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1. Uvod

U danas$nje vrijeme, usporedno s tehnoloskim, medicinskim i znanstvenim
dostignu¢ima, sve viSe pozornosti obracamo, uz estetiku, i na samu kvalitetu izvedenih
restaurativnih zahvata na zubima. Sukladno tomu reakcija i oporavak vitalnih tkiva postali su
vrlo vaznom stavkom. U restaurativnoj dentalnoj medicini prigodom nadoknade karijesom
oste¢enih tvrdih zubnih struktura namece se pitanje posljedicne strukture i tvrdoce cakline
kojoj prethodi tretman ortofosfornom kiselinom u procesu jetkanja. Budu¢i da postoje
saznanja kako kiselina u procesu jetkanja smanjuje Cvrsto¢u same caklinske strukture
mijenjajuci joj mineralni sastav i strukturu, a samim time otklon od fizioloski intaktnog stanja,
svakako je potrebno istraziti djelotvornost raznih materijala za remineralizaciju

demineralizirane cakline i usporediti njihovu kakvocu.

Dentalni karijes poznat je kao propadanje zubnih tkiva te ga se ¢esto pojednostavljuje
u njegovom procesu nastajanja. Naime, mnogi ljudi, kao 1 doktori dentalne medicine, smatraju
karijes jednostavnim nastankom ,,rupa“ u zubnim strukturama, a ne dugotrajnim procesom
bolesti. Poznato je ve¢ stotinu godina kako karijes uzrokuju bakterije koje fermentiraju hranu
produciraju¢i time kiseline te razlazu¢i zubne minerale. U proteklih nekoliko desetljeca
proces je mnogo bolje definiran ukljuenjem aspekata poput mikrobiologije, sline,
kompozicije zubnih minerala, zubne ultrastrukture, difuzijskih procesa, kinetike
demineralizacije, reverzibilne demineralizacije poznate kao remineralizacija te faktora koji
pridonose reverzibilnosti procesa (1-12). Kariogene bakerije su esencijalne za proces bolesti.
Najmanje dvije velike grupe bakterija nazvane Streptokoki mutans te Laktobacili sposobne su
proizvesti organske kiseline tijekom metabolizma fermetiraju¢ih ugljikohidrata (5,12-14).
Nastale kiseline ukljucuju lakti¢nu, formi¢nu te propionsku koje su pokazale sposobnost

razlaganja minerala cakline i dentina (2,15,16).

Postoji nekoliko faza Kkarijesne lezije o kojima ovisi efektivnost procesa
remineralizacije. Pocetna karijesna lezija, u trajanju nekoliko mjeseci, tzv. ,,white spot*
pokazuje najviSi remineralizacijski potencijal jer je kariogeni proces zahvatio samo
povrSinske slojeve cakline u minimalnoj dubini te se zbog toga moZe dijagnosticirati
iskljuc¢ivo klinicki, a na ekstrahiranim zubima i elektronskim mikroskopom u laboratoriju (17-

20). Najvazniji klinicki znak za uspjeSnost remineralizacije jest nekavitirana karijesna lezija.



Demineralizacija se javlja u dva stadija. Prvi stadij jest bakterijsko metaboliziranje
fermentiraju¢ih ugljikohidrata ¢ime se produciraju organske kiseline te difundiraju u zubno
tkivo kroz vodu koja okruzuje kristale minerala. Kad kiselina dosegne osjetljivu stranu na
kristalnoj povrSini kalcij 1 fosfati se otpustaju u okolnu vodenu fazu izmedu kristala. Te zone
su vidljive i na elektronskom mikroskopu kao bijele mrlje. Ako su na kristalnoj povrsini u to
vrijeme prisutni fluoridni ioni u dostatnoj koli¢ini, oni se mogu adsorbirati na povrSinu
kristala te znaCajno inhibirati proces demineralizacije (21). Remineralizacija je prirodni

tjelesni obnavljajuci proces za nekavitirane karijesne lezije ispod povrsine (7).

Kalcij 1 fosfat, primarno iz sline no moguce 1 iz drugih topikalnih izvora, difundiraju u
zubno tkivo te se uz pomo¢ fluorida nadograduju na postojeée kristale ces¢e nego $to
formiraju nove kristale (2). Nova kristalna povrSina je sastavljena od ljuskica dobro
formiranih minerala sli¢nih fluorapatitu, ovisno o koli¢ini prisutnih fluorida. Fluoridni ioni
adsorbiraju se na povrSinu apatitnih kristala zubnih minerala te privlace kalcijeve ione koji
nadalje privlace fosfatne ¢ime zapocinju izgradnju fluorapatitu nalik remineraliziranu ljusku
na kristalnoj povrsini. Tim procesom smanjuje se propusnost same povrsine u odnosu na onu
karboniziranoga hidroksiapatita te je kiselinama iz novog dentalnog plaka teze prodrijeti kroz

strukturu (21).

Dodaci slini koji sadrze kalcij i fosfate pokazuju prednosti u koristenju 1 prevenciji
nastanka karijesa. Fluor ubrzava remineralizacijski proces, te formira integralni dio nove
ljuske na povrsini kristala (7). Budu¢i da je karijesni proces definiran kao dinamican proces u
ustima, procesi demineralizacije i remineralizacije se stalno izmjenjuju dok god u ustima
postoje kariogene bakterije, fermentiraju¢i ugljikohidrati 1 slina. Dominaciju odredenog
procesa u kariogenom ciklusu determinira ravnoteza izmedu patoloskih i protektivnih faktora

(1,2,22).

Remineralizacijska terapija, proizvodi kristale minerala koji su rezistentniji na izazov
kiselina nego i su to izvorni kristali koji ¢ine caklinu i1 dentin. Stoga je sama remineralizacija
cesto dovoljna da zaustavi napredak karijesne lezije i reparira subpovrSinsku leziju. Brojna in
situ te in vitro istrazivanja su to upravo 1 potvrdila (23-30). Takoder, mnoga klinicka
istrazivanja s fluoridiranim zubnim pastama pokazala su znacajnu redukciju karijesnih lezija
iz ¢ega se moze jasno zakljuciti kako je proces uspjesne remineralizacije najvec¢i doprinos
uspjehu proizvoda za prevenciju. In vivo 1 in situ istrazivanja koja su izravno mjerila

remineralizaciju ili inhibiciju demineralizacije takoder su potvrdili navedene koncepte (25).



Postoje mnogi preparati na bazi razli¢itih minerala i spojeva koji se koriste za proces
remineralizacije cakline nakon procesa jetkanja ortofosfornom kiselinom u kojem se
nadoknaduju kiselinom odstranjeni minerali te narusena strukturna cjelovitost. Neki od
najpoznatijih remineralizacijskih materijala su bioaktivno staklo (BG) te amorfni kalcijev

fosfat (ACP) i kazein fosfopeptid (CPP).

Bioaktivno staklo se sastoji od Si02, CaO, Na20 i P205 te se primarno koristi u
ortopediji zahvaljujuéi svojstvu povezivanja sa zivim koStanim tkivom preko povrsinskog
sloja hidroksiapatita koji se precipitira prigodom izlaganja tkivnim tekuéinama (31). Cestice
stakla u vodenom mediju dovode do stvaranja hidroksiapatitnog sloja Cestica bioaktivna
stakla, otpusStanja iona u okolnu otopinu, povrSinsku precipitaciju sloja amorfnog kalcijevog
fosfata i njegovu postupnu reorganizaciju u kristalnu strukturu hidroksiapatita koji je
termodinamicki stabilniji (32,33). Ovo svojstvo razlog je koriStenja bioaktivnih stakla u
parodontologiji te implantologiji u novije vrijeme (34). Svojstvo otpuStanja kalcijevih i
fosfatnih iona korisno je zbog potvrdene uloge ovih iona u remineralizaciji tvrdih zubnih tkiva
1 karijes protektivnom ucinku (35). Dodatni proces koji bi mogao doprinijeti prevenciji
sekundarnog karijesa predstavlja talozenje hidroksiapatita u prostor mikropukotine, ¢ime se
otezava ili spre€ava prodor mikroorganizama 1 njihovih metabolickih produkata (36). Sli¢na
pojava dovodi do obliteracije dentinskih tubula, §to moze pomo¢i pri smanjenju

postoperativne preosjetljivosti (37).

S ciljem prevencije sekundarnog karijesa, istrazivanja su u novije vrijeme usmjerena
prema razvoju bioaktivnih kompozitnih materijala s antibakterijskim i/ ili remineraliziraju¢im
svojstvima (38). Aktivna biostakla pokazuju potencijalnu vrijednost kao punila kompozitnih
materijala. U eksperimentalnim kompozitima kojima su dodana bioaktivna stakla zapaZen je
potencijal za remineralizaciju tvrdih zubnih tkiva posredovanjem kalcijevih i fosfatnih iona,
dok rast kristala hidroksiapatitta na restorativnoj povrsini doprinosi brtvljenju mikropukotine
koja je nastala tijekom polimerizacijskog skupljanja materijala, ¢ime se prevenira nastanak
sekundarnog karijesa (39-41). Takvi materijali inhibiraju bakterijsku aktivnost na povrSini
kompozitnog ispuna i regeneriraju demineralizirana zubna tkiva precipitacijom iona
otpustenih iz restauracije (42, 43). Otapanjem bioaktivna stakla snizava se pH vrijednost u

okolini restoracije ¢ime se postize antibakterijski u¢inak (44).

CPP u metastabilnoj otopini pokazao je zapanjuju¢u mogucnost stabilizacije amorfnog

kalcijeva fosfata. Zahvaljuju¢i mnogostrukim fosfoseriliranim ostacima, CPP se veze i stvara



nanoklastere ACP-a, sprecavajuci njihov rast do kriticne veli¢ine potrebne za stvaranje jezgri
mineralizacije 1 transformaciju faze (45). Kazeinfosfopeptidi imaju vaznu zada¢u kao nosaci
ACP-a, lokaliziraju¢i visokotopljivu fazu kalcijeva fosfata na povrsini zuba. Ta lokalizacija
odrzava velik koncentracijski gradijent kalcijevih i fosfatnih iona u potpovrSinskom sloju
cakline (46). CPP-ACP pokazuje i dobar protukarijesni ucinak, pri ¢emu CPP stabilizira i
lokalizira ACP na povrSini zuba te tako puferira pH plaka, smanjuje demineralizaciju i

poboljsava remineralizaciju cakline (49) .

Amorfni kalcijev fosfat jest esencijalna mineralna faza koja je oblikovana u
mineraliziranim tkivima te je prvi komercijalni proizvod kao umjetni hidroksiapatit. Radi
svojih svojstava Cesto se koristi u dentalnoj medicini, ortopediji te drugim granama medicine.
Prvi put je opisan sredinom 1960. godina kao amorfni talog nastao sluajnim mijeSanjem
visokih koncentracija kalcijeva klorida te natrijeva fosfata (50,51). ACP je inicijalna ¢vrsta
faza koja precipitira iz visoko zasicene kalcij fosfatne otopine i moze se konvertirati u stabilne
kristali¢ne faze kao Sto su oktakalcij te apatitni produkti. Njegov morfoloski oblik, strukturni
model i rendgenski difrakcijski uzorci tipi¢ni su za nekristali¢ne strukture s redovitom
regulacijom kratka dometa. Dokazano je da ACP ima bolju in vivo osteoinduktivnost nego
hidroksiapatit, biorazgradivost od trikalcij fosfata, dobru bioaktivnost te ne pokazuje

citotoksicnost (50).

U klinickim istraZivanjima vodice za ispiranje usta koje su sadrzavale CPP-ACP
pokazalo se kako su se vrijednosti kalcija te anorganskog fosfata u supragingivalnom plaku
snizile nakon uporabe vodice kroz period od 2 do 3 dana (52). Dokazana je konkurencija
CPP- ACP na vezna mjesta u dentalnom plaku sa kalcijem ¢ime se onemogucava stvaranje
kalcijskih mosti¢a u pelikuli kojim se bakterije vezu za pelikulu te medusobno (53). To
pokazuje kako ¢e se smanjiti gubitak minerala u kariogenom procesu te osigurati bolji izvor
kalcija za inhibiciju demineralizacije te stimulaciju remineralizacije jer su otopine s veéim

udjelom CPP-ACP-a stabilizirale kalcijeve 1 fosfatne ione (53).

Svrha ovoga istrazivanja je bila dokazati potencijalni remineralizacijski ucinak
bioaktivna stakla 45S5 na povrSinu demineralizirane cakline i usporediti ga s ucinkom

komercijalno dostupnog preparata za remineralizaciju i tretman pocetnoga karijesa.



2. Hipoteze

1. Topikalna primjena bioaktivna stakla dovodi do porasta mikrotvrdoce demineralizirane

cakline.

2. Topikalna primjena bioaktivna stakla dovodi do remineralizacije na povrSini cakline.



3. Materijali i metode, uzorci

3.1. Materijali
3.1.1. Bioaktivno staklo 45S5

Bioaktivna stakla pripadaju skupini topljivih stakala koja se sastoje od promjenjivih
omjera Si0,, CaO, Na,O i P,Os. Temeljna karakteristika im je topljivost u vodi te otpustanje
kalcijevih i1 fosfatnih iona. Dio otpustenih iona precipitira na povrsSini bioaktivna stakla u
obliku amorfnog kalcijevog fosfata koji se spontano transformira u termodinamicki stabilniji
kalcijev hidroksiapatit. U ovome istrazivanju koristili smo bioaktivno staklo 45S5 (BQG)
(Schott, Landshut, Njemacka) koje smo koristili u formi praha zamijeSanog s redestiliranom
vodom da bi dobili gustu otopinu (konzistencije vrhnja, paste) koju smo nanosili metalnom
Spatulom (Carl Martin, Solingen, Njemacka) na povrSinu cakline u kontaktnom sloju od 2
mm. Pripremljena pasta biostakla i redestilirane vode (mijeSana u omjeru 1:1) mijenjala se
svakodnevno, a tretman se provodio kroz 14 dana, pri ¢emu su uzorci drZani u inkubatoru na

37°C (Cultura Incubator, Ivoclar Vivadent, Schaan, Lihtenstajn).

Slika 1. Prah bioaktivna stakla 45S5 ( Schott, Landshut, Njemacka)



3.1.2. Tooth Mousse

Tooth Mousse (TM) (GC, Japan) je zubna pasta na bazi vode koja sadrzi
RECALDENT™ (CPP-ACP: kasein fosfopeptid — amorfni kalcij fosfat). Pri primjeni CPP-
ACP u oralnom okruzenju on se veze za biofilmove, plak, bakterije, hidoksiapatit i meko
tkivo 1 otpusta bioloski raspoloziv kalcij 1 fosfat. U ovome istraZivanju koristili smo Tooth
Mousse, okusa vanilije, koji smo nanosili na povrsinu cakline izravno iz tube, te smo ga
razmazali metalnom S$patulom (Carl Martin, Solingen, Njemacka) u kontaktnom sloju od 2
mm. Pasta se mijenjala svakodnevno, a tretman se provodio kroz 14 dana, pri ¢emu su uzorci

drzani u inkubatoru na 37° C (Cultura Incubator, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein).

Slika 2. Tooth Mousse (GC, Japan)

3.2. Metode

3.2.1. Mikrotvrdoca

Tvrdo¢a je otpornost materijala na prodiranje. Po definiciji, tvrdo¢a predstavlja
otpornost materijala prema prodiranju nekoga drugog znatno tvrdeg tijela. Vickers je svojom
metodom uklonio glavne nedostatke Brinell-ove metode, pa je po ovoj metodi moguce mjeriti
1 najtvrde materijale, a nadalje kod Vickersa tvrdoca nije ovisna o primijenjenoj sili. Prvi
nedostatak uklonjen je primjenom najtvrdeg materijala, dijamanta za penetrator, a drugi

geometrijom penetratora. Naime kod Vickersa je penetrator istostrana ¢etverostrana piramida



s kutom izmedu stranica od 136°. Ovakav kut nije odabran nasumce, ve¢ se utiskivanjem
penetratora s tim kutom, dobivaju vrijednosti tvrdo¢e neovisne o primijenjenoj sili, stoga se
tvrdo¢a mekanih materijala 1 tvrdih materijala moze mjeriti primjenom iste sile, a isto tako se
tvrdo¢a istog materijala moze myjeriti s razli¢itim optere¢enjima. Utiskivanjem ovakvog
penetratora u materijalu ostaje otisak oblika piramide. S pomo¢u mjernog mikroskopa mjere
se dijagonale (d1, d2) baze piramide otisnute u materijalu, a tvrdo¢a se odreduje prema

izrazu :

HV =Fx 0,189/ d*

gdje je F primijenjena sila u N, d aritmeticka srednja vrijednost dijagonala baze piramide u
mm (d=(d1+d2)/2).

Mikrotvrdoc¢a cakline prije jetkanja, neposredno nakon dvominutnog jetkanja 37 %
ortofosfornom kiselinom, nakon dvotjednog tretmana BG ili preparatom TM, te nakon
dvotjednog drZanja u destiliranoj vodi (DV) (kontrola) testirala se Vickersovim testom
mikrotvrdoc¢e (Leitz Miniload 2 Microhardnes Tester, Njemacka) pri ¢emu se koristila sila od
200 g kroz 10 sekundi. Za mjerenje se koristila dijamantna piramida koja se aplicirala na
povrSinu uzorka. Mjerenja su se izvrSila na pet razli¢itih mjesta udaljenosti 100 pum i

izracunana je srednja vrijednost.
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Slika 3. Uredaj za mjerenje mikrotvrdoce (Leitz Miniload 2 Microhardnes Tester, Njemacka)
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Slika 4. Otisak piramide na povrsini cakline

3.2.2. Skenirajuci elektronski mikroskop (SEM)

Prikazuje povrSinu uzorka skenirajuéi je putem jakog snopa elektrona. Elektroni
dolaze u interakciju s atomima povrSine promatranog uzorka i formiraju signale koji sadrze
podatke o topografskom izgledu povrsine, sastavu i elektricnoj provodljivosti uzorka. Vrste
signala koje proizvodi SEM uklju€uju sekundarne elektrone, elektrone povratne difuzije, RTG
zrake, katoluminiscenciju temeljenu na elektronskom topu, te trenutne i odaslane elektrone.
SEM ima mo¢ otkrivanja detalja i prikazivanja povrSinskih struktura veli¢ina manjih od 1 do
5 nanometara. Zbog uskog snopa elektrona mozemo dobiti vrlo iscrpan prikaz dubine samih
struktura koje promatramo. Taj trodimenzionalni prikaz doprinosi jasno¢i cjelokupnog
promatranja povrsine uzorka. Moguénost povecanja varira od 10 pa sve do 500.000 - 850.000
puta, Sto je otprilike 250 puta vece povecanje nego S$to nam moze omoguciti svjetlosni
mikroskop. SEM radi pod visokim naponom gdje molekule plina interferiraju sa zrakom
elektrona 1 emitiraju¢im sekundarnim elektronima povratne difuzije koji se koriste za

prikazivanje (54).



Slika 5. Pretrazni elektronski mikroskop JSM 7000F (JEOL, Japan) sa spektroskopom
karakteristi¢nog X-zracenja INCA-350 (Oxford Instruments, Engleska)

3.2.3. Mikromorfoloska SEM analiza

Jedan uzorak od svake skupine je nasumi¢no izabran 1 analiziran pomoc¢u skenirajuceg
elektronskog mikroskopa JSM 7000F (JEOL, Japan) prije jetkanja, nakon dvominutnog
jetkanja 37 % ortofosfornom kiselinom i nakon dva tjedna tretmana BG 1 TM. Uzorci su se
posusili 1 fiksirali na aluminijski nosa¢. Morfologija cakline je promatrana pod povecanjem do
20 000 puta. Promjene cakline su klasificirane: bez promjena, umjerene do slabe promjene
(umjerene promjene povrSinske morfologije s iregularnim obiljeZjima 1 promjenama) i
promjene povrsine (gubitak povrSinske strukture i minerala), odlaganje minerala i kristala na

povrsini cakline.

3.2.4. Spektroskopija karakteristicnog X-zracenja (EDS)

Prijelazima izmedu elektronskih stanja kako atoma, tako 1 molekula, bavi se
spektroskopija. U usporedbi s molekulama atomi su u spomenutom kontekstu specifi¢ni po tome
Sto imaju samo elektronske stupnjeve slobode, izuzevsi nuklearni spin i translaciju. Molekule s
druge strane imaju, samom svojom strukturom uvjetovane, dodatne, vibracijske i rotacijske
stupnjeve slobode. U spektroskopiji rendgenskim zracenjem rabimo koherentno rasprSenje X-
zraCenja na elektronskim oblacima atoma u kristalima. Kristalna struktura, opisana kristalnom
reSetkom, znaci da pravilnost razmjestaja atoma u prostoru postoji na udaljenostima mnogo

ve¢im od atomskih dimenzija. Kristali su uglavnom anizotropni, §to znaci da su pravilnosti
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razmjeStaja atoma razliite u pojedinim smjerovima pa ¢e izgled interferencijskih spektara
ovisiti o smjeru promatranja kristala. Za proucavanje bioloSkih makromolekula uobi€ajeno se
koriste X- zrake valne duljine oko 0,1 nm proizvedene sinkotronskom radijacijom (55).
Kvantitativne 1 kvalitativne promjene u kemijskom sastavu cakline odredene su
spektroskopijom karakteristicnog X-zracenja, EDS spektrometar, INCA-350 (Oxford

Instruments, Engleska).
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Slika 6. Prikaz mjerenja EDS analizom INCA-350 (Oxford Instruments, Engleska)

3.2.5. Ramanova spektroskopija

Ramanova spektroskopija primjenjuje neelasticno rasprSenje svjetla, Ramanovo
rasprsenje za prikupljanje spektroskopskih podataka. Elektromagnetsko zracenje, rasprseno na
molekuli, sadrzi dvije komponente koje dolaze od vibracija ili rotacija molekula. Ramanovi
spektrofotometri rabe izvor monokromatskog zracenja koje je usmjereno na uzorak. Zracenje,
rasprSeno pod nekim kutom (obi¢no pod 90°) vodi se na monokromator, iz kojeg se propusta
samo jedna valna duljina. Skeniranjem u podruc¢ju valnih duljina oko valne duljine izvora
zracenja, dobiva se spektar. Spektar se sastoji od jedne linije velikog intenziteta, koja
odgovara valnoj duljini upadnog zracenja (Rayleighovo rasprSenje), te skupa vrpci 1/ili linija
pri ve¢im valnim duljinama (antistokesovo rasprSenje) i skupine vrpci 1/ili linija pri manjim
valnim duljinama (Stokesovo rasprSenje) puno manjeg intenziteta. Te skupine linija

odgovaraju vibracijskom 1i/ili rotacijskom spektru molekule. Energija spektroskopskog
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3.3.1.

prijelaza se odreduje razlikom energija iz Stokesove ili antistokesove vrpce i1 valne duljine
upadnog, monokromatskog zracenja (56).

U ovome istrazivanju koristili smo se uredajem Spectrum GX (PerkinElmer, Waltham,
SAD) uz ekscitaciju NdYaG laserom valne duljine od 1064 nm i snage 400 mW. Ekscitirano
podrucje uzorka bilo je kruznog oblika, promjera 0,5 mm. Raman spektri su snimljeni u 100
skenova, uz rezoluciju od 4 cm™. Spektri su obradeni s pomoc¢u dodatka Kinetics za Matlab

(Mathworks, Natick, Massachusetts, SAD).

3.3. Uzorci

Uzorci za mjerenje mikrotvrdoce

Petnaest svjeze izvadenih ljudskih, intaktnih tre¢ih kutnjaka ociS¢eni su i pohranjeni u
1 % otopinu kloramina na sobnoj temperaturi neposredno nakon ekstrakcije. KoriStenje
izvadenih ljudskih zuba je odobreno od Etickog povjerenstva Stomatoloskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Korijenovi zuba odrezani su od krunskog dijela s pomocu dijamantne
pile (Isomet, Buehler doo, Lake Bluff, SAD) oko 2 mm ispod caklinskocementnog spojista.
Krune zuba su pohranjene u deioniziranu vodu. Zubi su bili bez karijesa ili ispuna. Pulpna
komora je ociS¢ena od preostalog pulpnog tkiva. Za mjerenje mikrotvrdo¢e kruna zuba je
ulozena u akrilnu smolu (AcryFix Kit; Struers, Balerrup, Danska) i uzorci su prerezani u
aksijalnom smijeru kako bi se od svake krune dobilo po dva zasebna uzorka, na kojima su se
proucavale promjene na caklini. Nakon toga, uzorci cakline su polirani pomocu karborudnih
diskova uz vodeno hladenje (Water Proof Silicon Carbide Paper, 4000 grit; Buehler,
Dusseldorf, Njemacka) i 1,0 um, 0,3 i 0,05 um veliine Cestica praha za poliranje (Buehler,
Dusseldorf, Njemacka). Uzorci su nasumi¢no podijeljeni u tri skupine (n=10) 1 pohranjeni u
deioniziranoj vodi na 37 °C (Cultura Incubator, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein).

Prvo mjerenje napravljeno je na povrSini intaktne (polirane) cakline, a nakon toga se
uzorak cakline tretirao 37 % ortofosfornom kiselinom (Ivoclar Vivadent, Schaan, Lihtenstajn),
kroz 2 minute te je nakon toga ponovno izmjerena mikrotvrdo¢a. Uzorci su tretirani BG, kroz
14 dana, a isto je napravljeno s preparatima koji su tretirani pastom TM ili su samo stajali u
DV kroz 14 dana. BG, TM 1 DV mjenjani su svaki dan. Uzorci su drzani u inkubatoru na 37°C
(Cultura Incubator, Ivoclar Vivadent, Schaan, Lihtenstajn). U svakoj se skupini koristilo 10

zasebih uzoraka cakline.

12



3.3.2.Uzorci za mjerenje mikromorfologije i kemijskog sastava

Povr$ina cakline promatrana je pod visokotlaénim SEM mikroskopom (JSM 7000F,
JEOL, Japan). Prvo mjerenje napravljeno je na povrsini intaktne cakline, a nakon toga se
uzorak cakline tretirao 37 % ortofosfornom kiselinom kroz 2 minute te je uzorak ponovno
snimljen. Uzorci su tretirani BG, kroz 14 dana, a isto je napravljeno s preparatima koji su
tretirani pastom TM ili su samo stajali u DV kroz 14 dana. BG, TM 1 DV mijenjani su svaki
dan. Uzorci su drzani u inkubatoru na 37°C (Cultura Incubator, Ivoclar Vivadent, Schaan,
Liechtenstein) i nakon toga su snimljeni SEM mikroskopom, a kemijska analiza napravljena

je pomocu EDS. Iz svake skupine uzoraka, izabran je jedan uzorak.

Slika 7. Uzorci cakline 1 dentina za SEM 1 EDS analizu

3.3.3. Uzorci za mjerenje Ramanove spektroskopije

Mjerenja Ramanovom spektrskopijom napravljena su na povrSini kruzna oblika,
promjera 0,5 mm i to najprije intaktne cakline, a nakon toga se uzorak cakline tretirao 37 %
ortofosfornom kiselinom kroz 2 minute te je uzorak ponovno snimljen. Uzorci su tretirani BG,
kroz 14 dana, a isto je napravljeno s preparatima koji su tretirani pastom TM ili su samo

stajali u DV kroz 14 dana. BG, TM i DV mijenjani su svaki dan. Uzorci su drzani u
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inkubatoru na 37°C (Cultura Incubator, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) i nakon toga

su ponovno snimljeni Ramanovom spektroskopijom.

3.4. Statisticka obrada

Za analizu mjerenja mikrotvrdoc¢e cakline koriStena je analiza varijance (ANOVA) za
ponovljena mjerenja. PocCetna mjerenja, mjerenja nakon jetkanja te nakon dvotjednog
tretmana usporedena su zasebno za svaku vrstu tretmana (BG, TM, DV). Promjena
mikrotvrdo¢e cakline nakon dvotjednog tretmana u odnosu na mjerenja nakon jetkanja
usporedena je 1 izmedu razliCitih tretmana. Prije analize podaci su transformirani koriStenjem
logaritamske funkcije. Normalnost podataka ispitana je koriStenjem grafickog prikaza
reziduala ANOVA modela te pokazatelja asimetrije i zaobljenosti, koji su ukazali na priblizno
normalnu distribuiranost. Logaritmirani podaci transformirani su natrag na originalnu skalu
prigodom prikazivanja rezultata, pri ¢emu se razlike izmedu specificnih vrsta mjerenja
odnosno tretmana mogu interpretirati kao postotne promjene u mikrotvrdo¢i cakline. Rezultati
su analizirani koriStenjem Bonferroni-Holmove metode korekcije za viSestruke usporedbe, na

razini znacajnosti od 0,05. Analiza je provedena koristenjem SAS 8.2 programskog paketa.

Rezultati

4.1. Mikrotvrdoca

StatistiCki znacajan pad vrijednosti mikrotvrdoce zabiljezen je nakon postupka jetkanja
(p<0.001). Vrijednosti mikrotvrdoce nakon jetkanja, u prosijeku su bile 1.61 puta manje u
odnosu na pocetna mjerenja. Nakon dvotjednog tretmana BG ili TM zabiljezeno je statisticki
znacajno povecanje mikrotvrdoc¢e cakline (p<<0.001 za oba tretmana), koje je u prosjeku bilo
statisticki znacCajno vece u odnosu na poc¢etna mjerenja na povrsini intaktne cakline za tretman
BG (p<0.001), no to nije zabiljeZeno kod tretmana TM (p=0.331) (Tablica 1). U suprotnome,
dvotjedni tretman tj. drzanje uzoraka u DV nije dovelo do povecanja u povrSinskoj
mikrotvrdo¢i cakline nakon jetkanja (p=0.846) 1 vrijednosti mikrotvrdoc¢e su ostale statisticki

znacajno manje u odnosu na pocetna mjerenja.
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Tablica 1. Mikrotvrdoc¢a cakline nakon razli¢itih tretmana

Vrsta tretmana

Poéetno

G. Mean (95% CI)

Jetkanje
G. Mean (95% CI)

Tretman
G. Mean (95% CI)

Biostaklo

445.2 (391.1-506.8)

A

304.6 (272.2-340.8) B

653.4 (627.0-681.0) C

Deionizirana voda

589.0 (517.4-670.6)

A

299.9 (268.0-335.6) B

296.2 (284.3-308.7) B

Tooth Mousse

479.6 (428.6-536.7)

A

324.7 (311.5-338.3) B

545.6 (479.2-621.1) A

Napomena: U tablici su prikazane geometrijske sredine i 95 %-tni intervali pouzdanosti;
razlicita slova u pojedinom retku oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pocetnih
mjerenja, mjerenja nakon jetkanja ili nakon dvotjednog tretmana.

Usporedba izmedu razli€itih tretmana pokazala je znaajne razlike. Dvotjedni tretman BG

nakon jetkanja pokazao je 2.15 puta veée vrijednosti povrsinske mikrotvrdoce, a nakon toga

slijedi povecanje mikrotvrdo¢e nakon tretmana TM s 1.68 puta vecim vrijednostima, dok

tretman DV nije pokazao znacajan u€inak u povecanju mikrotvrdoce. Promatrane razlike u

razli¢itim tretmanima bile su statisti¢ki znacajne (p=0.037 za usporedbu ucinka BG i TM i

p<0.001 za usporedbu ucinka izmedu ovih tretmana i uc¢inka DV) (Slika 8).
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Slika 8. Postotna promjena u mikrotvrdo¢i cakline nakon dvotjednog tretmana u odnosu na

mikrotvrdo¢u nakon jetkanja prema vrsti tretmana
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4.2. SEM analiza

Na reprezentativnim slikama polirane povrSine cakline nisu zabiljeZene znacCajne
mikromorfoloske promjene cakline (Slika 9). Nakon jetkanja 37 % ortofosfornom kiselinom
kroz 2 minute primije¢ena je promjena u mikromorfologiji cakline u vidu mikro i makro
nazubljenosti caklinskih prizmi i povecanju povrSinske hrapavosti (Slika 10, 11). Nakon
dvotjednog tretmana cakline BG, zabiljeZeno je odlaganje Cestica BG u nepravilnim
nakupinama na povrSini cakline (Slika 12, 13) Nakon dvotjednog tretmana cakline TM,

zabiljezeno je odlaganje kristala na povrsini cakline (Slika 14).

5EI 50kY  X10,000 1um WD 10.0mm

Slika 9. Glatka povrSina polirane cakline
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Slika 10. Povecanje povrSinske hrapavosti nakon jetkanja
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SEI 50kY  X10,000 Tum WD 10.0mm

Slika 11. Mikro 1 makro nazubljenosti caklinskih prizmi nakon jetkanja
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SEI  50kV X10000 Tam . WD 10.0mm

Slika 12. Odlaganje Cestica biostakla u nepravilnim nakupinama na povrsini cakline
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¥

SEl  50KkY X10000 Tam WD 10.0mm

Slika 13. Odlaganje ¢estica BG u nepravilnim nakupinama na povrSini cakline
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SEI  50kV  X5000 1gm _ WD100mm

Slika 14. Odlaganje kristala na povrsini cakline nakon tretmana TM

4.3. EDS analiza

EDS analizom dokazano je smanjenje mineralizacije cakline nakon dvominutnog
jetkanja 37 % ortofosfornom kiselinom, dok je nakon tretmana BG zabiljeZen porast
koncentracije kalcija (Ca), natrija (Na), fosfata (P) i silikata (Si) Sto je dokaz remineralizacije

i odlaganja kristala iz bioaktivna stakla (Slika 15).
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Spectrum 2

Slika 15. Razlika u koncentraciji aktivnih elemenata nakon jetkanja (zuto) i nakon tretmana

BG (crveno)

4.4. Ramanova spektroskopija

U tablici 2. su navedene vrpce koje pripadaju hidroksiapatitu (HA), pri ¢emu se 4 od 5
odnosi na razlicite vibracije fosfatne skupine. U spektrima razliCitih tretmana (Slike 16-20.)
dominiraju navedene vrpce, dok druge nisu vidljive.

Problem u radu s Ramanovom spektroskopijom, kod konkretno ovih mjerenja, bio je
taj da se vrijednosti na y-osi nisu mogle medusobno usporediti izmedu razli¢itih uzoraka tj.
tretmana, odnosno nismo mogli odabrati jednu vrpcu (za kvantifikaciju HA se uobicajeno
uzima najveci pik na cca 960 cm-1) i izravno usporedivati njezin intenzitet izmedu razlicitih
uzoraka. To je zato jer intenzitet Ramanova rasprSenja ovisi o geometriji uzorka, pa onda i
najmanje promjene oblika uzorka, hrapavosti povrSine, udaljenosti i kuta pod kojim se
postavljaju u instrument utjeCu na apsolutne vrijednosti intenziteta. Zato se iz apsolutnih
intenziteta moze dobiti kvantitativna informacija jedino ako postoji i neka referentna vrpca na
koju se normira cjelokupni spektar. Navedenom problemu bi se u teoriji moglo doskociti kad
bi se pripremio savrSeno ravan uzorak koji bi se u instrumentu pozicionirao savrSeno
paralelno s osi pomicanja i kad bi se spektri snimali s mjesta koja su medusobno vrlo malo
udaljena (nekoliko mikrona). Tada bi se moglo re¢i da je u€inak geometrije eliminiran i da se
intenziteti vrpci mogu izravno usporedivati. Za to je potreban mikroraman, a kontrolni i

tretirani dijelovi uzorka bi trebali biti razmaknuti nekoliko mikrona, §to je u praksi tesko
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izvedivo, a u naSem slucaju je zapravo potpuno neizvedivo, s obzirom da je rezolucija

instrumenta jako gruba (cca 0.5 mm).

Tablica 2. Vrpce hidroksiapatita (HA)

Wavenumber Assignment and vibrational modes
1,070 cm™! COs*" (type B) symmetric stretching
1,045 cm™ v3 PO4, asymmetric stretching
061 cm! v PO, symmetric stretching
591 cm™! vy POy, asymmetric bending
431 cm™! v, PO, symmetric bending
14
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Slika 16. Ramanova spektroskopija intaktne cakline
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Slika 17. Ramanova spektroskopija cakline nakon tretmana jetkanjem kroz 2 minute
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Slika 18. Ramanova spektroskopija cakline nakon jetkanja + TM
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Slika 19. Ramanova spektroskopija cakline nakon jetkanja + BG
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Slika 20. Ramanova spektroskopija cakline nakon jetkanja + DV
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5. Rasprava

Brojne tehnike mjerenja pokazale su se uspjeSnim za odredivanje potencijalnoga
remineralizacijskog ucinka. Kvalitativno se ono moze odrediti koriStenjem SEM ili
polarizacijskog mikroskopa (57). Mjerenjem povrSinske mikrotvrdoCe mozemo na
jednostavan 1 brz nacin odrediti promjene koje nastaju kao posljedica gubitka minerala. Ova
metoda zahtijeva ponovljena mjerenja, te usprkos nedostacima, pokazala se kao korisna
tehnika za odredivanje promjena koje nastaju kao posljedica demineralizacije i

remineralizacije tvrdih zubnih tkiva (58).

Demineralizaciju tvrdih tkiva obiljezava proces gubitka minerala iz hidroksiapatitnih
kristala. Obzirom da je rije¢ o reverzibilnom procesu, djelomi¢no demineralizirani kristali se
mogu ponovno obnoviti do pocetne veli€ine i oblika ako su izloZeni oralnoj sredini 1 uvjetima
koji poticu remineralizaciju. Bioaktivno staklo 45S5 koristi se zbog svoje visoke
biokompatibilnosti za koStanu remineralizaciju (59,60), a nedavna istrazivanja pokazala su
njegovu korist 1 prigodom remineralizacije demineraliziranih tvrdih zubnih tkiva (30,38,61).
U provedenom istraZivanju proucavan je potencijalni remineralizacijski uc¢inak bioaktivna
stakla na povrSini demineralizirane cakline. Kao kontrolni materijal odnosno sredstvo za
remineralizaciju koriSten je komercijalni preparat Tooth Mousse, na bazi CPP-ACP-a.
Mjerenja mikrotvdo¢e Vickersovom piramidom napravljena su neposredno prije, nakon
jetkanja 37 % ortofosfornom kiselinom, te nakon tretmana cakline bioaktivnim staklom,
Tooth Mousseom i destiliranom vodom kroz 14 dana. Caklina zuba smatra se najtvrdim
mineraliziranim bioloSkim tkivom koje sadrzi 96 % minerala, 3 % vode i 1 % organske tvari,
a kako su mjerenja napravljena na uzorcima humane cakline, poliranjem je uklonjena
povrSinska aprizmatska caklina koja je hipermineralizirana i bogata flourapatitom i time

otpornija na demineralizaciju (62).

Statisticki znacajan pad vrijednosti mikrotvrdoce na povrsini cakline zabiljezen je
nakon postupka jetkanja u odnosu na poc¢etna mjerenja (p<0.001) $to je u skladu s prethodnim
istrazivanjima (63-66). Balakrishnan i sur. su promatrali remineralizacijski uc¢inak razli¢itih
sredstava za demineralizaciju kroz 30 dana te su zabiljezili da se remineralizacijski u¢inak
povecava s duzinom trajanja postupka, kao i kontaktom izmedu povrSine zuba i sredstva (67).
Slicno je zabiljezeno 1 u studiji Soares i sur. gdje je najveca remineralizacija zabiljeZena

nakon topikalne primjene CPP- ACP, zatim biostakla, a najmanja nakon koriStenja
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hidroksiapatitna gela obogaéena fluoridima (68). Topikalno koriStenje fluorida se pokazalo
ucinkovitom metodom za remineralizaciju pocetnih karijesnih lezija. Za svaka dva fluoridna
iona, potrebno je deset kalcijevih 1 Sest fosfatnih iona kako bi se formirao jedan kristal
hidroksiapatita. Kod topikalne primjene fluorida, moze nedostajati odredena koli¢ina
kalcijevih i fosfatnih iona i stoga moze izostati potencijalni remineralizacijski uc¢inak. CPP-
ACP je pokazao superiorna svojstva in situ §to se tiCe protukarijesne aktivnosti, povecavajuci
razinu kalcija i fosfata u supragingivnom plaku dovode¢i do remineralizacije potpovrSinskih
karijesnih lezija (69). Sinergisti¢ki u¢inak CPP-ACP i flourida u redukciji karijesa pripisuje se
formaciji CPP stabiliziranog amorfnog kalcijevog fosfata, dovodeci pritom do povecanja
razine fluora u plaku s povecanim razinama bioaktivnih kalcijevih i fosfatnih iona (70-72).
Reynolds i sur. su dokazali da CPP-ACP uz dodatak fluora ima veci reminerealizacijski

potencijal od samog CPP-ACP (69).

Bioaktivno staklo je materijal koji se u zadnje vrijeme puno proucava posebno u
podrucju tkivnog inzinjeringa, regeneracije kosti i remineralizacije zbog svoje velike
sposobnosti u fromiranju hidroksiapatita (73). Bioaktivno staklo 45S5 dodaje se u sastav
zubnih pasti za smanjenje preosjetljivosti, kao 1 u sastav eksperimentalnih kompozita i
stakleno ionomernih cemenata. lako je dokazano da eksperimentalni materijali bazirani na BG
imaju remineralizacijski ucinak, samo nekoliko studija mjerilo je stvarni kvalitativni
remineralizacijski ucinak (74,75). Kad BG dode u kontakt sa slinom ili nekim vodenim
medijem, kalcij, natrij, fosfor 1 silikati se vezu za povrSinu cakline s namjerom da pokrenu
remineralizacijski u¢inak. BG u reakciji sa slinom dovodi do otapanja kalcija, fosfata i silikata
Sto dovodi do formacije sloja bogatog silikatima na koji se taloze kalcij i1 fosfati dovodeci do
formacije hidroksiapatita (71,74). Soares i sur. zabiljezili su znacajan porast mikrotvrdoce
demineralizirane cakline nakon topikalne primjene bioaktivna stakla 45S5 kroz 30 dana (68)
Sto odgovara mjerenjima dobivenim u ovom istrazivanju, gdje se posebno pripremljena pasta
BG i komercijalno dostupna pasta TM nanosila na povrSinu cakline tijekom dva tjedna, te je
mijenjana svakodnevno. Nakon dvotjednog tretmana BG ili TM =zabiljezeno je statisticki
znacajno povecanje mikrotvrdo¢e cakline (p<0.001 za oba tretmana), koje je u prosjeku bilo
statisticki znacajno vece u odnosu na pocetna mjerenja na povrsini intaktne cakline za tretman
BG (p<0.001), no to nije zabiljezeno kod tretmana TM (p=0.331). Ova pojava moze se
pripisati odlaganju i formaciji sloja hidroksiapatita na povrSini cakline (68), a sli¢no je
zabiljezeno 1 u studiji Preethee 1 sur. koji su izmjerili znacajan porast u mikrotvrdo¢i nakon

koriStenja bioaktivna stakla na povrSini demineralizirane cakline (76). Yang i sur. su zabiljezili
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znacajan porast povrSinske mikrotvrdoce kako se povecavala razina bioaktivna 45S5 stakla u

sastavu smole kojom su tretirali demineralizirane lezije (77).

U suprotnome, dvotjedni tretman tj. drzanje uzoraka u DV nije dovelo do povecanja u
povrsinskoj mikrotvrdo¢i cakline nakon jetkanja (p=0.846). Promatrane razlike u razli¢itim
tretmanima bile su statisticki znacajne (p=0.037 za usporedbu uc¢inka BG 1 TM 1 p<0.001 za
usporedbu ucinka izmedu ovih tretmana i u¢inka DV). Na temelju dobivenih rezultata, prva
hipoteza da topikalna primjena bioaktivna stakla dovodi do porasta mikrotvrdoce

demineralizirane cakline je stoga prihvacena.

Kvalitativna analiza potencijalnoga remineralizacijskog ucinka na povrsini cakline
neposredno prije, nakon jetkanja 1 nakon tretmana BG, TM i DV napravljena je koriStenjem
SEM. Analiza je pokazala znacajan porast povrSinske hrapavosti uz pojavu erodiranih
caklinskih prizmi nakon postupka jetkanja 37 % ortofosfronom kiselinom tijekom 2 minute.
Tretman BG pokazao je nepravilno nakupljanje cestica BG na povrsini cakline, dok je tretman
TM doveo do formacije kristala na povrSini cakline. Sli¢no je dokazano i u studiji Soares i
sur. gdje su SEM snimke netretirane, intaktne cakline pokazale dobro i jasno organizirane
caklinske prizme s homogenim kristalima i jasnim rubovima, pri ¢emu je demineralizirana
caklina pokazala odredenu disorganizaciju, s gubitkom strukturnih karakteristika specificnih
za njezinu gradu, a tretman bioaktivnim staklom doveo je do formiranja rasprSenih amorfnih
kristala na povrsini cakline te linija remineralizacije uz rub caklinskih prizmi (69). Yang i sur.
su zabiljezili oCuvanje strukture cakline prigodom topikalnog koristenja smole koja je u
svojem sastavu imala bioaktivno staklo 45S5 (78), dok su Rastelli 1 sur. zabiljezili odlaganje
staklenih Cestica na povrSini cakline prigodom koriStenja bioaktivne staklo-keramike (79).
Deng i sur (80). su zabiljezili karakteristicno odlaganje nakupina Cestica bioaktivna stakla, u

nepravilnim formacijama na povrsini cakline, $to je potvrdeno i u nasem istrazivanju.

Kvalitativna analiza razine odredenih gradivnih elemenata u sastavu cakline
neposredno prije, nakon jetkanja i nakon tretmana BG, TM 1 DV promatrana je koriStenjem
EDS analize. Gjorgievska i sur. (81) su dokazali da koriStenje bioaktivna stakla NovaMin
nakon izbjeljivanja zuba, dovodi do formacije zaStitnog sloja na povrSini cakline, koji se
sastoji od depozita bioaktivna stakla, a takoder je zabiljezen i porast razine kalcija i fosfata Sto
je potvrdeno 1 naSim istrazivanjem u kojemu je EDS analiza pokazala povecanje u

koncentraciji kalcija, fosfata, natrija 1 silikata nakon tretmana BG.
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Temeljem rezultata SEM i EDS analize, mozemo zakljuciti da topikalna primjena
bioaktivna stakla dovodi do formiranja kristala 1 odlaganja Cestica biostakla na povrSini
cakline sto dovodi do potencijalnog remineralizacijskog ucinka ¢ime je 1 druga hipoteza
prihvacena. Primjena bioaktivna stakla na povrSini cakline dovodi do odlaganja slobodnih
kalcijevih i fosfatnih iona i nedisociranog bioaktivna stakla sto dovodi do formacije zastitnog
kalcij-fosfatnoga bogatog sloja na povrSini cakline, §to ide u prilog remineralizacijskom
ucinku ovog preprata, a BG 45S5 kao anorganski materijal otpusta u kontaktu s vodenim
medijem ione poput Ca**, Na, and PO*" ¢ime pridonosi odlaganju i formaciji kristala apatita
(82). Rastelli i sur. takoder su zabiljezili porast razine iona kalcija i fosfora nakon koristenja

bioaktivne staklo-keramike na povrsini cakline (79).

U ovome istrazivanju provedeno je i mjerenje Ramanovom spektroskopijom uzoraka
cakline neposredno prije, nakon jetkanja i nakon tretmana bioaktivnim staklom i Tooth
Mousseom, no ova metoda nije se pokazala uCinkovitom za analizu promjena u sastavu
cakline. U dobivenim rezultatima, vidljive su samo vrpce koje pripadaju hidroksiapatitu (HA),
pri ¢emu se 4 od 5 odnosi na razli¢ite vibracije fosfatne skupine, a to nije dovoljno za jasno
tumacenje potrebnih kvalitativnih 1 kvantitativnih promjena u sastavu cakline. Zbog same
pripreme uzorka, u ovom slucaju sitnih, nepravilnih izbrusaka humane cakline, bilo je
nemoguce izravno usporedivati dobivene intenzitete vrpci. Za to je potreban mikroraman, a
kontrolni i tretirani dijelovi uzorka bi trebali biti razmaknuti nekoliko mikrona, $to je u praksi

vrlo teSko izvedivo.

Na kraju, potrebno je napomenuti da je u ovome istrazivanju bila rije¢ o in vitro studiji
te da se remineralizacija ovakva tipa, pod kontroliranim uvjetima, znacajno razlikuje od
potencijalne remineralizacije u usnoj Supljini, te je za donoSenje bilo kakvih zakljucaka o
eventualnoj klinicki znacajnoj remineralizaciji potrebno provesti niz daljnjih istrazivanja, pri

c¢emu rezultati ove studije mogu posluziti kao smjernice za naredna istrazivanja.
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6. Zakljucci

U okviru ovog in vitro istraZzivanja moguce je zakljuciti slijedece:

1.

2.

3.

Topikalna primjena bioaktivna stakla 45S5 i1 Tooth Moussea dovela je do znacajnog

povecanja mikrotvrdoc¢e nakon postupka demineralizacije.

Topikalna primjena bioaktivna stakla 45S5 dovela je do veceg porasta mikrotvrdoce u

odnosu na tretman Tooth Mousse-om.

Topikalna primjena bioaktivna stakla 45S5 dovela je do nepravilnog nakupljanja
Cestica stakla na povrSini cakline, dok je tretman Tooth Mousseom doveo do formacije

kristala na povrsini cakline, rezultiraju¢i time potencijalni remineralizacijski u¢inak.
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9. Sazetak

Remineralizirajuci uc¢inak bioaktivna stakla 45S5 na povrsinu cakline
Bruno Stimac

Svrha rada: Demineralizaciju tvrdih tkiva obiljezava proces gubitka minerala iz
hidroksiapatitnih kristala. Obzirom da je rije¢ o reverzibilnom procesu, djelomi¢no
demineralizirani kristali se mogu ponovno obnoviti do pocetne veli¢ine i oblika ako su
izlozeni oralnoj sredini 1 uvjetima koji potiCu remineralizaciju. Svrha ovoga in vitro
istrazivanja bila je dokazati potencijalni remineralizacijski uc¢inak bioaktivna stakla 45S5 i

Tooth Moussea na povrsini cakline nakon demineralizacije.

Materijali i metode: Trideset caklinskih blokova (n=10) je pripremljeno i nasumicno
podijeljeno u tri grupe: jetkana caklina tretirana bioaktivnim staklom 45S5, jetkana caklina
tretirana Tooth Mousseom, jetkana caklina tretirana deioniziranom vodom. Skenirajuca
elektronska mikroskopija (SEM), spektroskopija karakteristicnog X-zracenja (EDS),
Vickersova mikrotvrdo¢a i Raman spektroskopija su napravljeni prije i nakon jetkanja od 2
minute sa 37 % ortofosfornom kisclinom, te nakon razli¢itih tretmana. Model analize

varijance s ponovljenim mjerenjima (ANOVA) je koriSten za statisticku obradu rezultata.

Rezultati: Statisticki znacajan pad vrijednosti mikrotvrdo¢e zabiljezen je nakon postupka
jetkanja (p<0.001). Nakon dvotjednog tretmana bioaktivnim staklom ili Tooth Mousseom
zabiljezeno je statisticki znacajno povecanje mikrotvrdoce cakline (p<0.001 za oba tretmana),
koje je u prosjeku bilo statisticki znacajno ve¢e u odnosu na pocetna mjerenja na povrsini
intaktne cakline za tretman bioaktivnim staklom (p<0.001), no to nije zabiljezeno kod
tretmana Tooth Mousseom (p=0.331). U suprotnome, dvotjedni tretman tj. drzanje uzoraka u
destiliranoj vodi nije dovelo do povecanja u povrsinskoj mikrotvrdo¢i cakline nakon jetkanja
(p=0.846). Promatrane razlike u razli¢itim tretmanima bile su statisti¢ki znacajne (p=0.037 za
usporedbu ucinka bioaktivna stakla i Tooth Moussea i p<0.001 za usporedbu uc¢inka izmedu
ovih tretmana i uinka destilirane vode). Nakon jetkanja, SEM analiza pokazala je znaCajan
porast u povrsinskoj hrapavosti uz pojavu erodiranih caklinskih prizmi. Tretman bioaktivnim
staklom pokazao je nepravilno nakupljanje Cestica stakla na povrsini cakline, dok je tretman
Tooth Mousseom doveo do formacije kristala na povrSini cakline. EDS analiza pokazala je

povecanje u koncentraciji kalcija, fosfata, natrija i silikata nakon tretmana bioaktivnim
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staklom. Ramanova spektroskopija nije se pokazala ucinkovitom metodom za analizu

promjena nakon jetkanja 1 razli€itih tretmana.

Zakljucak: Dvotjedni tretman bioaktivnim staklom i Tooth Mousseom nakon demineralizacije
doveo je do povecanja u mikrotvrdo¢i cakline, uz odlaganje Cestica stakla i minerala na

povrsini, rezultirajuci time potencijalni remineralizacijski u¢inak.

Kljucne rijeci: bioaktivno staklo, remineralizacija, mikrotvrdoc¢a
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10. Summary

Remineralizing effect of bioactive glass 45S5 on enamel surface

Bruno Stimac

Purpose: Demineralization is the process of removing minerals from hydroxyapatite crystals
of dental hard tissues. Due to its reversibility, partially demineralized crystals in teeth can
grow to their original size if exposed to oral environments that favor remineralization. The
purpose of this in vitro study was to evaluate the potential remineralizing effect of bioactive

glass 45S5 and Tooth Mousse on the enamel surface after demineralization.

Materials and Methods: Thirty enamel blocks (n=10) were prepared and randomly divided
into three groups: etched enamel treated with bioactive glass, etched enamel treated with
Tooth Mousse, etched enamel treated with deionized water. Scanning electron microscopy
(SEM) imaging, energy dispersive x-ray spectroscopy (EDS) and Vickers microhardness tests
were performed before and after etching for 2 minutes with 37 % orthophosphoric acid, as
well as after different treatment procedures. A repeated measures analysis of variance

(ANOVA) model were used for statistical analysis.

Results: A statistically significant drop in the enamel microhardness values was observed after
etching (p<0.001). Following a two-week treatment in either bioactive glass or Tooth Mousse,
significantly higher microhardness values were recorded (p<0.001 for both treatments), which
were on average significantly higher than baseline microhardness measurements for the
bioactive glass treatment (p<<0.001), but not for the Tooth Mousse treatment (p=0.331). Two-
week immersion in deionized water had no effect on enamel microhardness after etching
(p=0.846). Differences in treatment effects were statistically significant (p=0.037 for
comparison of the effects of bioactive glass and Tooth Mousse treatments and p<0.001 for
comparisons of the effects of these treatments with the effect of deionized water). After
etching, SEM analysis showed increased surface roughness with eroded prisms. Bioactive
glass treatment showed disorderly packed glass particles, while Tooth Mousse treatment led to
crystal formation of enamel surface. EDS analysis showed an increase in calcium, phosphate,
sodium and silicat concentrations after bioactive glass treatment. Raman spectroscopy was not
an effective method for measuring changes after etching and after different treatments on

enamel surface.
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Conclusion: Two-week treatment with bioactive glass and Tooth Mousse after
demineralization can lead to increase of enamel microhardness with accumulation of glass

particles and crystal formation reflecting a possible remineralizing effect.

Key words: bioactive glass, remineralization, microhardness
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