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Predmet istrazivanja

Ortodontima su na raspolaganju Zi¢ani lukovi izradeni od legura razli¢itih
materijala: nerdajuceg celika, kobalta i hroma, nikl-titana, kao i beta titanski lukovi. U
zavisnosti od faze terapije, ortodont treba da izabere luk koji je u odredenoj fazi leCenja
najbolji.

Legure koje sadrze nikl (Ni) prisutnesu u znacajnom broju u raznim aparatima,
alatima i sredstvima koja se koriste u ortodonciji i stoga su postale sastavni deo skoro
svake rutinske ortodontske intervencije. Nikl-titanski lukovi sadrze 47-50% nikla i
predstavljaju najbogatiji izvor nikla u uslovima usne duplje kod ortodontskih pacijenata
(Brantley 2000.). Oni su sepojavili u ortodonciji krajem sedamdesetih godina i zbog
svojih mehanickih karakteristika postali nezamenljivi u poCetnoj fazi terapije (Buehler
1963., Buehler i sar. 1963., Buehler i Wiley 1962., 1965.).

VisokoelastiCna svojstva legure nikla i titana otkrio je i patentirao Buehler 1965.
u laboratoriji americke Ratne mornarice. Komercijalnu proizvodnju lukova za
ortodonciju prva je zapocela kompanija Unitek pod imenom NITINOL. Osnovna
karakteristika Ni-Ti Zice je da je njena elasti¢nost mnogo veca nego kod celi¢ne, pa je sila
koja se proizvodi pri istoj elasti¢noj deformaciji pet do Sest puta manja od one koju
proizvodi Celik (Goldberg i sar. 1983.).Na taj nain moguce je pomeriti zub mnogo
manjom silom c¢ime se smanjuje verovatnoca oStecenja potpornog aparata zuba i
njegove hijaline degeneracije.

Legure se dobijaju od proizvodaca u obliku debelih i relativno kratkih poluga. Da
bi dobili krajnji proizvod, Zicu odgovarajuceg poprecnog preseka i duZine, poluge
moraju pro¢i obradu koja ukljucuje izvlacenje, valjanje i druge postupke Cime se
smanjuje poprecni presek i izduzZuje odlivak i na taj na¢in odreduje oblik i dimenzije
buducih lukova. Ovi postupci dovode do ocvrsuca, zbog naprezanja, i potencijalne
krtosti. Od kvaliteta ovog procesa zavisiCe i karakteristike lukova. Proizvodaci zato
koriste razlic¢ite postupke zagrevanja tokom procesa proizvodnje da bi se oslobodio
rezidualni napon i akumulirana energija istezanja i povratile rastegljivost i elasti¢nost
(Stamenkovic i sar. 2002).

Legure od NiTi imaju izuzetne osobine kao $to su memorisanje zadatog oblika,
superelasti¢nost, otpornost na Kkoroziju, dobre mehanicke Kkarakteristike i
biokompatibilnost (Gil i sar., 2004).

NiTi legure sa memorijskim oblikom pripadaju grupi materijala poznatih pod
nazivom ,pametni funkcionalni materijali”. Najznacajnije karakteristike koje ove legure
ispoljavaju su:

J termomemorijska elasticnost (termal shape mamory effect) - legura se vraca u
svoj prvobitni oblik nakon zagrevanja iznad specificne temperature Arf(Austenite finish,
eng.),i

o superelasti¢nost - legura se vraca u svoj prvobitni oblik nakon deformacije gde je
zatezni napon do 8%.



Obe ove Kkarakteristike su zasnovane na reverzibilnoj martenzitnoj transformaciji
(Saburi T. 1998.).

Biokompatibilnost ortodontskih materijala je dugo izazivala zabrinutost klini¢ara
zbog dugog vremenskog perioda ortodontskog tretmana i velike ucestalosti alergijskih
reakcija na metalne jone iz sredstava koja se primenjuju u terapiji (Sidebottom, Mistry
2014.).0tpornost na koroziju NiTi Zica, pa samim tim i biokompatibilnost zavise od
prisustva velike kolicine titana (48%-54%) koji stvara nekoliko oksida (TiO, TiOz, Ti20s).

Poliranje povrsine Zice i izlaganje vazduhu dovodi do formiranja titan-oksida koji
ima dvojaku funkciju: zaStita ostatka materijala od korozije i kreiranje fizicke i hemijske
barijere od oksidacije nikla, ostavljaju¢i nikl dublje u leguri (Espinos i sar,1993;
Kaczmarek,2007). Kompozicija sloja oksida se menja posmatrajuci je od unutrasnjosti
legure ka povrsini i nije svuda iste debljine. Sloj titan-oksida varira od 2-20 nm.

Nikl se rastvara brZe od titana u uslovima usne duplje, jer je njegov oksid
nestabilniji,tako da se povrsina NiTi ortodontskih Zica obi¢no karakteriSe prisustvom
neregularnih struktura koje izgledaju kao ostrva koja su stvorena na mestima njegovog
rastvaranja (Oshida i sar, 1992). NaruSavanje kontinuiteta povrSine Zice u ustima
nastaje usled korozije koja predstavlja degradaciju metala nastalu kao posledica
hemijske reakcije metala i okoline. U slucaju korozije ortodontskih Zica u ustima, veliku
ulogu igra sredina u kojoj se Zice nalaze. Osim pljuvacke, Ciji se pH menja, velika
upotreba proizvoda koji sadrze fluor direktno utiCe na koroziju metala u ustima
oStecujuci zastitni sloj titan-oksida.KoriS¢enje te¢nosti za ispiranje usta, gelova i pasti za
zube sa fluorom doprinosi nastanku fisurne, frikcione i korozije prilikom naprezanja.
Studije su pokazale pojac¢ano oslobadanje nikla iz NiTi Zica kod osoba koje koriste
fluorisane paste za zube (Huang 2003; Schiff i sar. 2005).Mehanizam toksi¢nosti nikla u
poslednje vreme su proucavali Das i Buchner (2007), i u svom radu su dosli do istog
zakljuckakao i Valko i sar. (2005) da je smanjenje nivoa glutationa i vezivanje za
sulfhidrilnu grupu proteina glavni nacin toksi¢nog dejstva nikla. Nikl takode izaziva i
oksidativni stres u kulturi humanih limfocita (M’'Bemba-Meka i sar. 2006). Dokazano je
da izaziva i hemotoksi¢nost i imunotoksi¢nost (Dieter i sar. 1988, Hostynek 2006). Neka
od interesantnih istraZivanja pokazuju povezanost facijalnog dermatitisa izazvanog
niklom i koriS§¢enja mobilnih telefona (Moennich i sar. 2009, Luo, Bercovitch 2008,
Livideanu i sar. 2007). Mnoge studije su se bavile karcinogenezom i genotoksi¢noscu
nikla (WHO vol 49., Hartwig, Schwerdtle 2002, Shen, Zhang 1994, Oller 2002, NTP 1996,
Dunnick i sar. 1995, Kelly i sar. 2007, Kasprzak i sar. 2003, Liang i sar. 1999, Vainio,
Sorsa 1981). Njihovirezultati ukazuju na veoma Stetno dejstvo nikla, te da mora
postojati velika opreznost u njegovom koriS¢enju. Kod Zica koje imaju visok sadrzaj nikla
u leguri (vise od 50% at.), povecava se moguénost njegovog otpustanja $to moze da
dovede do alergijskih reakcija, propadanja celija, kosti, kao i teSkih iritacija miSi¢a sa
mogucom nekrozom. Alergijski kontaktni dermatitis na nikl se javlja sa ucestalo$¢u od
4% kod muskaraca i 20% kod Zena (Romaguera i sar.,, 1989; Menne, 1996). Znaci
alergije na nikl (iz bravica, Zica ili delova pokretnog ortodontskog aparata) su: otok
sluzokoze, perioralni stomatitis, gingivitis i ekstraoralne manifestacije kao Sto je ekcem i
osip (Lindsten i Kurol, 1997; Lee i sar., 1995). Postoji, takode, i sumnja na mogucu
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pojavu lichen planus-a, leukoplakije, bolesti bubrega i ¢ira Zeluca, ali direktna veza jos
uvek nije ustanovljena (Cioffi i sar., 2005; Yukoyo i sar., 2005; Manaranche i Hornberger,
2007).

Mnoga istraZivanja bavila su se proucavanjem otpuStanja nikla i njegovim
rastvaranjem u razli¢itim medijima, ali je u vecini slucajeva koriS¢ena aparatura koja nije
izazivala deformaciju Zice, ve¢ su Zicesamo potapane u razli¢ite medije bez opterecenja i
deformacije. Ovi uslovi se zato bitno razlikuju od stanja u kome se Zica nalazi u usnoj
duplji i samim tim dobijene vrednosti nisu i realne vrednosti. Kasnija istrazivanja su
vrSena na proucavanju sila i kako one uticu na prelazak NiTi Zica iz austenita u
martenzit. Ve¢ina mehanickih testova koji su vrSeni u te svrhe na SMA (Shape memory
alloy) NiTi Zicama dizajnirani su tako da izazivaju jednodimenzionalno opterecenje Zica.
Tako dobijeni podaci ukazivali su samo na tenziju i kompresiju u samoj Zici, a takvo
opterecenje je jako retko. Mnogo CeScese javlja stres pri savijanju (tenzija+kompresija) i
kombinovano opterecenje torzije i savijanja. To se najcesce vida u regiji donjih prednjih
zuba, jer tu Cesto postoji zbijenost zuba i mali razmak izmedu bravica, ali se uocava i u
drugim delovima zubnih lukova gde se javljaju ozbiljnije rotacije i zbijenost zuba
(Schumacher i sar. 1992).

Uchil i sar. 2002. navode dase merenjem elektricne otpornosti moZe tacno
dokazati postojanje razlicitih faza u SMA NiTi leguri. U ortodontskoj praksi je korisno
znati koji se nivo transformacije dogodio pri odvojenoj deformaciji ortodontske Zice
nedestruktivnom metodom. Koriste¢i se ovim saznanjima,Fercec je 2014. konstruisao
dva aparata za merenje promeneelektricne otpornostikoju proizvodi NiTi Zica posle
precizno definisanog iznosa deformacije (FerCec i sar. 2014). Prvi aparat (SUAS-
Simulation of Uni-Axial Stress) vrsi prosto istezanje NiTi Zica i omogutava merenje
otpora struje na delu Zice koji se isteze, Sto daje uvid u pracenje promena austenita u
martenzit u samoj zici. Drugi aparat (SMAS-Simulation of Multi-Axial Stress) vrsi
kontrolisano savijanje Zica ili uvrtanje, a moZe vrSiti i kombinovano uvrtanje sa
savijanjem i istezanjem. U SMAS aparatu mogu se preciznije simulirati realne sile i
naponi koji se javljaju u usnoj duplji, gde je Zica izloZena dejstvu razli¢itih opterecenja.
Istovremeno se u ovom aparatu vrsi merenje promena jacine struje i otpora u delu Zice
na koji deluje sila, i prouc¢avanjem ovih vrednosti prati seprelazak austenita u martenzit
na tom delu Zice (FercCec i sar., 2014). Ovim eksperimentom je dokazano da postoji
povezanost izmedu stepena deformacije i otpora protoku elektri¢ne struje sto se slaze sa
istrazivanjima drugih autora (Airoldi i sar. 1997; Novak, Sittner 2008). Moguce je
primenom Fercecovih aparata uzrokovati deformaciju koja je jako slicna deformaciji
koja se javlja na Zici u usnoj duplji i na taj nacin prouciti da li dolazi do povecanog
otpustanja nikla u situaciji pribliZnijoj realnim uslovima. Takodje su Fercec i sar. 2014.
analizirali mikrostrukturu NiTi Zica pri savijanju pod uglom od 0° do 1809, ali i
mikrostrukturu koja nastaje pri istovremenom istezanju i torziji na Zici okruglog profila
(Fercec 2014.).Deformacija NiTi luka i omogucavanje kontakta sa medijumom pod
opterecenjem nije bila u centru paznje istrazivaca, kao ni promene u karakteristikama
povrsine NiTi lukova koji su bili optereceni u odnosu na nekorisc¢ene lukove.



Radna hipoteza

Deformacijom NiTi Zice pravougaonog profila,dimenzija 0,016x0,0227,
savijanjem pod uglom od 30 stepeni, dolazi do otpustanja jona nikla u medijum i do
faznih promena (austenit u martenzit)kristalne strukture Zicei promena u povrsinskoj
strukturi Zice.

Ciljevi istrazivanja

1. Kreirati odgovarajuc¢u komoru koja bi omogucila kontakt ¢elija, populacije CACO-2,
i Zica pod optereCenjem slicnim onom koje vlada u uslovima usne duplje
pacijenata.

2. Modifikovati postojecu aparaturu (SMAS aparat) i njom meriti otpor protoku struje
pri savijanjupod uglom od 30 stepeni nikl-titanskih ortodontskih lukova
pravougaonog poprecnog preseka, dimenzija 0,016x0,022".

3. Izmeriti-detektovati koli¢inu oslobodenih jona nikla iz NiTi Zica, savijenim u
komori povezanoj za SMAS aparat i porediti te vrednosti sa vrednostima
oslobodenog nikla iz nedeformisanih Zica. Koristiti odgovaraju¢u analizu odnosno
metodu (ICP-OES).

4. Utvrditi da lidolazi do promena na Zici nakon deformacije i kontakta sa ¢elijama i
prouciti izgled tih promenaAugerspektroskopijom,skening elektronskom
mikroskopijom (SEM), transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM) i
analizom dispergovanim X zracima - Energy Dispersive X-ray Analysis
(Spectroscopy) (EDX ili EDS), a nakon toga te Zice uporediti sa nekoriS¢enim
Zicama dobijenim od istog proizvodaca.

Metodologija

[straZivanje e biti finansirano u okviru EUREKA projekta pod brojem i oznakom:
E!6788 ORTO-NITIi ta¢nim nazivom: ,Razvoj poboljSane NiTi ortodontske Zice” i u
saradnji sa MaSinskim fakultetom Univerziteta u Mariboru [ Zlatarnom Celje.

U istraZivanju ¢e se Kkoristiti komercijalno dostupne NiTi zice dijametra
0,016x0,022” (0,040x0,056cm) firme Dentaurum. Temperature fazne transformacije su
Ms=-14,58°C (Matrenzitna startna temp.) Mf=8,31°C (Martenzitna krajnja temp.),
As=2,120C (Austenit start), Af=14,26°C (Austenit krajnja temperatura). Modul
elasticnosti austenita E1t=81300 Mpa. Krivina transformacionog platoa (martenzita u
austenit) je E2t=2800 MPa. Modul elasti¢nosti martenzita je Ezt=36300 MPa . Inicijalna
vrednost stresa za pocCetak transformacije je ocSMt=ocrit=451 MPa. Krajnja vrednost
stresa za kraj transformacije je cFMt=649 MPa (Fercec i sar., 2013).



Na StomatoloSkom fakultetu u Beogradu ¢e se konstruisati i izraditi komorakoja
¢e omoguciti savijanje Zica pod odgovaraju¢im uglom, njihovo opterecenje i kontakt sa
¢elijama. Komora mora biti konstruisana tako da moZe da se poveZe sa SMAS aparatom.
Sam eksperiment ¢e se obaviti u laboratoriji Masinskog fakulteta u Mariboru.

Protokol eksperimenta: U komoru c¢e biti postavljene 4NiTi Zicekoje, svojim
delom koji prolazi kroz komoru,duZinski odgovaraju Zici koja se stavlja kod jednog
prosec¢nog pacijenta. Komora ¢e sepovezati za SMAS aparat, a Zicesaviti pod uglom od 30
stepeni.

U komoru ¢ée biti ubacene ¢elije populacije CACO-2. Celije koje ¢e se koristiti
predstavljaju populaciju humanih endotelnih ¢elija debelog creva CACO-2 i pripremljene
su na Medicinskom fakultetu u Mariboru. Koli¢ina koja ¢e do¢i u kontakt sa Zicama je
4ml, Sto odgovara ukupnoj zapremini komore. Na mestima prolaska Zica kroz zidove
komore sa spoljasSnje strane bi¢e nanesena silikonska masa koja ¢e spreciti gubitak
sadrZaja komore.

DuZina kontakta Celija sa Zicama iznosi 24h,jer se najvee promene na nikl-
titanskim Zicama deSavaju u tom vremenskom periodu, a nakon tog vremena Zice Ce biti
izvadene iz komore. Oslobadanje nikla je najvece inicijalno, a kasnije to otpustanje biva
znatno manjeg intenziteta dostizuci saturacioni nivo (Andreasen i Morrow, 1978; Saburi
isar., 1982).

Sterilnim instrumentima ¢e se uzeti uzorak celija i na njima ¢e se uz pomoc¢
metode ICP-OES (Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectroscopy) uraditi
analiza, koja utvrduje koncentraciju prisutnih jona nikla u kulturi ¢elija. To je opticka
emisiona spektrofotometrijska analiza koja se zasniva na ¢injenici da pobudeni elektroni
pri povratku u osnovno stanje emituju energiju tacno odredene talasne duZine. Osnovna
karakteristika ovog procesa je da svaki element emituje zraCenje odredene talasne
duzine. Ovom analizom dobice se podacio tome da li je doSlo do otpustanja jona metala
iz samih Zica i kolika je njihova koli¢ina u kulturi ¢elija CACO-2 u odnosu na kulturu
Celija koje nisu bile u kontaktu sa NiTi Zicama.

Zice koje su izvadene iz komore ée se daljemeriti u aparatu SMAS (Simulation of
Multi-Axial Stress) pri promeni ugla savijanja. Aparat za deformaciju Zica koji simulira
multi-aksijalni stres (SMAS) sadrzi pokretne i nepokretne delove ukupnih dimenzija 110
x 41 x 25 mm (pri uglu savijanja od 0°). Pokretni deo SMAS uredaja omogucava rotaciju
Zice do ugla od 180°. Koriste¢i konstantni izvor struje mikro-ommetrom AOiP OM 21 ¢e
se meriti promena otpora izmedu dve unutrasnje elektrode koristec¢i konstantni izvor
struje.Preciznost merenja elektricne otpornosti je * 0.1 upQ.Specificna elektricna
otpornost Zice p duzine 1 i povrsine poprecnog preseka A je :

p=RxA/]

gde je R otpornost Zice. DuZina 1 ¢e varirati u zavisnosti od ugla savijanja. A poprecni
presek Zice je svuda jednak i iznosi 2,24x10-7m2, jer ¢e se Kkoristiti Zice istih
dimenzija.Stres savijanja Zice Ce seizracunatijednacinom :

ob=E xr/2R



pri ¢emu E predstavlja modul elasti¢nosti austenita ili transformacioni plato,a r je
radijus Zice (Nishi Y,Hirano M 2007.).0vim merenjem promene otpora struje docice se
do saznanja o tome kada dolazi do prelaska austenita u martenzit i poredi¢e se sa
vrednostima Zica koje nisu bile u kontaktu sa ¢elijama.

U zavrsSnoj fazi istraZivanja poredice se povrSine Zica koje su bile savijene i u
kontaktu sa celijama sa Zicama koje nisu bile savijane i u kontaktu sa celijama.
Ispitivanje povrSine Zica uradi¢e se aparatom Microlab 310F VG-Scientific, skening
emisionim spektrometrom Auger elektrona sa visoko rezolucionim poljem (AES),
skening Auger electronskom microskopijom (SAM), skening electronskom
microskopijom (SEM), transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM)i analizom
disperzijom X zraka - Energy Dispersive X-ray Analysis (Spectroscopy) (EDX ili EDS).

Parametri analize Auger emisionim spektrometrom su sledeci:
1. Kineticka energija primarnog elektronskog snopa ¢e iznositi 10 keV
2. Jacina struje primarnog elektronskog snopa ¢e biti priblizno 10 nA
3. Rezolucija: dijametar elektronskog snopa ¢e biti priblizno oko 10 nm

Tehnika analize koja ¢e se primeniti: uzorci ¢e biti rasprSeni Ar*(jonima argona) sa
stopom rasprSivanja 1nm/min i razli¢itim vremenima rasprSivanja. Nakon svakog
rasprsivanja uradice se spektar i zabeleZiti rezultati.

Zice ¢e biti podvrgnute analizi disperzijom X-zraka (Energy Dispersive X-ray
Analysis (Spectroscopy) (EDX ili EDS)). EDX-EDS je metod kojim se utvrduje
elementarni sastav uzoraka ili male zone od interesa u uzorku i to analizom energije
emitovanih X zraka. Ovom analizom moguce je skenirati samo povrsinu uzoraka (do 2
mikrona dubine). Analiza ¢e se uraditi uz pomo¢ aparata Sirion NC 400 SEM-a.

Transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM), u ovom radu, do¢i ¢e se do
novih saznanja koja se ne mogu postici koriS¢enjem drugih tehnika i metoda analize, kao
S$to su odredivanje velic¢ine i oblika (morfologije) mikrostrukture NiTi ortodontskih Zica,
kao i njihovog sastava na velikim uveli¢anjima, a, takode,i na atomskom nivou. TEMc¢e
omoguciti da se odredi kristalna struktura, rast kristalne resetke i moguce orijentacije
kristala na velikim uveli¢anjima.

Na taj nacin dobice se detaljan uvid u svaku povrSinsku nepravilnost dela Zice
koji je bio pod opterecenjem.

Statisticka analiza

Na osnovu prikupljenih podataka eksperimenata formirace se baza podataka. Svi
podaci su numericki i bice opisani merama centralne tendencije (prose¢na vrednost,
medijana) i merama varijabiliteta (standardna devijacija, minimalne i maksimalne
vrednosti). Obzirom da je u studiji primenjen dizajn ponovljenih merenja koristice se
testovi za vezane uzorke, parametarske i neparametarske, u zavisnosti od prirode
podataka. Za ispitivanje normalnosti raspodele podataka koristice se Koglomorov-



Smirnov test. U slucaju da se podaci ponasaju po tipu raspodele razlic¢ite od normalne
koristiCemo Fridmanov test (viSe merenja, npr. kod razli¢itih uglova), odnosno
Wilcoxonov test (kod 2 merenja, npr. kod koriS¢ene i nekoris¢ene Zice). U slucaju
normalne raspodele podataka koristice se jednofaktorska analiza varijanse sa
ponovljenim merenjima i T-test za vezane uzorke. Nivo znacajnosti p<0,05 uzece se kao
statisticki znacajan. Za prikupljanje i analizu podataka koristice se statisticki paket SPSS
22.0.

Naucni doprinos disertacije

NiTi ortodontski lukovi tokom terapije dugo vremena provode u korozionim
uslovima usne duplje. Samim tim lukovi su podlozni oStecenjima, razgradnji i
degradaciji. Glavni cilj ovog istraZivanja je da se dokaZe da oStecenja na NiTi Zicama i
posledi¢na razgradnja i rastvaranje nikla nastaju ve¢ u pocetnom stadijumu terapije
kada su lukovi najoptereceniji, da se te promene u povrsinskoj strukturi uoce, prikazu i
na neki nacin kvantifikuju. Dosadasnja istraZivanja su vrSena na lukovima koji nisu bili
optereceni i tada nisu pokazali veliko otpuStanje nikla koje bi moglo da izazove neke
ozbiljnije posledice po pacijenta. U ovom istraZivanju ¢e se izvrsiti opterecenje NiTi
ortodontskih Zica tokom 24h koje je priblizno opterecenju koje se javlja u pocetnoj fazi
terapije u ustima svakog pacijenta.Najveci doprinos ovog rada nauci bilo bi dokazivanje
povecanog otpustanja nikla i nastanka oSte¢enja u povrSinskom oksidnom sloju NiTi
ortodontskih Zicapod dejstvom opterecenja tokom 24h.
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NASTAVNO-NAUCNOM VECU STOMATOLOSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na II redovnoj sednici odrzanoj 15.12.2015.godine, Nastavno-nau¢no vece Stomatoloskog fakulteta

u Beogradu je imenovalo Komisiju u sastavu:
1. Prof. dr Ivana Séepan, Stomatoloski fakultet, Beograd
2. Prof. dr Predrag Nikoli¢, Stomatoloski fakultet, Beograd
3. Prof. dr Predrag Vucini¢, Klinika za Stomatologiju, Medicinski fakultet, Novi Sad

za ocenu predloga teme doktorske disertacije pod nazivom “Proucavanje otpustanja jona nikla i
promena u povrsinskoj strukturi nikl-titanskog ortodontskog luka dimenzija 0,016x0,022” pod

opterecenjem in vitro u kulturi ¢elija CaCo2, kandidata dr Nikole Lepojevic¢a

Imenovana Komisija, posle detaljnog razmatranja obrazlozenja predlozene teme doktorske disetacije

podnosi Nastavno-nauc¢nom vecu sledeci
IZVESTAJ

A. BIOGRAFSKI PODACI O KANDIDATU

Dr Nikola Lepojevi¢ roden je 21.07.1985. godine u KruSevcu. Zavrsio je Gimnaziju u
Vrnjackoj Banji. Stomatoloski fakultet, Univerziteta u Beogradu dr Nikola Lepojevi¢ je
upisao Skolske 2004/05. godine, a diplomirao 2010. godine sa prose¢nom ocenom 9,43. Dr
Nikola Lepojevi¢ je doktorske studije upisao Skolske 2012/13. na Stomatoloskom fakultetu u
Beogradu. Sve ispite predvidene planom i programom doktorskih studija poloZio je sa

proseénom ocenom 9,94.

B. OBRAZLOZENJE TEME
1. Nauéna oblast — Klinicke stomatoloske nauke — Ortopedija vilica
2. Predmet rada - PredloZzena tema dr Nikole Lepojevic¢a za predmet rada ima in vitro

ispitivanje pojave otpustanja jona nikla u kulturi ¢elija CACO-2 1 promena u povrsinskoj



strukturi i sastavu nikl-titanskog ortodontskog luka pri eksperimentalno izazvanoj
deformaciji, koja odgovara prirodnim uslovima.

Radna hipoteza - Deformacijom NiTi ortodontskog luka pravougaonog profila,
dimenzija 0,016x0,022”, savijanjem pod uglom od 30 stepeni, dolazi do otpustanja jona
nikla u medijum i do faznih promena (austenit u martenzit) kristalne strukture Zice i
promena u povrsinskoj strukturi zice.

. Naucni ciljevi istrazivanja - Kandidat dr Nikola Lepijevi¢ je postavio sledece ciljeve

istrazivanja:

1. Kreirati odgovaraju¢u komoru koja bi se povezala za SMAS aparat (Simulation of
Multi-Axial Stress appliance) i na taj nacin omogucila kontakt celija, populacije
CACO-2, 1 lukova pod opterecenjem slicnim onom koje vlada u uslovima usne duplje

pacijenata.

2. Modifikovati postoje¢u aparaturu (SMAS aparat) 1 njom meriti otpor protoku struje
pri savijanju nikl-titanskih ortodontskih lukova pravougaonog popre¢nog preseka,

dimenzija 0,016x0,022” pod uglom od 30 stepeni.

3. Izmeriti-detektovati koli¢inu oslobodenih jona nikla iz NiTi zica, savijenim u komori
povezanoj za SMAS aparat i porediti te vrednosti sa vrednostima oslobodenog nikla iz
nedeformisanih Zica, koriste¢i odgovaraju¢u analizu, odnosno metodu: Inductively

Coupled Plasma - Optical Emission Spectroscopy (ICP-OES).

4. Utvrditi da li dolazi do promena na zici nakon deformacije i kontakta sa ¢elijama i
prouditi izgled tih promena Auger spektroskopijom, skening elektronskom
mikroskopijom (SEM), transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM) i analizom
dispergovanim X zracima — Energy Dispersive X-ray Analysis (Spectroscopy) (EDX ili
EDS), a nakon toga te zice uporediti sa nekoriS¢enim zicama dobijenim od istog

proizvodaca.

. Metode istrazivanja — U istrazivanju ¢e se koristiti komercijalno dostupne NiTi zice
dijametra 0,016x0,022” (0,040x0,056cm) firme Dentaurum. Na Stomatoloskom fakultetu
u Beogradu ¢e se konstruisati i izraditi komora koja ¢e omoguciti savijanje Zica pod
odgovaraju¢im uglom, njihovo optere¢enje i kontakt sa ¢elijama. Komora mora biti

konstruisana tako da mozZe da se poveze sa SMAS aparatom. U komoru ¢e biti



postavljene 4 NiTi Zice koje, svojim delom koji prolazi kroz komoru, duzinski odgovaraju
zici koja se stavlja kod jednog prosecnog pacijenta. Komora ¢e se povezati za SMAS
aparat, a zice saviti pod uglom od 30 stepeni. U komoru ¢e biti ubacene ¢elije populacije
CACO-2. Celije koje ¢e se koristiti predstavljaju populaciju humanih endotelnih éelija
debelog creva CACO-2.

Koli¢ina koja ¢e do¢i u kontakt sa zicama je 4ml, Sto odgovara ukupnoj zapremini
komore.

Vreme kontakta ¢elija CACO-2 sa zicama iznosi 24h, jer se najve¢e promene na nikl-
titanskim zicama deSavaju u tom vremenskom periodu, a nakon tog vremena Zice ¢e biti
izvadene iz komore. Oslobadanje nikla je najvece inicijalno, a kasnije to otpuStanje biva
znatno manjeg intenziteta dostizuci saturacioni nivo.

Sterilnim instrumentima ¢e se uzeti uzorak ¢elija i na njima ¢e se uz pomo¢ metode ICP-
OES (Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectroscopy) uraditi analiza, koja
utvrduje koncentraciju prisutnih jona nikla u kulturi ¢elija. To je opticka emisiona
spektrofotometrijska analiza koja se zasniva na ¢injenici da pobudeni elektroni pri
povratku u osnovno stanje emituju energiju tacno odredene talasne duzine. Osnovna
karakteristika ovog procesa je da svaki element emituje zracenje odredene talasne duzine
1 na taj nacin se registruje njegovo prisustvo i koli¢ina u materijalu. Ovom analizom
dobice se podaci o tome da li je doSlo do otpuStanja jona metala iz samih zica i kolika je
njihova koli¢ina u kulturi ¢elija CACO-2 u odnosu na kulturu ¢elija koje nisu bile u
kontaktu sa NiTi Zicama.

Zice koje su izvadene iz komore ée se dalje analizirati u aparatu SMAS (Simulation of
Multi-Axial Stress) pri promeni ugla savijanja. Koriste¢i konstantni izvor struje mikro-
ommetrom AOiP OM 21 ¢e se meriti promena otpora izmedu dve unutrasnje elektrode.
Ovim merenjem promene otpora struje do¢i ¢e se do saznanja o tome kada dolazi do
prelaska austenita u martenzit i poredi¢e se sa vrednostima zica koje nisu bile u kontaktu
sa ¢elijama.

U zavr$noj fazi istrazivanja poredice se povrsine zica koje su bile savijene i u kontaktu sa
¢elijama sa Zicama koje nisu bile savijane 1 u kontaktu sa ¢elijama. Ispitivanje povrSine
zica uradi¢e se aparatom Microlab 310F VG-Scientific, skening emisionim
spektrometrom Auger elektrona sa visoko rezolucionim poljem (AES), skening Auger
electronskom microskopijom (SAM), skening electronskom microskopijom (SEM),

transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM) i analizom disperzijom X zraka —



Energy Dispersive X-ray Analysis (Spectroscopy) (EDX ili EDS). EDX-EDS je metod
kojim se utvrduje elementarni sastav uzoraka ili male zone od interesa u uzorku i to
analizom energije emitovanih X zraka. Ovom analizom mogucée je skenirati samo
povrsinu uzoraka (do 2 mikrona dubine). Analiza ¢e se uraditi uz pomo¢ aparata Sirion
NC 400 SEM-a.

Transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM), u ovom radu, do¢i ¢e se do novih
saznanja koja se ne mogu postici koris¢enjem drugih tehnika i metoda analize, kao $to su
odredivanje veli¢ine i oblika (morfologije) mikrostrukture NiTi ortodontskih Zica, kao i
njihovog sastava na velikim uveliCanjima, a, takode, i na atomskom nivou. TEM ¢e
omoguciti da se odredi kristalna struktura, rast kristalne reSetke 1 moguce orijentacije
kristala na velikim uveli¢anjima.

. Aktuelnost problematike u svetu — Problematika otpuStanja jona nikla 1 njegovi efekti
zaokupljaju paznju istrazivaca dugi niz godina. Toksic¢an efekat nikla zasnovsan je na
smanjenju nivoa glitationa 1 vezivanju za sulfhidrilnu grupu proteina (Das i Buchner
2007., Valko 1 sar 2005.). Nikl takode izaziva i oksidativni stres u kulturi humanih
limfocita (M’Bemba-Meka 1 sar. 2006). Dokazano je da izaziva i hemotoksi¢nost i
imunotoksicnost (Dieter 1 sar. 1988, Hostynek 2006). Mnoge studije su se bavile
karcinogenezom i genotoksi¢nos¢u nikla (WHO vol 49., Hartwig, Schwerdtle 2002, Shen,
Zhang 1994, Oller 2002, NTP 1996, Dunnick i sar. 1995, Kelly 1 sar. 2007, Kasprzak 1 sar.
2003, Liang i sar. 1999, Vainio, Sorsa 1981). Njihovi rezultati ukazuju na veoma Stetno
dejstvo nikla, te da mora postojati velika opreznost u njegovom koris¢enju. Kod Zica koje
imaju visok sadrzaj nikla u leguri (vise od 50% at.), poveéava se mogucnost njegovog
otpustanja S§to moze da dovede do alergijskih reakcija, propadanja celija, kosti, kao 1
teSkih iritacija miSi¢a sa moguc¢om nekrozom. Alergijski kontaktni dermatitis na nikl se
javlja sa ucestalos¢u od 4% kod muskaraca i 20% kod Zena (Romaguera i sar., 1989;
Menne, 1996). Znaci alergije na nikl (ikoji se oslobada iz bravica, zica ili delova
pokretnog ortodontskog aparata) su: otok sluzokoZe, perioralni stomatitis, gingivitis i
ekstraoralne manifestacije kao Sto je ekcem 1 osip (Lindsten i Kurol, 1997; Lee i sar.,
1995). Vecina ovih studija radena je laboratorisjki, pri ¢emu nisu simulirani realni uslovi
koji se nalaze u usnoj duplji. Lukovi koji su ispitivani nisu bili deformisani pod
optere¢enjem §to bi dalo realnije rezultate. I pored toga eksperimentalno su dokazana sva

ova Stetna dejstva nikla.



Kasnija istrazivanja su vrSena na proucavanju sila i kako one uti¢u na promenu kristalne
strukture NiTi Zica iz austenita u martenzit. Ve¢ina mehanickih testova koji su vrSeni u te
svthe na SMA (Shape memory alloy) NiTi zicama dizajnirani su tako da izazivaju
jednodimenzionalno opterecenje zica. Tako dobijeni podaci ukazivali su samo na tenziju i
kompresiju u samoj Zici, a takvo opterecenje je u toku prve faze ortodontskog lecenja
(kada se zubi poravnavaju u vertikalnom, transverzalnom i sagitalnom pravcu prostora)
jako retko. Mnogo ¢esce se javlja stres pri savijanju (tenzija+kompresija) i kombinovano
opterecenje torzije i savijanja. To se najces¢e vida u regiji donjih prednjih zuba, jer tu
Cesto postoji zbijenost zuba i mali razmak izmedu bravica, ali se uocava 1 u drugim
delovima zubnih lukova gde se javljaju ozbiljnije rotacije 1 zbijenost zuba (Schumacher 1

sar. 1992).

Uchil 1 sar. 2002. navode da se merenjem elektricne otpornosti moze tacno dokazati
postojanje razlic¢itih faza u SMA NiTi leguri. U ortodontskoj praksi je korisno znati koji
se nivo transformacije dogodio pri odvojenoj deformaciji ortodontske Zice
nedestruktivnom metodom. Koriste¢i se ovim saznanjima, Fercec je 2014. konstruisao
dva aparata za merenje promene elektricne otpornosti koju proizvodi NiTi zica posle
precizno definisanog iznosa deformacije (Fercec i sar. 2014). Ovim aparatima moZe se
proizvesti deformacija Zice koja verno simulira deformaciju Zice u usnoj duplji, te se
moze prouciti 1 da li dolazi do povecanog otpuStanja nikla u situaciji pribliznijoj realnim
uslovima. Takodje su Fercec i sar. 2014. analizirali mikrostrukturu NiTi Zica pri savijanju
pod uglom od 0° do 1809, ali i mikrostrukturu koja nastaje pri istovremenom istezanju i

torziji na zici okruglog profila (Ferec 2014.).

Sva ova merenja kaja je uradio Fercec radena su na Zici okruglog popre¢nog preseka i
veoma malog poprec¢nog preseka (.014”), pri ¢emu Zice nisu bile potapane u kulturu ¢elija
1 ispitivana cititoksi¢nost. Ovim istrazivanjem bi se pak utvrdilo ponaSanje 1 promene u
povrsinskoj strukturi zice pravougaonog poprecnog preseka, ve¢ih dimenzija, koje se
koriste u zavrSnim fazama poravnanja zuba, i utvrdilo iznos otpuStanja jona nikla u

mediju nakon opterecenja, tj deformacije Zice.

Ocdekivani rezultati — Od rezultata ovog istraZivanja ocekuje se da se dokazZe postojanje
povecane koli¢ine jona nikla u kulturi celija nakon 24h u uslovima kontrolisanog

opterecenja ortodontskih lukova. Takode bi rezultati Auger spektroskopije i EDX analize



pokazali do kakvih promena hemijskog sastava lukova je doslo u samom povrSinskom
sloju, koji je najosetljiviji i najizloZeniji promenama. Ovi eksperimenti nisu ukljucili
trenje izmedu luka 1 bravica ili mehanicka oSte¢enja hranom 1 te¢nostima koja u uslovima
usne duplje dodatno ostecuju povrsinu lukova. TEM mikroskopijom ¢e se prikazati izgled
kristala 1 njegove promene na nano nivou u predelu povrsine Zica. Difrakcijom ¢emo
moc¢i da se uoCi polozaj kristala, njihova orijentacija, da li je doSlo do konformacionih
promena i kakav je njihov karakter. Merenjem promene otpora ¢e se utvrditi da li je doslo

do prelaska austenita u martenzit i pod kojim uglom savijanja je to nastalo.



C. ZAKLJUCAK

Ortodontski lukovi koji se daleko najceSce koriste u po€etnim fazama ortodontske terapije, kada se
nepravilno postavljeni zubi poravnavaju u zubnom luku izradeni su od legure nikl-titana. Ova faza
lecenja obicno traje 6-9 meseci, 1 u toku tog perioda NiTi lukovi su izloZeni korozivnim uslovima
usne duplje, zbog cega su podlozni razli¢itim oSte¢enjima, razgradnji 1 degradaciji. Ranija
istrazivanja su dokumentovala poveéeno otpustanje jona nikla iz legura koje se koriste u ortodonciji,
a koje moZze dovesti do alergijskih reakcija u vidu otok sluzokoze, perioralnog stomatitisa, gingivitisa
1 ekstraoralnih manifestacija kao Sto su ekcem i osip. Ova istrazivanja su vrSena na fabricki
dobijenim nedeformisanim zicama. Imajuci u vidu nedostatak podataka o ponaSanju nikl-titanskog
ortodontskog luka pravougaonog poprecnog preseka pod opterecenjem u kulturi Celija, rezultati
doktorske disertacije dr Nikole Lepojevi¢a, adekvatnim nau¢nim metodama dace znacajan doprinos
razumevanju nastanka promena u povrsinskoj strukturi ovih Zica i na kvantifikovanju otpustanja jona
nikla iz legure. S obzirom da je primena NiTi ortodontskih lukova nezaobilazna faza u terapiji
ortodontskih pacijenata i da je vreme njihovog boravka u ustima pacijenata znacajno, rezultati ovog

istrazivanja predstavlja¢e znacajan doprinos usavrSavaju razvoja i proizvodnji NiTi Zica.

Na osnovu analize prijavljene teme doktorske disertacije pod naslovom Proucavanje otpustanja
jona nikla i promena u povrsinskoj strukturi nikl-titanskog ortodontskog luka dimenzija
0,016x0,022” pod optereéenjem in vitro u kulturi ¢elija CaCo2, Komisija jednoglasno smatra da

su ispunjeni naucni kriterijumi potrebni za izradu ove doktorske disertacije.

U Beogradu, 22.02.2016.godine Komisija:

Prof. dr Ivana Séepan

Prof. dr Predrag Nikoli¢

Prof. dr Predrag Vucini¢
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