS) i

> 6

(DVO)
FIG. 11.d, e
DVC (a), PS (b) and WS (c) of composites, saturation of the aqueous solutions (AGY; d) and the mechanical properties of
wet samples (BFS; e). Presented are mean values + standard deviation. Number of samples: n =3 (PS), n=4 (AG%,n=15
(WS, BFS) and > 6 (DVC)

Uz materijalne faktore (vrsta i sadrzaj punila, vrsta i sastav
smole, nacin polimerizacije) na PS, modul elasti¢nosti i PSS
kompozitnih materijala utjece i nacin na koji se materijal pro-
cesira. lako je PSS foto-polimeriziranih dimetakrilatnih sus-
tava opsezno istrazivan (68,73-79), razumijevanje kinetike
PS-a i PSS-a jos uvijek je nepotpuno. Jedan od parametara
koji neposredno utjece na stabilnost restoracije je faktor kon-
figuracije Supljine (engl. cavity configuration ili C factor;
(80-82). Da bismo ispitali dovodi li povecanje kontaktne
povrsine (manji C faktor) do smanjenja PSS-a kroz poveéan-
je plasticne deformacije za vrijeme polimerizacije prije nego
Sto se postigne tocka geliranja (81), proucavan je utjecaj C
faktora na PSS u eksperimentalnom ACP kompozitu i tip-
i¢nom komercijalnom kompozitu punjenom staklom (TPH).
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Visina (h) nepolimeriziranih cilindri¢nih uzoraka kompozita
varirana je od 0,5 mm do 3,75 mm S$to odgovara vrijednosti-
ma C faktora od 6,0 do 0,8. Za kvarcni Stapi¢ promjera 2r i
visinu uzorka h, C faktor izracunat je kao omjer vezane
povrsine kompozita (silanizirani krajevi $tapi¢a = baze cilin-
dra) i nevezane povrsine (oplosje cilindra bez baza) prema
izrazu:

C factor = 2r2n/2rhm = r/h ®)

Kompozitni uzorci su polimerizirani svjetlom i PSS je mjeren
nakon 60 min. [zmjerene PSS vrijednosti (PSS, .,) za uzorke

razlicite visine su normalizirane (PSS,,) obzirom na masu
kontrolnoga sustava s h = 2,25 mm (C faktor = 1.33) prema
izrazu:
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SLIKA 12.
PSS, jer (srednja vrijednost + SD; n = 3) te odgovarajuce PSS, ., za BT/ACP i TPH kompozite kao funkcija visine uzorka, h
FIG. 12.

PSS, ..s (mean value + SD; n =3) and the corresponding PPS

norm

for BT/ACP and TPH composites as a function of sample

high, h

SBS (Mpa)

m-ACP Sr-staklo/glass

SLIKA 13.

Smicéna ¢vrstoca vezanja (SBS) am-ACP-a i m-ACP-a Bis-GMA/TEGDMA/HEMA/ZrDMA (BTHM smola) kompozita u
usporedbi s kontrolnim kompozitom punjenim sa Sr staklom. Uzorci uronjeni 30 dana u otopinu NaCl. Standardna devijacija
rezultata: < 4,43 MPa, < 6,21 MPa< 4,04 MPa za uzorke s am-ACP-om, m-ACP-om odnosno Sr-staklom.

FIG. 13.

Shear bond strength (SBS) of am- and m-ACP Bis-GMA/TEGDMA/HEMA/ZrDMA (BTHM resin) composites in compari-
son with the control composite filled with Sr glass. Samples were immersed for 30 days in NaCl solution. Standard deviation
of results: 4.43 MPa, < 6.21 MPa< 4.04 MPa for the samples with am-ACP, m-ACP and Sr-glass, respectively.

PSSnorm =P Ssmjer ’ (hkontrol/ hvarijabla) (9)

PSS pjer 1 PSS, podaci za Bis-GMA/TEGDMA (BT)/ACP
i TPH kompozit prikazani su na Slici 12.

U ispitivanom podru¢ju C faktora (0,8 — 6,0), vrijednosti

PSS jer za BT/ACP kompozit [(5,80 — 6,96) MPa] bile su pri-
blizno dvostruko vise od PSS, .. za TPH kompozit [(2,78 —

3,37) MPa]. Rasipanje rezultata bilo je znatno manje za TPH
u usporedbi s BT/ACP uzorcima [SD (0,05 — 0,19) MPa
prema (0,06 — 0,68) MPa]. Dok se PSS, ne moze korelirati

s visinom uzoraka kompozita, PSS, opada s porastom
visine uzoraka prema izrazima (R? je koeficijent korelacije):
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SLIKA 14.
Remineralizacija (pozitivne vrijednosti A(AZ); %) ili gubitak minerala (demineralizacija = negativne vrijednosti A(AZ); %)
u uzorcima govedih (a), odnosno ljudskih zuba (b) tretiranih s razli¢itim kompozitima i u kontrolnim skupinama (bez kom-
pozita) nakon ciklickih promjena pH (vidi sekciju 2.,4.). Prikazane su srednje vrijednosti + standardno odstupanje rezultata.

Broj analiziranih uzoraka u eksperimentalnim skupinama: 51 <n < 68 (a)i 8 < n < 30 (b)
FIG. 14.

Remineralization (positive values A(AZ); %) or mineral loss (demineralization = negative values A(AZ); %) in bovine (a)
and human (b) teeth specimens treated with different composites and in the control group (without composite) after cyclic
pH changes (see section 2,4). Presented are mean values + standard deviation of the results. Number of analyzed samples in

experimental groups: 51 <n < 68 (a)i 8 < n < 30 (b)

(ACP kompozit) PSS, = 283.058 (R2 =09542) (ACP kompozit) PSS, = 4,28 * C factor + 1,05 (R =

(10) 0,9923) (12)
(TPH kompozit) PSS, ., = 14,5.e06lh (R2 =0,9680). (TPH kompozit) PSS, ., = 2,13 x C-factor + 0,20 (R2 =
an 0,9903). (13)
PSS, ,m 1 C faktor pokazuju linearnu ovisnost prema jed-  Rezultati jasno pokazuju da je pri razmatranju PSS u kom-
nadzbama: pozitnim materijalima nuzno uzeti u obzir utjecaj C faktora te

koliko pri tome mogu biti korisna tenziometrijska mjerenja.
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SLIKA 15.

Zivotna aktivnost stanica (Wst-1 analiza; srednja vrijednost + standardno rasipanje) izlozenih ekstraktima ACP kompozita,
komercijalnog adheziva, ACP-a i kopolimera, u usporedbi s negativnom i pozitivhom kontrolnom skupinom (0,1 % povrsin-
ski aktivne tvari). Broj uzoraka u grupin=6
FIG. 15.

Viability of cells (Wst-1 analysis; mean value + standard deviation) exposed to extracts of ACP composite, commercial
adhesive, ACP filler and copolymer in comparison with the negative and positive control group (0.1 % surfactant). Number
of samples n = 6/group

3.4. Adhezivnost eksperimentalnih ACP kompozita

Da bi se ispitao utjecaj vodenoga medija na ad-
hezivnost experimentalnih ACP kompozita, Bis-
GMA/TEGDMA/HEMA/ZrDMA smola je pomije$ana s am-
ACP, m-ACP, odnosno Sr staklom. Smi¢na ¢vrstoca vezanja
(SBS) na dentin kompozitnih uzoraka mjerena je nakon 24
sata, 14 dana i 30 dana stajanja u vodenom mediju. Odstu-
panje SBS vrijednosti ACP kompozita u usporedbi s kontrol-
nim kompozitima punjenim Sr staklom [(16,6 + 4,4) MPa i
(14,3 £ 6,2) MPa prema (16,7 + 4,0) MPa] (Slika 13); (83)
statisticki nije znacajno.

SBS test na uzorcima ljudskoga dentina koristen je i da bi se
provjerila adhezivnost am-ACP-a i m-ACP-a eksperimental-
nih kompozita formuliranih s ETHM1.35* smolom. Uzorci
su bili uronjeni u umjetnu slinu na 37°C i tako drzani 6
mjeseci. SBS vrijednosti eksperimentalnih ortodontskih
adheziva i nakon 6 mjeseci bile su usporedive sa SBS vrijed-
nostima komercijalnoga adheziva (84).

3.5. In vitro remineralizacija s ACP kompozitima

Remineralizacijska efikasnost am-ACP/Bis-
GMA/TEGDMA/HEMA/ZrDMA (BTHZ), odnosno am-
ACP/EBPADMA/TEGDMA/HEMA/MEP (ETHM1.35%)
kompozita testirana je u dva odvojena istrazivanja s uzorcima
cakline govedih, odnosno ljudskih zubi. Rezultati su
prikazani na Slici 14 (a, b). Obje ACP formulacije pokazale
su se efikasnijim od kontrolnih skupina. S ACP/BTHZ kom-
pozitom obnovljeno je priblizno 40% minerala dok je u kon-

trolnim skupinama zabiljeZena daljnja demineralizacija [(5,7
- 94)%]. S ACP/ETHM kompozitom (namijenjen za
ortodontsku uporabu) takoder je obnovljeno vise minerala
(14,4%) nego s kontrolnim kompozitom (4,4%). U kontrolnoj
skupini (bez remineralizacijskoga kompozita) dodatni
gubitak minerala iznosio je 55%. Posebno je znacajan
podatak da remineralizacijsko djelovanje ACP kompozita
nije bilo ograni¢eno na relativno usko podruéje ispod
povrsine cakline, veé se proteze kroz cijelu leziju (53).

3.6. Citotoksi¢nost eksperimentalnoga ACP adheziva

Citotoksicnost eksperimentalnoga EBPADMA/
UDMA/TEGDMA/HEMA kopolimera, m-ACP kompozita i
m-ACP punila usporedena je s citotoksi¢nosti komercijalno-
ga ortodontskog adheziva (KOA) metodom ckstrakcije (57).
Dok stanice u medudjelovanju s ekstraktima ACP punila,
kopolimera, kompozita, KOA i negativne kontrolne skupine
(bez ekstrakata) nisu pokazale nikakve morfoloske promjene,
u prisutnosti povrsinski aktivnih tvari (pozitivna kontrolna
skupina) nadeni su tek stani¢ni ostaci. Priblizno jednak broj
stanica u sustavima izlozenim ekstraktima ACP-a,
kopolimera, ACP kompozita i KOA upucuje na njihovu pod-
jednaku citotoksi¢nost. Kolorimetrijsko mjerenje aktivnosti
stani¢ne dehidrogenaze (apsorbancija pri 450 nm) propor-
cionalna je aktivnosti hidrogenaze u stanici; Slika 15. to
potvrduje.

Umjereno smanjenje stani¢ne aktivnosti u usporedbi s nega-
tivnom kontrolnom skupinom u ekstraktima ACP kompozita,

KOA i ACP-a [(27-32)%; razlike izmedu te tri skupine nisu
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statisti¢ki znacajne], te kopolimera (17%) najvjerojatnije je
posljedica djelovanja neizreagiranih monomera i/ili kompo-
nenata sustava za foto-polimerizaciju. Ne smije se, medutim,
zanemariti ni potencijalni utjecaj iona kalcija (plus eventual-
no cirkonija) i fosfata (oslobodenih iz ACP punila i ACP
kompozita), odnosno fluorida (oslobodenih iz KOA) na
stani¢nu aktivnost. Za potpunije razumijevanje medudjelo-
vanja izmedu eksperimentalnih (i komercijalnih) kompozita i
stanica ubuduce ¢e biti nuzno identificirati i kvantificirati
organske i anorganske ione/molekule u ekstraktima tih mater-
ijala.

4. ZAKLJUCCI/SMJERNICE

Sustavna fizicko-kemijska karakterizacija ACP kompozita
nuzna je kako bi se potpunije razumjelo sloZene odnose
izmedu strukture ACP punila i sastavnih komponenata smola
te njihov utjecaj na svojstva kompozita. Buducéa istrazivanja
bit ¢e usmjerena na formulaciju novih remineralizacijskih
materijala za endoncijsku primjenu koji bi osim zadovoljava-
juce mehanicke stabilnosti trebali imati 1 pobolj$anu biokom-
patibilnost. Pri tome ¢e specijalan naglasak biti na procjeni
bioloskih rizika §to potjecu od toksi¢nosti individualnih kom-
ponenata (neposredni bio-rizik), odnosno mikrobioloske pro-
pusnosti restoracije (posredni bio-rizik). Planiranim klin-
ickim ispitivanjima, prethodit ¢e opsezna testiranja citotok-
si¢nosti u okviru kojih ¢e se pored morfoloske karakterizaci-
je izivotne aktivnosti odrediti i integritet stanicnih membrana
i nekroza stanica u prisutnosti ACP kompozita.

Opovrgnuée

Komercijalni materijali i instrumenti identificirani u ovome
¢lanku navedeni su iskljucivo u svrhu pojasnjenja eksperi-
mentalnih postupaka. Njihovo identificiranje ni u kom sluca-
june znaci da su upravo ti materijali, odnosno uredaji najbolji
za opisana istrazivanja niti ih Ameri¢ko dentalno udruzenje i
Nacionalni institut za standarde i tehnologiju u te svrhe izrici-
to preporucuju.

Disclaimer

Certain commercial materials and equipment are identified in
this article for adequate definition of the experimental proce-
dures. In no instance does such identification imply recom-
mendation or endorsement by the American Dental Associa-
tion Foundation or the National Institute of Standards and
Technology or that the material and the equipment identified
are necessarily the best available for the purpose.
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Dodatak/Appendix

Popis kratica, izvedenih iz engleskih naziva, koje su
koristene u ¢lanku

List of acronyms used throughout the manuscript

- ACP = amorfni kalcij fosfat; amorphous calcium phosphate
- am-ACP = izvorni ACP; as made ACP

- ANOVA = analiza varijance; analysis of variance

- APTMS = 3-aminopropiltrimetoksi silan; 3-aminopropyl

trimethoxy silane

- BFS = dvoosna savojna ¢vrstoéa; biaxial flexural strength
- Bis-GMA = 2,2-bis[p-(2-hidroksi-3-metakriloksipropok-

si)fenil]
loxypropoxy)phenyl]propane

propan;  2,2-bis[p-(2-hydroxy-3-methacry-

- BPO = benzoil peroksid; benzoyl peroxide
- BTHZ = Bis-GMA/TEGDMA/HEMA/Zr-DMA resin; Bis-

GMA/TEGDMA/HEMA/Zr-DMA smola

- C-factor = faktor konfiguracije Supljine; cavity configura-

tion factor;

- CP = kalcij fosfat; calcium phosphate

- CQ = kamforkinon; camphorquinone

- DCP = dikalcij fosfat; dicalcium phosphate
- DCPD = dikalcij fosfat dihidrat; dicalcium phosphate dihy-

drate

- DHEPT = 2,2’-dihidroksietil-p-toluidin; 2,2’-dihydrox-

. dm:

yethyl-p-toluidine

srednji promjer; median diameter

- DS = demineralizacijska otopina; demineralizing solution

- DVC = stupanj konverzije vinilnih funkcionalnih skupina;

degree of vinyl conversion

- EBPADMA = etokislirani bisfenol A dimetakrilat; ethoxy-

- EDMAB =

lated bisphenol A dimethacrylate
etil-4-N,N-dimetilamino benzoate; ethyl-4-

N,N-dimethylamino benzoate

- EDTA = etilendiaminotetraoctena kiselina; ethylenedi-

aminotetracetic acid
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- ETH =

- EHMA = etil-a-hidroksimetakrilat; ethyl-o-hydrox-
ymethacrylate
EBPADMA/TEGDMA/HEMA
EBPADMA/TEGDMA/HEMA resin

- ETHM = EBPADMA/TEGDMA/HEMA/MEP smola;
EBPADMA/TEGDMA/HEMA/MEP resin

- EUTH = EBPADMA/UDMA/TEGDMA/HEMA smola;
EBPADMA/UDMA/TEGDMA/HEMA resin

- FAP = fluorapatit; fluoroapatite

smola;

- FTIR = Fourier-transform infracrvena spektroskopija;
Fourier-transform infrared spectroscopy

- FTIR-m = FTIR mikrospektroskopija; FTIR microspec-
troscopy

- AGY = Gibbsova slobodna energija; Gibbs free energy

- HAP = hidroksiapatit; hydroxyapatite

- HEMA = 2-hidroksietil metakrilat; 2-hydroxyethyl
methacrylate

- HEPES = 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetan sulfonska
kiselina; 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid

- TAP = ionski aktivitetni produkt; ion activity product

- IRGACURE 1850 = komercijalni fotoinicijator; commer-
cial photoinitiator system

- KOA = komercijalni ortodontski adheziv; commercial
orthodontic adhesive

- m-ACP = usitnjeni ACP; milled ACP

- MEP = metakriloiloksietil ftalat; methacryloyloxyethyl
phthalate

- MPTMS = metakriloksipropil trimetoksi silan; methacry-
loxypropyl trimethoxy silane

- NIR = spektroskopija u bliskom infracrvenom podrudju;
near infrared spectroscopy

- OCP = oktakalcij fosfat; octacalcium phosphate

- PAA = poli(akrilna kiselina); poly(acrylic acid)

- PEG-U = uretan dimetakrilat s ugradenim poli(etilen
glikolom); poly(ethylene glycol) extended urethane
dimethacrylate

- PEO = poli(etilen oksid); poly(ethylene oxide)

- PMGDMA = piromeliti¢ni glicerol dimetakrilat; pyromel-
litic glycerol dimethacrylate

- PS = skupljanje pri polimerizaciji; polymerization shrink-
age

- PSA = analiza veli¢ine Cestica; particle size analysis

- PSS = napetost uzrokovana polimerizacijom; polymeriza-

tion stress

- RH = relativna vlaznost; relative humidity
- RS = remineralizacijska otopina; remineralizing solution
- SBS = smicna ¢vrstoca vezanja; shear bond strength

- SEM = pretrazna elektronska mikroskopija; scanning elec-

tron microscopy

- SD = standardno odstupanje; standard deviation

- SSA = specifi¢na povrSina; specific surface area

- TCP = trikalcij fosfat; tricalcium phosphate

- TEGDMA = tri(etilenglikol) dimetakrilat; tri(ethylenegly-

col) dimethacrylate

- TGA = termogravimetrijska analiza; thermogravimetric

analysis

- TPH = komercijalni kompozit s punilom na bazi stakla;

commercial glass-filled composite

- TRITON-100 = komercijalna neionska povrsinski aktivna

tvar; commercial nonionic surfactant

- TWEEN-80 = komercijalna neionska povrsinski aktivna

tvar; commercial nonionic surfactant

- UDMA = uretan dimetakrilat; urethane dimethacrylate

UPHM = UDMA/PEG-U/HEMA/MEP
UDMA/PEG-U/HEMA/MEP resin

smola;

- WS = adsorpcija vode; water sorption

- XRD = rentgenska difrakcija ; X-ray diffraction

- AZ = sadrZaj minerala u leziji; mineral content of the lesion
- ZrDMA = cirkonil dimetakrilat; zirconyl dimethacrylate

- ZONYL FSN = komercijalna neionska povrsinski aktivna

tvar; commercial nonionic surfactant

- ZONYL FSP = komercijalna anionska povrsinski aktivna

tvar; commercial anionic surfactant
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DENTAL COMPOSITES BASED ON AMORPHOUS CALCIUM PHOSPHATE
Drago Skrti¢

Paffenbarger Research Center, American Dental Association Foundation,
National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD 20899, USA
Review

ABSTRACT

Bioactive, polymeric dental composites containing amorphous calcium phosphate (ACP) have tremendous appeal due to (1)
their potential to arrest demineralization and/or even remineralize defective tooth structures and, (2) their biocompatibility. For
the last decade our group has systematically investigated structure/composition/property relationships of ACP-filled
polymeric composites in order to develop strategies that better control dispersion of ACP in polymer matrices and increase our
understanding of how the structure of the polymer and filler phases, especially the complex interaction(s) occurring at the
ACP/organic matrix interphase, affect such critical properties of these composites as ion release and mechanical strength. The
extensive physicochemical, mechanical and biological studies of ACP composite materials described in this review illustrate
how monomer/polymer molecular structure and filler/matrix interactions affect critical properties and the overall performance
of these materials.

Key words: Amorphous calcium phosphates; Biocompatible materials; Dental materials; Tooth remineralization; Polymers
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