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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Ispitati razlike u stupnju oksidacijskog stresa koji izazivaju konvencionalne i
samoligirajuce ortodontske bravice izradene od razli¢itih metalnih i estetskih materijala.
Materijal i metode: Mjerena je razina biljega oksidacijskog stresa 8-hidroksi-2’-
deoksigvanozina (8-OHdG) u DNA kulturi stanica mi$jih fibroblasta L.929 nakon in vitro
izlaganja umjetnoj slini kontroliranog pH 6.75+0.15 u koju su tijekom 30 dana bile potopljene
bravice. Testirano je tri tipa konvencionalnih (Mini Sprint, Quantum, Inspire Ice) i Cetiri
samoligirajucih bravica (Speed, QuicKlear, In-Ovation C i Damon 3). Tripansko modrilo je
rabljeno za odredivanje stani¢ne vijabilnosti i promjena u broju stanica prije izlaganja i nakon
njega.

Rezultati: Nisu pronadene statisticki znacajne razlike u stani¢noj vijabilnosti izmedu metalnih,
keramickih 1 polimernih bravica te samoligiraju¢ih bravica nacinjenih od kombinacije tih
materijala no vijabilnost je bila znacajno visa u usporedbi s pozitivnom kontrolom (p<0.05).
Safirne keramicke bravice (Inspire Ice) imale su visoku vijabilnost, najveéi porast broja
stanica 1 najniZi stupanj oksidacijskog stresa. Visu koncentraciju biljega oksidacijskog stresa
imale su potpuno metalne bravice (Speed i MiniSprint) i poliuretanske bravice (Quantum) u
odnosu na negativnu kontrolu (p<0.05).

Zakljucak: Svi tipovi ortodontskih bravica, bez obzira na gradbeni material, izvor su
oksidacijskog stresa in vitro, no najveci stres induciraju potpune metalne i poliuretanske
bravice. Keramicke bravice pokazuju najvisi stupanj biokompatibilnosti u usporedbi s

polimernim i metalnim bravicama te onima nacinjenima od kombinacije tih materijala.

Kljuéne rije¢i: Oksidacijski stres; Ortodontske bravice; Testovi genotoksicnosti; Testovi

mutagenosti.



SUMMARY

Objectives: To investigate the differences in level of oxidative stress induced by the
conventional and self-ligating brackets made of different metallic and aesthetic materials.
Material and methods: Concentration of oxidative stress marker 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine
(8-OHdG) in DNA of murine fibroblast cells L929 was assessed after in vitro exposure to
artificial salive of controlled pH 6.75+0.15 in which during the 30 day period brackets were
immersed. Three types of conventional (Mini Sprint, Quantum, Inspire Ice) and four types of
self-ligating brackets (Speed, QuicKlear, In-Ovation C i Damon 3) were tested. To determine
the viability and the changes in number of cells before and after exposure trypane blue dye
was used.

Results: There was no significant difference in cell viability between metal, ceramic,
polymeric brackets and self-ligating brackets made of combination of those materials, but
viability was significantly higher compared to positive control (p<0.05). Sapphire ceramic
bracket (Inspire Ice) showed high viability, the largest increase in the number of cells and the
lowest oxidative stress. A higher concentration of markers of oxidative stress was observed in
the full metal brackets (Speed and MiniSprint) and the polyurethane brackets (Quantum)
compared to negative control (p<0.05).

Conclusion: All types of orthodontic brackets, regardless of the constituent materials are a
source of oxidative stress in vitro, but the highest stress induce full metal and polyurethane
brackets. Ceramic brackets show the highest degree of biocompatibility compared with

polymeric and metal brackets, and those made from combinations of these materials.

Key words: Genotoxicity tests; Mutagenicity tests; Orthodontic brackets; Oxidative stress.
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1. UvOD



Ispravljanje nepravilnog polozaja zubi i zagriza fiksnim ortodontskim napravama
edgewise tipa danas je vrlo Cesta i u djece i u odraslih, a u prosjeku traje dvije do tri godine.
Kako su naprave duze vremena pri¢vrS¢ene na zube u ustima, vrlo je vazno ispitati sve
moguce ucinke produzenoga bioloskog ucinka njihovih gradbenih materijala na stanice, tkiva,
organe i cijeli organizam (1). Ortodontski materijali i naprave mogu djelovati toksi¢no i/ili
kao alergeni izazivajuci pritom odgodene reakcije preosjetljivosti (2). Mnoge sirovine koje se
rabe u sintezi materijala za razliite namjene testirane su ve¢ U proizvodnji te ih proizvodaci
deklariraju kao biokompatibilne. Medutim, sirovina ili sastavni dio moze se promijeniti
procesom obrade ili pripreme, stoga je prijeko potrebno provoditi njihovo ispitivanja. (3).
Dobra stani¢na i tkivna podnosljivost je presudna pri uporabi dentalnih materijala jer dolaze u
izravni dodir sa zivim tkivom (4).

Fiksne ortodontske naprave edgewise tipa sastoje se od bravica i cjevcica zalijepljenih
za zube te povezanih zi¢anim lukom koji se za bravice pri¢vrste nekim ligiraju¢im sredstvom
ili mehanizmom. Obic¢no su izradene od slitina koje sadrze metale Zeljeza, kroma, molibdena i
nikla. Konvencionalne edgewise bravice izradene su od plemenitog ¢elika, a u novije vrijeme
izraduju se i estetske varijante od polikarbonatnih, poliuretanskih i polioksimetilenskih
polimera, kompozitnih smola, aluminijoksidne i cirkonijoksidne keramike te umjetnog safira
(5). Samoligirajuce bravice su u Siru klinicku uporabu usle posljednjih nekoliko godina, a u
sebi imaju ugradeni pasivni ili aktivni ligirajuci element — kvacicu (engl. clip) koja se izraduje
od plemenitog celika, legure nikal-titana ili kobalt-kroma, a radi poboljsanja estetike
retiniraju¢a kvacica moze biti obloZzena rodijem (6). Radi poboljsanja estetike, a zadrzavanja
mehaniCkih svojstava, samoligiraju¢e ortodontske bravice izraduju Se U raznim
kombinacijama navedenih metalnih i estetskih materijala. Bioloski u¢inak takvih bravica
sastavljenih od kombinacije raznih materijala jo§ nije dovoljno istrazen. Dosadasnja

istrazivanja samoligiraju¢ih bravica temeljila su se na njihovu bimehani¢kom ucinku,



ekonomicnosti, efikasnosti i stabilnosti rezultata, privlacnosti njihova izgleda i prihvacenosti
od pacijenata (7, 8).

Usna Supljina je dinami¢no mjesto, a slina dinami¢ni medij sklon promjeni pH u
ovisnosti o prehrani. Njihova fizioloska, toplinska, mikrobioloska i biokemijska svojstva
pruzaju idealno okruzenje za biodegradaciju dentalnih materijala i ortodontskih naprava (3, 4,
9, 10), a time se olakSava otpustanje produkata korozije metala koji su povezani sa Stetnim

posljedicama za zdravlje, kao $to su stani¢na i genetska toksi¢nosti (1, 4, 11).



1.1. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres je poremecaj u ravnotezi oksidacijsko-redukcijskih procesa u organizmu
pri ¢emu je pomak ravnoteze usmjeren prema oksidaciji (12). Rije¢ je 0 stanju prekomjernog
stvaranja kisikovih slobodnih radikala pri ¢emu dolazi do gubitka ravnoteze stvaranja
slobodnih radikala i moguénost neke stanice da ih razgradi, a rezultira promjenama vezanim
uz ostecenje stanica. Drugim rijec¢ima, oksidacijski stres se moze definirati kao ostecenje tkiva
uvjetovano poremecajem ravnoteze pro- i anti-oksidacijskog sustava. Oksidacijsko oste¢enje
moze utjecati na strukturu i funkciju brojnih biomolekula (polinezasi¢enih lipida,
ugljikohidrata, proteina i nukleinskih kiselina), sto kona¢no rezultira promjenama u strukturi i
funkciji stanica, tkiva i organa. Tako nastala oStecenja mogu narusiti homeostazu iona,
prijenos signala u stanici, gensku transkripciju i dovesti do drugih poremecaja (12).

Oksidacijski stres ima za posljedicu prekomjerno stvaranje kisikovih slobodnih radikala, a
Stetno utjece 1 na strukturu molekula, pri ¢emu kao krajnji rezultat nastaju promjene u tkivima
i organima. Slobodni radikal je svaka kemijska vrsta sposobna za samostalan Zivot koja u
vanjskoj ljusci posjeduje jedan ili vise nesparenih elektrona. Sve slobodne radikale
karakterizira iznimno visoka reaktivnost, S$to je rezultat njithova nastojanja da popune valentnu
orbitalu 1 time postignu stabilnu elektronsku konfiguraciju. Biokemijski su najznacajniji
hidroksilni i superoksidni radikali kao reaktivni oblici kisika, te radikali dusiénog monoksida i
dioksida (12).

Redukcija molekularnog kisika do vode uz sudjelovanje enzima citokrom oksidaze na
Unutras$njoj membrani mitohondrija ili plazma membrani bakterija je najvazniji izvor energije
za aerobne organizme. Medutim, nepotpunom redukcijom kisika nastaju toksicni
meduproizvodi poznati kao kisikovi slobodni radikali. Naime, redukcijom kisika s jednim
elektronom nastaje superoksidni anion radikal (O;). Njegovom dizmutacijom pomocu

superoksid dizmutaze stvara se H,O,, koji takode nastaje redukcijom kisika s dva elektrona.



Vodikov peroksid nema nesparenih elektrona i nije slobodni radikal, ali je prethodnik vrlo
reaktivnoga hidroksilnog radikala (OH"). Ovaj visoko reaktivni oblik nastaje reakcijom
izmedu H,O; i O, u prisustvu dvovalentnih kationa, a naziv se Haber - Weissova reakcija (13,
14). Takoder, hidroksilni radikal nastaje od vodikova peroksida sudjelovanjem tranzicijskih
metalnih kationa kao §to su Fe?* i Cu® u takozvanoj Fentonovoj reakciji. Ekscitacija
molekularnog kisika uvjetuje promjenu spina jednog od elektrona zbog ¢ega nastaje singlentni
kisik ('O,) (15).

Izvor slobodnih radikala mogu biti endogeni i egzogeni. Endogeni slobodni radikali u
organizmu mogu nastati tijekom metabolizma Kkisika, fagocitoze, kemotaksije, apoptoze,
koagulacije, hipoksije ili hiperoksije. Egzogeni izvor slobodnih radikala mogu biti fizikalni ili
kemijski agensi poput dima cigarete, lijekovi, prehrana, pesticidi, neki metali, radioaktivno ili
UV-zracenje (16). Hidroksilni radikali su najreaktivnija poznata vrsta reaktivnog oblika
kisika, a mogu reagirati kao inicijatori autooksidacije lipida, izazvati oSteCenje proteina,
nukleinskih kiselina, ugljikohidrata te drugih organskih molekula ukoliko dolazi do sinteze u
njihovoj blizini. Slobodni radikali se konstantno generiraju in vivo i uzrokuju oksidacijsko
oSteCenje biomolekula, a cijeli proces se kontrolira mnogobrojnim antioksidansima,
reparatornim sustavima te zamjenom oStecenih nukleinskih kiselina, proteina 1 lipida.
Primarna zastita stanice od produkcije slobodnih radikala je reduciranje kisika do vode
prijenosom Cetiriju elektrona pomocu citokrom oksidaze, bez stvaranja kisikovih radikala kao
meduproizvoda (17). Drugi smjer zaStite od slobodnih radikala je omogucen enzimima
(superoksid dizmutaza, katalaza, peroksidaza) koji kataliziraju uklanjanje meduproizvoda
redukcije kisika (18). Treci sustav zastite je dopunjen nivoom antioksidanta male molekularne
tezine kao $to su vitamini E i C te reducirani glutation (18).

DNA je vjerojatno bioloski najznaCajnija meta oksidacijskog napada, a ucinak

slobodnih radikala na DNA manifestira se u dimerizaciji pirimidina, izmjeni ili gubitku baza,



jednolanc¢anim i dvolancanim lomovima, lomovima vodikovih veza te oksidaciji dusikovih
baza (12). Ostecenje DNA oksidacijskim stresom ne mora se nuzno povezivati s direktnim
djelovanjem agensa, nego i s oStecenjem posredovanim interakcijom nekoga Stetnog agensa s
drugim makromolekulama i procesima. Smatra se da dugotrajno oksidacijsko oste¢enje DNA
ima vaznu ulogu u cijelom nizu patofizioloskih procesa koji ukljucuju karcinome,
aterosklerozu, neurodegenerativne poremecaje, infektivne i autoimune bolesti, dijabetes,
hemolize i starenje (12, 17).

Poznato je da industrijska oneciS¢enja mogu uzrokovati genotoksi¢ne ucinke koji se
odituju u promjenama na strukturi DNA. Spomenute promjene na DNA mogu inducirati
mutagenezu (promjene genetske informacije), teratogenezu (razvojne malformacije),
klastogenezu (cijepanje kromosoma) i karcinogenezu (rak ili neoplazmu). Brojna istrazivanja
proucavala su utjecaj egzogenih c¢imbenika, posebice iz radne okoline, na nastanak
oksidacijskog stresa. Izgleda da izlozenost azbestu povecava biljege oksidacijskog stresa u
leukocitima za dva puta (19). I ekspozicija silikatnoj prasini bi mogla uzrokovati oksidacijski
stres, a manji oporavak oSteCene DNA mogao bi biti povezan s veéim postotkom zracne
opstrukcije pluca kod pacijenata sa silikozom (21). Dugotrajni kontakt s organofosfatnim
pesticidima mogao bi uzrokovati oksidacijski stres i oste¢enje DNA u poljoprivrednika, ¢ime
se izlozenost pesticida dovodi u svezu s karcinomima i neuroloskim bolestima (22).
Izlozenost kromu i kobaltu iz industrije, ali i njihovo otpustanje iz ugradenih kirurskih
implantata, poput kukova, moglo bi biti ¢imbenik nastanka oksidacijskog stresa (23), iako
neka istrazivanja to ne potvrduju (24).

Loft i suradnici identificirali su tri ¢imbenika povezana s pove¢anom razinom biljega
oksidacijskog stresa 8-hidroksi-2'-deoksigvanozina (8-OHdG) u urinu - puSenje, indeks
tjelesne mase i spol (25). Duhanski dim, uz kemijske komponente, sadrzi i radioaktivne

komponente, kao i katran u razli¢itim koncentracijama. Polonij 210, koji se nalazi u



duhanskom dimu, emitira alfa Cestice visoke energije koje se apsorbiraju u okolna tkiva, a
uzrokuje i kromosomska osteéenja (26).

Kod pusaca je zabiljeZzena 1.5 puta veca razina biljega oksidacijskog stresa u urinu
nego kod nepusaca. Kod zena su i pusenje i indeks tjelesne mase bili znacajno povezani s
oksidacijskim stresom, dok je kod muskaraca samo puSenje bilo grani¢no bitan ¢imbenik.
Medutim, veéa razina urinarne ekskrecije markera oksidacijskog stresa u pusaca nije se
smanjila dodavanjem antioksidansa, ve¢ prestankom pusenja (27). Assami i dr. izvijestili su o
gotovo dvostruko visoj razini markera oksidacijskog stresa u leukocitnoj DNA, ali i 1,6 puta
veéi kapacitet oporavka oSteCene DNA kod pusaca nego kod nepusaca (28). Izgleda da na
razinu markera oksidacijskog stresa i reparatornu aktivnost DNA u leukocitima ne utjece
samo pusSenje nego i zivotni stil, okolis i1 genetika. Pronadena je pozitivna korelacija izmedu
pusenja duhana i razine markera oksidacijskog stresa koja je ovisna o intenzitetu i trajanju
pusackog staza kod aktivnih i biv§ih pusaca. U pusSaca je zabiljeZzena 1.43 puta viSa razina
markera u nekanceroznom tkivu pluca nego u nepusaca (28). Ipak, ne mogu sve studije
potvrditi utjecaj puSenja na oksidacijski stres. Neki autori su ¢ak pronasli nize razine markera
u leukocitima pusaca nego u nepusaca te obrnuti odnos izmedu razine markera i intenziteta te
trajanja pusackog staza (29).

Danas je zivotni i radni ¢ovjekov okoli§ nepredvidiva mjeSavina kemijskih spojeva,
od kojih neki mogu djelovati kao mutageni ili karcinogeni. Lagorio i suradnici (30) proucavali
su odnos izmedu izlozenosti benzenu, toluenu i ksilenu i markera oksidacijskog stresa kod
radnika na benzinskim crpkama. Autori su izvijestili o znacajnoj korelaciji izmedu
oksidacijskog stresa i prosje¢ne godisnje izlozenosti benzenu. NO izloZenost toluenu i ksilenu,
iako visoko koreliraju s razinama benzena, nije utjecala na urinarnu koncentraciju biljega.
Ograni¢enja ove studije odnose se na procjenu izlozenosti koja nije bila dobivena iz podataka

ove studije, i na mogucénost da i ostali sastojci benzina mogu uzrokovati oksidacijsko



oste¢enje DNA. Neki podatci upucuju na ¢injenicu da toluen moze sprijeciti genotoksi¢nost
benzena. Kod izlozenosti jednakoj koncentraciji benzena radnice (zenski spol) pokazale su
znacajno vise razine 8-OHAG nego radnici (muski spol), dok s druge strane nije bilo zna¢ajne
razlike u nivou limfocitne 8-OHdG izmedu zenskih i muskih zdravih pripadnika i kontrolne
skupine (31).

Primijeen je =znacajan porast markera oksidacijskog stresa u limfocitima
brodogradevnih radnika izlozenih stirenu u usporedbi s kontrolnom skupinom. Medutim,
nema dokaza da je izlozenost stirenu duze od 10 godina znadajnija za prozvodnju

oksidacijskog ostec¢enja DNA nego izlozenost u kra¢im razdobljima (32).



1.2. Detekcija biljega oksidacijskog stresa

Detekcija slobodnih radikala je vrlo komplicirana zbog njihova kratkog poluzivota te
je detekcija usmjerena na produkte / biljege oksidacijskog stresa — modificirane nukleozide,
pri ¢emu je najveci interes na mjerenju 8-hidroksi-2'-deoksigvanozina (8-OHdG) (13, 19, 33).
Biomarker ili biljeg definira se kao karakteristika koja se moze objektivno mjeriti i dokazati
kao indikator normalnog ili bolesnog procesa ili farmakoloskog odgovora (34). Mjerenje
adekvatnog biljega oksidacijskog stresa moze nam ukazati ne samo na ranu pojavu bolesti,
njezinu progresiju i procjenu efikasnosti terapije, ve¢ i pomoci U rasvjetljavanju
patofiziolo§kih mehanizama osteenja tkiva djelovanjem oksidacijskog stresa, u predikciji
prognoze bolesti i izboru adekvatnog lijecenja u ranim stadijima bolesti.

Veliko biolosko znacenje 8-OHdG je u njezinoj sposobnosti da inducira transverziju
gvanina u timin, $to je jedno od najéesc¢ih somatskih mutacija koji se nalaze u karcinomu.
Dosadasnja istrazivanja efekata kroni¢ne izloZenosti raznim okoliSnim ¢imbenicima na
koncentraciju 8-OHdG u leukocitima i urinu do sada su producirali kontroverzne rezultate, pri
¢emu istrazivanja financirana od industrija negiraju, a nezavisna uglavnom potvrduju
oste¢enje DNA (19). Do sada je proucavana kroni¢na izloZenost nanocesticama, nikotinu,
metalima, azbestu, azo-bojama, benzenu, policiklickim aromatskim ugljikovodicima,
silikatima, stirenu, toluenu, ksilenu te Cesticama nastalima u industriji stakla i gume (13).
Dostupni podatci upuc¢uju da jos uvijek nedostaje dobro utvrden odnos doza — u¢inak izmedu
dugotrajne izloZenosti nekoj supstanciji i indukcije 8-OHdG te su potrebna daljnja istrazivanja

da bi se postigao konsenzus za razinu 8 OHdG.



HN "\> o N
I I
H,N N N )\\N N
H,N
Oh 2'-dG OH 8.0H-dG

Slika 1. Nastajanje 8-OHdG od kisikovih radikala (preuzeto iz 35)

Nastajanje 8-OHAG u DNA i njegova ekskrecija u urin ¢esto su mjereni kako bi se
procijenio oksidacijski stres kod ljudi. Naj¢es¢e mjereni biljezi oksidacijskog oste¢enja DNA
u bioloskom nadzoru provedenom kod ljudi su 8-OHdG u leukocitima DNA i izlu¢ivanje 8-
OHdG u urin. 8-OHdG je ostatak nastalih slobodnih radikala gvanozina u DNA. Kada je
stani¢ni promet oSte¢en, on pusSta svoj sadrzaj u krvotok. Taj gvanozin bude eliminiran i
naden netaknut u urinu kao 8-OHdG. Smatra se da koli¢ina modificiranih nukleotida koji su
izluCeni u urin predstavlja oksidacijsko ostecenje DNA cijeloga tijela. Ipak, ne postoji
direktan dokaz ravnoteze izmedu oksidacijskog oste¢anja DNA jezgre i izlu¢ivanja 8-OHdG u
urin. Da bi se provjerila djelotvornost urinarnog 8-OHdG, stakorima je dana intravenozna
injekcija 8-OHdG (34, 36). Ovaj test je pokazao da je doslo do 66% oporavka unutar 24 sata
skupljanja urina i nije zabiljezena degradacija 8-OHdG. Otkrilo se da je prehranom uneseni
dio 8-OHdG u izlu¢evinama od malog znac¢enja (<2% od cjelokupno pronadenog 8-OHdG).
Kada ga usporedimo s odredivanjem 8-OHdG u leukocitima DNA, mjerenje urinarnog 8-
OHdG nudi neke prednosti: metoda nije invazivna, nema produkcije artefakta za vrijeme
procesa uzimanja uzoraka, 8-OHdG se dalje ne metabolizira i pokazuje visoki nivo stabilnosti
u urinu, a njegovo izlu¢ivanje ¢e vjerojatno odrazavati oksidacijska ostec¢enja i popravak svih

stanica u organizmu.
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Za detekciju 8-OHAG u DNA najcesce se koriste metode: visoko djelotvorna
teku¢inska kromatografija (HPLC) s elektrokemijskom detekcijom (EC), plinska
kromatografija s masenom spektrometrijom (CG-MS), 32P-post oznacavanje, metode koje se
baziraju na uporabi formamidopirimidina DNA N-glikozilaze te imunoenzimatski test ELISA.

Metodu za detekciju 8-OHAG uz pomo¢ HPLC-EC uvedena je 1986. godine (37). Ova
tehnika je, s razli¢itim modifikacijama, Cesto primjenjivana u posljednjem desetljecu.
Protokol ukljucuje enzimsku hidrolizu kako bi se razlomila DNA, separaciju na stupcu C18 i
EC detekciju 8-OHdG. Rezultat se izrazava u koli¢ini 8-OHdG koji je uoéen po koli¢ini
neostecenog dG (8-OHAG/10 na 5 dG).

Plinska kromatografija s masenom spektrometrijom (CG-MS) izuzetno je specifi¢na i
osjetljiva tehnika za kvantitativhu analizu individualnih produkata oksidiranih DNA baza,
ukljucujuéi 8-oksoguanin (38). Ipak, nedostatak ove metode mozda je oksidacija gvanina za
vrijeme derivatizacije 8-oksoguanina trimetilsilacijom prije CG-MS (39). Vrijednosti
dobivene ovom metodom su 10-50 vise od onih koje su izmjerene uz pomo¢ HPLC-EC (40).

32P-post oznacavanje se koristi kako bi se pokazalo da su reaktivni oblici kisika
sposobni potaknuti velika podvlacenja in vitro putem direktne DNA oksidacije (41). Ulozili
su se veliki napori kako bi se razvili 32P-post oznacavajuéi testovi za osjetljivu detekciju 8-
OHdG-a. Sa 32P-post oznacavanjem uzorci su izlozeni ionizirajucoj radijaciji koja moze
uzrokovati oksidaciju deoksigvanozina (dG) kod 8-OHdG. Kako bi se smanjio rizik artefaktne
produkcije 8-OHAG za vrijeme obrade, izuzetno je vazno da se odvoji 8-OHdG od dG prije
post obiljezavanja (42).

Formamidopirimidina  DNA N-glikozilaze (FPG) uklanja 8-OHdG te otkriva
oksidirane pirimidine, odnosno promijenjene purine ostavljaju¢i AP mjesta koja su prebacena
u DNA rubove veza s pomocu odgovaraju¢e AP endo nuklearne aktivnosti. Prema tome

upotreba enzima specificnih za lezije omogucava uvodenje dodatnih rubova veza na mjestima
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gdje je doslo do oksidacijskih oste¢enja. Ovaj pristup je primijenjen i u razli¢itim metodama:
jednostruki gel elektroforeze (komet test) (43), tehnika luznate evaluacije (44) i luznato
odmotavanje (45). Ovi testovi ne trebaju ekstrakciju DNA i ¢ini se da su manje skloni
artefaktima, a rezultati su nizi od onih dobivenih putem HPLC-EC.

Komet test (CA) i Mikronukleus test (MN) jednostavni su testovi za procjenu
genotoksi¢nog rizika. Kada se provjerava neka tvar ili kemijski spoj, zapravo se testira izaziva
li on kakve promjene u genomu stanice, tj. promjene na razini kromosoma ili gena. Time se
otkriva je li spoj toksi¢an za organizam ili nije.

Komet test se radi tako da se stanica ili jezgra izlozi nekom agensu, te se stavi u
alkalne uvjete i pusti na elektroforezu. Jezgra putuje kroz elektroforezni gel, manji komadici
putuju prvi jer lakSe prolaze kroz gel. Ako ima puno manjih komadica, znaci da je agens
potrgao jezgru i njen geneticki material te je citotoksi¢an za organizam.

Mikronukleus je test (MN) sloZeniji, za njega se koriste stanice koje se Cesto dijele, jer
se ispituje stanica u mitozi. Takve se stanice takode izloze nekom stranom agensu i puste se
da udu u mitozu. Ako se nakon nje primijeti mali mikronukleus (mala jezgrica) nakon diobe,
znaci da se ili dio kromosoma ili cijeli kromosom odvojio. To znaéi da je doti¢ni agens oStetio
geneticki materijal, te je on po standardima toksic¢an.

Prednost je imunoenzimskih testova (ELISA) da se prili¢no lako provode. ELISA
(eng. enzyme-linked immunosorbent assay) ili enzimski imunovezujué¢i test kombinira
specifi¢nost reakcije antigen-antitijelo i osjetljivost jednostavne enzimske reakcije, $to ovoj
tehnici osigurava visoku osjetljivost i selektivnost. Zahvaljujuci tomu, omogucuje odredivanje
niskih koncentracija analita (do ng / ELISA Kkg), ¢esto uz relativno jednostavnu pripremu
uzorka, a istovremeno ne treba zahtjevnu i skupu opremu poput kromatografskih tehnika. Uz
to, ELISA se radi na standardnim mikrotitarskim plocama s 96 jaZica, Sto omogucuje

istovremeno ispitivanje velikog broja uzoraka. Postoji niz varijacija ELISA tehnike. Sve
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imaju isti osnovni princip: temelje se na reakciji antigen-antitijelo, a koli¢ina analita odreduje
se na temelju promjene boje kromogena uz prisutnost enzima. Tri su osnovna tipa: direktni,
indirektni 1 tzv. sendvi€ test. Sva tri sustava mogu se temeljiti na kompeticijskoj ili
inhibicijskoj tehnici. Nakon ekstrakcije i probavljanja DNA, kojoj je uslijedila imuno srodna
purifikacija i imunoenzimski test, odredivanje koli¢ine 8-OHdG, moze se demonstrirati dobra
korelacija s vrijednostima dobivenim putem HPLC.

Unato¢ znacajnim naporima za poboljSanje analize 8-OHdG i za odredivanje
prediktora formiranja 8-OHdG, broj pitanja koji se odnose na pojavu artefaktne pozadine i
¢imbenika okruzenja koji utjeCu na stabilno stanje razine 8-OHdAG ostaju jo§ uvijek
neodgovorena (16). Naime, postoje znacajne medulaboratorijske razlike u osnovnim razinama
ovog biomarkera i veliki broj razlicitih ¢imbenika (primjerice dob, spol, prehrana, pusenje,
konzumacija alkohola, fizi¢ka aktivnost, vitaminski deficit) mogu utjecati na stvaranje 8-
OHdG. Osim toga, prisustvo 8-OHdG u DNA i u urinu moZe ovisiti i o nekim drugim
¢imbenicima poput kapaciteta oporavka DNA 1 upalne reakcije. O utjecaju izloZenosti na
radnom mjestu postoje oprecni rezultati, a stvaranje ili eliminacija 8-OHdG moze pokazati
znacajnu razli¢itost medu pojedincima ili ¢ak pojedina¢no. Nadalje, potreban je daljnji rad

kako bi se utvrdila dobro utemeljena razina 8-OHdG.
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1.2. Biokompatibilnost dentalnih materijala i ortodontskih naprava

Studije biokompatibilnosti u ortodontskoj domeni ¢esto Su usmjerene na koroziju zica
i bravica, citotoksi¢ni u¢inak metalnih iona na kulturu stanica i obraznu sluznicu i hiperplaziju
gingive te promjene salivarnih parametara (1 - 4, 10, 11, 46 - 48). Biokompatibilnost je
sposobnost materijala da harmoni¢no koegzistira s bioloskom ravnotezom domacinskog tkiva
I tijela bez uzrokovanja Stetnih promjena (49- 51). Biokompatibilnost se dijeli na povrSinsku i
strukturnu (52). Povrsinska kompatibilnost bazirana je na povrsinskoj morfologiji i oznacava
kemijsku, biolosku i fizikalnu uskladenost materijala s domac¢inom. Strukturna kompatibilnost
predstavlja optimalnu prilagodbu mehanickom ponaSanju domacinskog tkiva. U strukturnu
kompatibilnost ubrajaju se mehanicka svojstva materijala — modul elasti¢nosti, ¢vrstoca, oblik
i minimalna medupovrsinska napetost na sucelju materijala i tkiva (52).
Genotoksi¢nost se definira kao nepozeljno djelovanje agenasa na geneti¢ki materijal, a ovisno
0 intenzitetu, stanica se oporavlja, zapocCinje neoplasti¢ni rast ili umire. Citotoksi¢nost se
definira kao nepoZeljno djelovanje agenasa na stanicu kao cjelinu, §to u konacnici moze
dovesti do smrti stanice ili slijedi oporavak. To znaci da genotoksi¢nost podrazumijeva ili
mutagene ili kancerogene procese (53). Znacenje genotoksi¢nosti je u tome S§to niske
koncentracije agensa ne pokazuju ucinke koji se mogu zamijetiti na razini funkcioniranja
stanice 1/ili organizma, ali u dugotrajnoj izloZenosti uslijed djelovanja na geneticki materijal
mogu dovesti do razvoja neoplazmi i smrti Citavog organizma.
Toksi¢nost se definira kao sposobnost agensa da narusi homeostazu u mjeri Stetnoj za
zdravlje: na razini stanice, na razini organa, organskih sustava ili cijelog organizma (zbroj
ucinaka na razini pojedinih stanica, organskih sustava ili cijelog organizma) (53).
Specificna toksi¢nost predmnijeva stanje kada agens/noksa ispoljava neZeljene ucinke
isklju¢ivo u odredenom tipu stanica (neurotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost, hepatotoksicnost...),

dok se kod nespecifi¢ne toksi¢nosti nezeljeni ucinci o€ituju u svim tipovima stanica.
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Malobrojna su istrazivanja o genotoksi¢nosti ortodontskih naprava i uglavnom su bazirana
samo na ispitivanje ucinaka konvencionalnih celicnih bravica (53,54). Procjena
citotoksi¢nosti je dio inicijalnog vrednovanja biokompatibilnosti, a odreduje se koristenjem
razli¢itih metoda poput brojenja prezivjelih stanica, mjerenja raspona proliferacije stanica,
sinteze stani¢nih makromolekula ili odredivanja enzimske aktivnosti (55).

Ortodontske naprave su u oralnom okruzenju izlozene velikom broju potencijalno
Stetnih fizi¢kih i kemijskih agenasa koji mogu dovesti do korozije metalnih komponenti tih
naprava (56). Korozija je destrukcija metala i legura usljed kemijske i elektrokemijske
reakcije s okolnom sredinom. Korozija se karakterizira ravnomjernim smanjenjem debljine
materijala, bez znacajnijeg lokaliziranog napada, dok se piting (rupicasta) korozija definira
kao izrazito lokalizirani korozivni napad, pri kome dolazi do stvaranja poroznih jamica ili
pitova. Do pitova dolazi u prisustvu halogenih iona, narocito CI'. Pri koroziji metala na
njihovoj povrsini se istovremeno dogadaju dvije ili viSe elektrokemijskih reakcija. Anodnu
reakciju predstavlja otapanje metala, odnosno prelazak metalnih iona u otopinu. Katodnu
reakciju predstavlja redukcija nekoga oksidacijskog sredstva koje je prisutno u otopini. To je
najcesce redukcija kisika. U kiseloj sredini se naj¢es¢e odvija i reakcija redukcije vodikovih
iona. S povecanjem temperature raste sklonost metala i legura formiranju pitova, a lakse se
stvaraju na mjestima metalurske heterogenosti materijala.

Kako bi se sila dovela sa Zice na zub, bravice bi trebale imati odredenu snagu i
¢vrstocu, trebale bi imati gladak utor kako bi se smanjila otpornost na trenje, i naravno glatku
povrsinu kako bi se smanjilo zadrzavanje plaka. Ortodontske bravice su proizvedene tako da
imaju trodimenzionalnu preskripciju za svaki zub, pa bi trebale imati visoku otpornost na
koroziju i dobru biokompatibilnost. Keramicke bravice su pokazale lomljivost, i ponekad se
kod njihova skidanja odlomi i dio zubnoga caklinskog sloja. Keramika je druga po ¢vrstoci

iza dijamanta te je kao takva puno ¢vrS¢a od zubne cakline, stoga kada pacijent grize na
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bravicu cesto dode do abrazije zubne cakline antagonista. lzgleda da ove bravice u
kombinaciji s bilo kojim lukovima, osim nikal titanskim, proizvode najvece frikcijske sile,
jednako u vlaznim ili suhim uvjetima (57). Polimerne bravice su pokazale da lako gube boju i
imaju nisku otpornost na deformaciju kod torkviranja. Metalne bravice od nehrdajuéeg celika
pokazale su osobine najblize idealnim i naj¢esce se koriste. Ortodontska naprave su uglavnom
napravljene od austenitickoga nehrdajuceg celika koji je dizajnirao American Iron and Steel
Institut (AISI) kao seriju 300. U ortodonciji se najéescée koriste tipovi 304, 316 te 17-4 PH SS
za proizvodnju bravica, prstenova i zica. Vecina ima 18-20% kroma, 8-10% nikla, manju
koli¢inu mangana i silicija te ugljika manje od 0,03%. Medutim, lokalizirana korozija ovih
materijala moze se ucestalo pojavljivati u oralnom okruzenju (58). Medu proizvodima
metalne korozije koji mogu uéi u tijelo (59) ioni nikla privlace posebnu pozornost zbog svojih
karcinogenih, mutagenih, alergenih i genotoksi¢nih utjecaja. Nikal je ugraden u sve legure
austenitickoga nehrdajuceg cCelika kako bi poboljsao antikorozivna svojstva legure, dok se
krom dodaje da poboljsa stvaranje antikorozivnoga pasivnog sloja. Alternativne legure sa
smanjenim udjelom nikla i titana potiskuju tradicionalne legure od nehrdajuceg celika u
proizvodnji ortodontskih materijala i naprava, posebno za osobe osjetljive na nikal. Ipak,
biokompatibilnost legura sa smanjenim udjelom nikla do sada nije dovoljno ispitana.
Otpornost ortodontskih legura ovisi o okruzenju u ustima, Sto opet ovisi 0 nekoliko varijabli
poput koli¢ine i kvalitete sline te pH hrane i pi¢a (60). Smanjujué¢i pH sa 6.75 na 3,5 ,
povecava se otpustanje iona za prosjecno 37 puta, s najvecim povecanjem za krom (1:106), a
najmanjim za titan. Ovi rezultati potvrduju hipotezu da niska pH vrijednost smanjuje
otpornost dentalnih legura na koroziju (46). Izgleda da sila koja se prenosi s aktiviranog luka
na slot bravice kao i trenje tijekom slobodnog klizanja po luku, utjec¢e na promjene materijala
u usnoj Supljini. Promjena temperature u ustima moze snazno utjecati na osobine lukova i

opruga od nikal titana tako da je njihova otpornost na pucanje smanjena. Buduci da ioni nikla
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nisu snazno povezani s metalnim spojevima, veca je vjerojatnost za sporije oslobadanje iona
nikla iz legurnih povrs$ina, a sve to skupa moze imati implikacije na biokompatibilnost ovih
materijala (4). Otpornost legure na koroziju ovisi 0 pasivnom filmu koji se spontano formira
(pasivizacija) 1 ponovo se stvara (repasivizacija) u zraku i u uvjetima vlaznog tkiva.
Mehanicko ili kemijsko razaranje ovog sloja, ili izloZenost tvari koja ga otapa, i sprjecava
njegovo oporavljanje, rezultirat ¢e u koroziji. Kako bi se stvorio, potreban je Kisik, dok
kiselost 1 Kloridni ioni mogu za nj biti posebno $tetni. Na makroskopskom nivou korozija je
karakterizirana hrapavos¢u povrsine bravica koja je ¢esto udruzena s odlaganjem korozivnih
produkata. Ovo je kontinuiran proces, a efekti su kumulativni, pa tako u slotu bravice moze
biti progresivan porast povrsne hrapavosti, ili korozivni proces koji se povecava S vremenom.
Ovo moze uzrokovati smanjenu otpornost na trenje kod klizajuée mehanike i kona¢no utjecati
na tijek ortodontskog tretmana (61) .

Povecavanje udjela kroma u leguri rezultira u smanjenju trenuta¢ne pasivne gustoce,
poveéava se mogucnost lomljenja i oStecivanja, a isto tako se smanjuje trenutacna kriti¢éna
gustoca 1 potencijal potreban za pasivizaciju. Nikal se dodaje kako bi se smanjila trenutacna
kriti¢na gustoca, dok molibden ima snazan efekt na smanjivanje trenutacne kritiéne gustoce i
smanjuje mogucnost za pitic¢asti korozivni potencijal.

Nikal - titanski lukovi sadrze 47% - 50% nikla i najbogatiji su izvor nikla u
intraoralnom okruZenju jednoga prosje¢noga ortodontskog pacijenta (4). Postoji trend
drzavnih zakona da se sve viSe uzima u obzir moguénost razli¢itih reakcija na nikal i istakne
potrebu pacijentove svijesti o moguéim nezeljenim posljedicama. Materijali koji su smjesteni
u usnoj Supljini, kao lukovi i bravice, pokazuju stalnu reakciju s ¢imbenicima okruzenja koji
su tu prisutni. Slina moze sadrzavati kiselinu nastalu iz degradacije i raspadanja hrane.
Dokazano je prisustvo streptokoknih kolonija na elasticnim ligaturama nakon intraoralne

izlozenosti i djelovanju flore usta. Akcija mikrobne kolonizacije je dvostruka: najprije neke
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vrste mogu metabolizirati metale iz legura, a onda mikrobni bioprodukti i metabolicki procesi
mogu mijenjati uvjete mikrookruzenja smanjujuéi pH i tako pridonose nastanku korozivnih
produkata. Eliades i Athanasiou su pokazali korozivne procese na zubnoj caklini koja je
apsorbirala produkte korozije nakon skidanja metalnih i plasti¢nih bravica, a prije skidanja
ljepila (4). Dio korozivnih produkata moze se preseliti u gastrointestinalni trakt za normalnog
zvakanja.

Nikal i krom imaju dermatoloske, toksikoloske i mutagene efekte (62). Nikal je najcesci
uzro¢nik kontaktnoga alergijskog dermatitisa uzrokovanoga metalima. Pojavnost Stetnih
reakcija na nikal je procijenjena kod ortodontskih pacijenata na 1:100, a 85% ovih slucajeva
udruzeni su s kontaktnim dermatitisom koji drukcije izgleda u ustima nego na kozi, stoga se
Cesto U dijagnostici moze pomijesati s lezijama od mehanickih ozljeda sluznice ili loSom
oralnom higijenom. lzgleda da krom u ljudi utje¢e na osjetljivost koja je povezana s
kroni¢nim dermatitisom kao rezultat kontakta sa solima kroma, §to je povezano s korozijom
ovih legura (63). Alergija na krom je potvrdena kod 10% muskih te 3% Zenskih, a na nikal
kod 10% zenskih i manje od 1% muskih ispitanika (63). Nikal nije kumulativni toksin;
apsorbira se u gastrointestinalnom traktu i eliminira metabolickim putem. Glavni put za
eliminaciju nikla su bubrezi; oko 90% se brzo izlu¢i urinom. Bioloski efekti sistemskog
povecanja nikla u urinu su nepoznati. Pacijenti koji nisu profesionalno izloZeni niklu, imaju
prosjecni urinarni nivo oko 4.5 ug/L (64), a dnevni unos prehranom je oko 300-500 pg
dnevno za nikal, a za krom 280 pug. Znac¢ajna izloZenost niklu i kromu moze se pojaviti iz
atmosfere, vode za pice, patentnim zatvara¢ima na odjec¢i I nakitu. Epidemioloski podatci
pokazuju da se broj ljudi osjetljivih na nikal pove¢ao na oko 20% (54). Tri mehanizma
ukljucuju reakcije superosjetljivosti: alergiju, netoleranciju i hiperreaktivnost. Osobe
osjetljive na nikal u kontaktu s njim mogu oc¢itovati Sirok opseg reakcija koje se mogu pojaviti

u oralnoj Supljini, a i ¢eS¢e ekstraoralno. Alergije na nikal se ocituju kao crvene zone unutar
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usne Supljine, kao mjehurici ili ulceracije koje se Sire i na podrucja oko usta i opisuju se kao
kontaktni dermatitis ili mukozitis. Intraoralne reakcije ukljuCuju crvenilo, otok, svrbez i
suhocu usana i sluznice, kao i upalu gingive. Sve ove reakcije nisu nuzno ograni¢ene na
izlozena mjesta. Ekcemi i urtikarije na licu ili daljim podru¢jima mogu se pojaviti skupa s
crvenilom, iritacijom, svrbezom i ljustenjem (64). Ipak, mnogo toga sto nije prouceno ostaje
nepoznato kod nikla kao $to je vrijeme pocetka njegova otpustanja, apsorpcija i reakcije.
Nikal se izlucuje slinom i znojem. Ovo se moze povezati s poveéanim izlu¢ivanjem nikla u
podru¢jima koji imaju visoke temperature. Neke studije pokazuju da postoje indikacije da
ortodontski tretman moze poboljsati toleraciju imunoloskog sustava na nikal kod ljudi kod
kojih je prije tretmana postojala alergija na nikal (65, 66). Studije su pokazale da postoji
otpustanje nikla i kroma iz fiksnih ortodontskih naprava nakon stavljanja u pacijentova usta,
ali njihove vrijednosti u bilo kojem razdoblju tretmana ne dostizu toksi¢ne razine u krvi i
slini i iste su kao kod zdravih osoba (62). Ipak, ne moze se iskljuciti Cinjenica da Cak i
netoksic¢ne koncentracije mogu biti dovoljne da potaknu bioloSke u¢inke na stanicama oralne
sluznice (54). Reakcije mogu varirati od jednostavnog eritema do nekroze, ovisno o
toksi¢nosti primarnog iritanta, koncentraciji i vremenu izlozenosti (67).

Grimsdottir i suradnici (65) u in vitro studiji pronasli su niske koli¢ine nikla i kroma
otpustenih iz lukova od nikl titana, dok su, interesantno, nadeni visoki nivoi otpusteni iz
obraznog luka. Obrazni lukovi sadrze srebrnu leguru, za koju se smatra da potice stvaranje
galvanskih parova koji vode k otpustanju nikla i drugih metalnih iona. Ipak, reakcija koze na
obrazni luk je drukg¢ija od reakcije u usnoj Supljini zbog nedostatka Langerhansovih stanica.
Zakljucak je da bi laserom lemljeni obrazni lukovi bili bolja alternativa.

Citotoksi¢ni efekti se povezuju i s ortodontskim prstenovima, a smatra se da su za to
odgovorne legure srebra i bakra koje se koriste u njihovoj izradi. Naime, metali se spajaju

postupcima varenja i lotanja (68). Za lotanje je potreban lot koji spaja dva metala, a najéesce
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se koristi srebrni ili zlatni lot. Do spajanja metala dolazi zagrijavanjem plamenikom ili
elektricnim putem pomocu elektroda. lzgleda da je lasersko lemljenje bravica jedini proces
spajanja materijala koji sve testirane stanice dobro toleriraju, $§to govori u prilog
biokompatibilnosti ovog postupka (69). Bravice istog sastava mogu imati znacajno razli¢ite
korozijske osobine u in vitro uvjetima (56). Mikrostruktura legure moze utjecati na koroziju,
i mikrostruktura sama utjece na legiranje, tretmane toplinom i hladno oblikovanje. Tvorni¢ko
zavrSavanje poliranja povrSine bravica moze utjecati na korozijsko ponasanje. Mnogi
proizvodaci elektropoliraju svoje bravice da poboljSaju izgled i smanje korozijsko ponasanje.
Ipak, elektropoliranje moze potaknuti stanice galvanske korozije izmedu poliranih povrSina
(krilca) i nepoliranih povrsina bravica (utor). Kada se dva metala spoje i stave u neku otopinu
ili elektrolit, onaj koji je viSe elektronegativan ili bazi¢ni metal postat ¢e anoda, dok onaj koji
je vise elektropozitivan ili plemenit funkcionira kao katoda. Metalni ioni kao kadmij, bakar,
srebro i cink prisutni su u srebrnim legurama i smatraju se potencijalno opasnim kemijskim
proizvodima (70). In vitro studije su pokazale da bakar kada je slobodan moze katalizirati
stvaranje visoko toksi¢nih hidroksilnih radikala koji mogu uzrokovati neurodegenerativne
promjene. U veé¢im dozama cink moZe izazvati iritaciju gastrointestinalnog trakta, nekrozu
bubreznih tubulusa i akutni nefritis. Izgleda da je toksi¢nost lateks gumica koje se koriste u
ortodonciji uzrokovana otpustanjem cinka. Buduc¢i da ingestija cinka nije zdravstveni rizik,
istrazivanja sugeriraju da je upotreba lateks gumica u ortodonciji prihvatljiva usprkos
nalazima da lateks gumice imaju vecu in vitro citotoksi¢nost nego gumice koje ne sadrze
lateks (71). Kadmij, koji je isto tako prisutan u srebrnim legurama, moze promijeniti
mitohondrijsku propusnost, sto moze voditi smrti stanice (70). Za pri¢vr$éivanje bravica za
zube koriste se adhezivi i ljepljive smole koji su pokazali povecanu toksi¢nost odmah nakon
primjene i trideset dana nakon polimerizacije (72). Grimsdottir i sur. su izvijestili da je

otpustanje nikla iz fiksnih ortodontskih naprava povezano i sa spojevima i s metodama
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proizvodnje naprava, ali da nije proporcionalno sadrzaju nikla (64). Barret i sur. su zakljucili
da nema znacajnih razlika u otpustanju nikla ili kroma od lukova od nehrdajuceg ¢elika i nikal
- titana (72).

Ortodontska primjena nikla je jedinstvena u tome $to legurni element nije implantiran
u tkivo nego se stavlja u otvorenu usnu Supljinu (4). Prema tome, testovi koji ukljucuju
implantaciju legura nikla koji se Cesto koriste u drugim medicinskim podru¢jima, ne nose
nikakvu relevantnost klinickoj upotrebi materijala u ortodonciji. lako implantacijska
procedura moze biti smatrana viSe invazivnom nego intraoralno smjestanje legura koje sadrze
nikal, reakcija na implantirane materijale je povecana zbog stvaranja kapsule vezivnog tkiva
koje okruzuje strano tkivo. Suprotno tomu, materijali koji su smjesteni intraoralno, poput zica
I bravica, pokazuju stalnu reakciju s ¢cimbenicima okruzenja Koji su prisutni u otvorenoj usnoj
Supljini. Poznato je da je korozivni potencijal nehrdajuceg celika povecan u kiselom
okruzenju. Veéina studija je prihvatila in vitro pristupe koji su se pokazali metodoloski
nestabilnim i klini¢ki irelevantnim zbog drukcije prirode in vitro medija i usne Supljine.
Ortodontske naprave i materijali koji se koriste kao dio sveobuhvatnog tretmana, predstavljaju
idealan model za studije s obzirom na to da se glavnina materijala, osim bravica i prstenova,
moze izvaditi tijekom kontrole i proucavati in vivo. Vecina zica, elastomera i drugih pomagala
samo se periodicno koriste tijekom terapije. Proucavanje bravica i prstenova moze Se
napraviti samo na kraju tretmana zbog eti¢kih i tehni¢kih problema koji proizlaze iz
namjernog skidanja i stavljanja naprave. Zato su autori radili istrazivanja na napravama i
zicama koje su neko vrijeme bile u ustima pa su promatrali promjene na njima. Eliades i
Athanasiou su pronasli na povrsinama zica od nikal - titana i unutarnjem luku obraznog luka
od nehrdajuceg Celika formirane proteinske ovojnice koje su bile u ovisnosti o duzini
izlozenosti u ustima i uvjetima oralnog okruzenja (4). Organski dijelovi filma prisutni na

legurnoj povrsini su amid, alkohol i karbonati, dok su prevladavajuéi elementi kalcij, fosfor i
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natrijev klorid. Ova istrazivanja su pokazala i pove¢anu koncentraciju iona nikla i zeljeza u
slini tri tjedna nakon stavljanja edgewise ortodontskih naprava. Medutim, velike individualne
razlike koje su proizasle iz razli¢itog broja prstenova i bravica svakog sudionika, sprijecili su
otkrivanje statistickih znacajnih razlika u koncentraciji nikla. Sli¢no tomu studije o razinama
nikla i kroma u slini nisu otkrile pove¢anu koncentraciju ovih iona u razdoblju od jednog dana
do jednog mjeseca nakon stavljanja fiksnih ortodontskih naprava edgewise tipa u odnosu na
koncentraciju prije stavljanja (73). S druge strane, neka istrazivanja su uputila da mjerenje
otpustanja nikla moze ne biti mjerivo u slini ili krvi nakon jednog tjedna. (74).

Pukotinska korozija pojavljuje se na mjestu koje je izloZzeno korozivnom okruzenju,
Cesto kroz dodatke nemetalnih dijelova na metal (primjerice elasti¢ne ligature na bravice) i
nastaje zbog razlika u metalnim ionima ili koncentacije kisika izmedu pukotine i njezina
sadrzaja (4). Ovaj atak moze biti udruzen s nedostatkom kisika koje je povezano sa
stvaranjem plaka i bioprodukata mikrobne flore koji crpe kisik i na taj nacin ometaju
regeneraciju pasivnog sloja kromova oksida.

Poznato je da Zeljezo, bakar, krom i vanadij prolaze kroz redoks ciklus i time direktno
stvaraju radikale, dok ih indirektno stvaraju kadmij, zZiva, nikal i olovo (11), §to ima za
posljedicu stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta kao §to su superoksidni ioni, hidrogen peroksid
i hidroksilni radikal. Time se povecava lipidna peroksidacija i oste¢enje DNA te se pojavljuje
promijenjena kalcijska i sulfhidrilna homeostaza (75). Razli¢ite studije su potvrdile da ovi
metali aktiviraju signalne putove te da je njihov karcinogeni efekt bio povezan s aktivacijom
redoks osjetljivih prijenosnih ¢imbenika kao $to su NF-kapaB, AP-1 i p53. Sadasnje studije su
potvrdile da metalni ioni mogu potaknuti stvaranje tumor nekroza faktora o (TNFa) i
aktivirati protein kinazu C te potaknuti stvaranje proteina stresa. Enzimatski i neenzimatski
antioksidansi osiguravaju zastitu protiv Stetnih napada slobodnih radikala koji su uzrokovani

metalima. Zajednicki ¢imbenik za odredivanje toksi¢nosti i karcinogenosti za ove metale je
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stvaranje reaktivnog kisika i dusi¢nih vrsta. Specifi¢ne razlike u toksi¢nosti metalnih iona
odnose se na razlike u topljivost, sposobnosti apsorpcije, prijenosa te kemijskoj reaktivnosti i
spojevima koji se stvaraju unutar ljudskog tijela.

Pokusavajué¢i napraviti fiksne ortodontske naprave estetski prihvatljive pacijentima,
proizvodaci nastoje proizvesti bravice i pomagala koja oponasaju boju zuba, a odavno su
poznate lingvalne bravice. lako su postojaniji od metala, izgleda da keramika, polikarbonati i
umjetni safir, koji se koriste za izradu estetskih komponenti novijih ortodontskih bravica, nisu
inertni materijali. Sve trenuta¢no dostupne keramicke bravice napravljene su od alumine koja
je u mono-kristalnoj ili polikristalnoj formi. Primarna prednost proizvodnje monokristala je u
eliminaciji moguc¢ih stresom uzrokovanih zagadenja i nedostataka (47). Safir je kristal
aluminijevog trioksida u koji mogu biti ugradeni metali Zeljeza, kroma, titana ili vanadija koji
mu odreduju boju, a ti metali mogu uzrokovati stvaranje radikala. Zbog multiplih kristala
bravice od polikristalne alumine imaju relativno grube povrsine (76) te izmedu njih i sluznice
usne Supljine postoji veéa kontaktna povrSina (47). Nadalje, proizvodne procedure,
zavrSavanje 1 poliranje ovih bravica je zahtjevno. Ovo objasnjava njihove zrnaste i rupicaste
povrsine koje u kontaktu s ortodontskim zicama mogu riskirati biokompatibilnost i estetiku.
Citogeneticka analiza upucuje da neke vrste aluminijoksidne keramike ne uzrokuju
strukturalne, ali uzrokuju numeri¢ke kromosomske aberacije (77).

Polikarbonati su termoplasti¢ni polimerni materijali proizvedeni kemijskim reakcijama
koje mogu biti reverzibilne, spontane ili stimulirane (toplinom ili reagensima), u kojima se
monomeri kemijski povezuju u formu izduzenih razgranatih molekula (78). Plasti¢ne bravice
koje se dobivaju od polikarbonatnin materijala nisu kemijski rezistentne u kontaktu s
otapalima ili visokim temperaturama jer omogucavaju otpuStanje monomera dalje od
originalnog proizvoda. lako polikarbonatne bravice dolaze od hijaluronske kiseline, smatraju

se potencijalno opasnijim od kompozitnih. Razlog tomu je $to su dobivene od bisfenola koji
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se koristi u proizvodnji plastike, smola i fungicida. Polikarbonati hidroliziranjem otpustaju
bisfenol A, spoj iz skupine aromatskih ugljikovodika koji je povezan s hipometilacijom DNA,
nastankom karcinoma dojke i prostate, te poremeéajem rada $titnjace i gonada (79,80). Cesto
se navodi da bi bisfenol A mogao biti okida¢ preranog puberteta kod mladih djevojaka te da
utjece na musku plodnost (47).

Treéi tip estetskih bravica je napravljen od plastike ili polioksimetilena (POM).
Usprkos prednostima polioksimetilenske bravice imaju sklonost depolimerizaciji u
formaldehid, a koja se moze pojaviti kod izlaganja visokim temperaturama, kemijskim
agensima kao $to su alkalije, kisik ili enzimi te x-zrakama. lzgleda da je formaldehid toksican,
alergogen i potencijalno karcinogen (47, 81). S obzirom na to da se formaldehid Kkoristi kao
dezinfekcijska baza, iskljuéena je njegova blagotvorna prisutnost u ljudskom tijelu te je dalja
upotreba POM za ortodontske bravice, krunice za djecu i ostale protetske naprave
kontraindicirana jer ¢e ¢ak i radiografija izazvati njegovo raspadanje. Formaldehidne pare su
poznati iritansi mukoznih membrana i mogu uzrokovati dermatitis. Kada se kombiniraju s
vodom i progutaju, mogu uzrokovati bolove u abdomenu, hematuriju i kona¢no smrt (81).

Biokompatibilnost i reakcije tkiva ovise o otpusStanju elemenata iz ovih materijala.
Toksi¢ne, upalne, alergijske ili mutagene reakcije moguéi su bioloski odgovori na njih. (71)
Kako genotoksi¢nost obuhva¢a mutagene i kancerogene procese, ispitivanja i poznavanje
genotoksi¢nih svojstava materijala ortodontskih naprava morale bi biti bitan kriterij za odabir

naprava koje bi imale siguran bioloski u¢inak na pacijente (82).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Cilj istrazivanja je ispitati uzrokuju li ortodontske bravice oksidacijski stres u in vitro
uvjetima i postoje li razlike u oksidacijskom ostecenju DNA jezgre stanice izmedu pojedinih

vrsta konvencionalnih i samoligirajucih ortodontskih bravica.
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3. MATERIJAL | METODE



3.1. Materijal

Uzorak je ¢inilo tri tipa konvencionalnih i ¢etiri samoligirajucih bravica:

(1) konvencionalne ¢eli¢ne bravice Mini Sprint (Forestadent, Phorzheim, Njemacka),

(2) konvencionalne kompozitne Quantum (Masel, Carlsbad, SAD),

(3) konvencionalne monokristalne safirne Inspire Ice (Ormco, Orange, SAD),

(4) samoligirajuce Celi¢ne s nikal — titanskom kvacicom Speed (Strite Industires, Cambridge,
Canada),

(5) samoligirajuce celicno - keramicke s kobalt — kromovom kvacicom QuicKlear
(Forestadent, Phorzheim, Njemacka),

(6) samoligiraju¢e keramic¢ke s celiénom kvacicom punktiranom rodijem In-Ovation C
(Dentsply GAC, Bohemia, SAD) te

(7) samoligirajuce Celicno — kompozitne s ¢elicnom kvac¢icom Damon 3 (Ormco, Orange,

SAD).

Slika 2. Bravica Mini Sprint

Slika 3. Bravica Quantum
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Slika 4. Bravica Inspire Ice

Slika 6. Bravica QuicKlear

R

Slika 7. Bravica In-Ovation C
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Slika 8. Bravica Damon 3

Kao apsolutna kontrola rabio se medij kulture stanica bez testnih materijala. Negativna

kontrola bila je umjetna slina, a pozitivna kontrola 0.1 mM H,0,. U svakom uzorku testiralo

se po pet maksilarnih bravica od kompleta bravica (1 komplet sadrzi 20 bravica — po 10

maksilarnih i mandibularnih), a svi testovi su radeni u triplikatu i ponavljani dva puta.

Tabela 1. Sastav konvencionalnih bravica prema navodima proizvodaca (Material safety dana

sheet)
Tip Proizvodac Vrsta Sastav
Mini Sprint | Forestadent, | konvencionalne | Cr 16-20%, Mn 16-20%, Mo 1.8-2%, Si
Phorzheim, celicne 1%, Ni 0.3 %, P, S, V, C 0.1%, Fe ostatak
Njemacka <65%
Quantum Masel, konvencionalne | Isocijanat, dugolancani makrodiol,
Carlsbad, kompozitne kratkolancani diol ekstender. (Opasne
SAD supstance: difenilmetan 4,4 diisocijanat
(MDI), polieter poliol baziran na
dipropilenglikolu)
Inspire Ice | Ormco, konvencionalne | Monokristalni aluminumoksid, cirkonij
Orange, monokristalne oksid
SAD safirne
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Tabela 2. Sastav samoligirajucih bravica prema navodima proizvodaca (Material safety dana

sheet)
Tip Proizvodaé Vrsta Sastav
Speed Strite samoligirajuce Baza: Cr 20%, Ni 14%, Cu 5%, Mo 3%,
Industires, Celiéne s nikal — | Mg 2%, P, S, Cb, Ta, C <1%, Fe ostatak
Cambridge, | titanskom kvacicom | <54%
Canada Kvacica: Ni 55%, Ti 45%
QuicKlear | Forestadent, samoligirajuce Baza: 99,99 % aluminum oksid
Phorzheim, | ¢&eli¢no - keramicke | Kvadica: Co 38-42%, Cr 15-30%, Ni
Njemacka s kobalt — 14-16 %, Mo 6-8%, Mn 1-3%, Be, C
kromovom <1%, Fe ostatak <25%
kvacicom
In-Ovation | Dentsply samoligirajuce Baza: 99.9% aluminum oxide
C GAC, keramicke s Kvacica: Ni 10-50%, Co 10-50%, Cr 1-
Bohemia, éeli¢nom kvacicom | 30%, Mb 0-20%, Fe, Nb, Ti 0-5%
SAD punktiranom Oblozenost klipa: Rh
rodijem
Damon 3 Ormco, samoligirajuce Baza: SS<30% (Fe 73%, Cr 12%, Ni
Orange, celi¢no — 7%, Mn 2%, Si 1%, C <1%), poli-(2,2-
SAD kompozitne s bis-(fenilen) propan karbonate 40-60%,

¢eliénom kvacicom

e-tip stakleno punilo (kalcijum-alumini-
borsilikate) <20%

Kvacica: Cr 15.5-17.5%, Ni 3-5%, Cu
3-5%, Mn, Si 1%, C, P, S, Nb <1%, Fe

ostatak <75%
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Kultura stanica na kojoj se obavljalo in vitro ispitivanje bila je linija stanica misjih
fibroblasta L929. Sve stanice su uzgajane u kulturi u Dulbecco modificiranom Eagle mediju —
DMEM (Sigma Chemicals, St. Louis, SAD) obogac¢enom 10% fetalnim govedim serumom
(Gibson BRL, Grand Island, SAD) te uz dodatak 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml
streptomicina, 2mM L-glutamina i 11 mM natrij bikarbonata. Stanice su uzgajane do
konfluentnosti u Petrijevim posudama za kulture stanice promjera 100 mm (Sigma Aldrich
Co, St. Louis, SAD) u koli¢ini 2 x 10° stanica u atmosferi s 5% CO, pri 37°C tijekom 24 sata
te odrzavane u kulturi presadivanjem 0.25% otopinom tripsina (GIBCO Invitrogen, Carlsbad,

California, SAD).

Za simulaciju medija sline rabljen je preparat umjetne sline Glandosane (Stada
Arzneumittel, Be¢, Austrija) koji sadrzi 10.15 g / L karmeloze -natrija, 30.45 g / L sorbitola,
1.22 g / L kalij klorida, 0.86 g / L natrij klorida, 0.05 g / L magnezij klorid - heksahidrata.
0.15 g/ L kalcij klorid - dihidrata i 0.35 g / L kalij monohidrogenfosfata u destiliranoj vodi, a
pH vrijednost od 6.75+0.15 prilagodila se i kontrolirala 10 N otopinom NaOH.

Za izolaciju genomske DNA iz stanica rabio se komplet GenElute Mammalian
Genomic DNA Kit (Sigma Aldrich Co, St. Louis, SAD). Za odredivanje oksidacijskog stresa
rabio se OxiSelect Oxidative Damage ELISA Kit (8-OHdG Quantitation) (Cell Biolabs, San
Diego, SAD) imunoenzimatski test razvijen za brzu detekciju i kvantifikaciju 8-OHdG, a
ocitavanja apsorbance se obavljalo na spektrofotometru Start Fax 2010 (Awarenes

Technology, Palm City, USA) filtrom od 620 nm.
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3.2. Metode

Priprema uzoraka

Bravice i polietilenske epruvete su izvagane i autoklavirane te su bravice umetnute u
epruvete i dodana je umjetna slina u koli¢ini 1 mL sline po 0,2 g mase bravica prema 1SO
standardu (83). Slini je prethodno dodan 10 M NaOH pufer radi odrzavanja pH vrijednosti
6.75+0.15. Uzorci su radeni u triplikatu, a pokus ponavljan dvaput. Epruvete s uzorcima i
slinom su pohranjene u inkubatoru na temperaturi od 37°C i 5% CO, u stacionarnim uvjetima
30 dana. Umjetna slina s puferom, koja je sluzila kao negativna kontrola, pohranjena je na isti
nac¢in. Nakon protoka 30 dana slina se pretocila u nove sterilne epruvete te pohranila na 4°C

do daljnje analize.

Uzgoj kulture stanica

Za to vrijeme se uzgojila primarna kultura stanica misjih fibroblasta L929 u plasti¢nim
polistirenskim Petrijevim posudama promjera 100 mm (Sigma Aldrich Co, St. Louis, SAD) u
Dulbecco modificiranom Eagle mediju DMEM (Sigma Chemicals, St. Louis, SAD)
obogacenim 10% fetalnim govedim serumom FBS (Gibson BRL, Grand Island, SAD) te uz
dodatak 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml streptomicina, 2mM L-glutamina i 11 mM natrij
bikarbonata. Stanice su u svakoj Petrijevoj posudi uzgajane do konfluentnosti u koli¢ini 2 X
10° stanica u atmosferi s 5% CO, pri 37°C tijekom 24 sata te su odrzavane u kulturi
presadivanjem s 0.25% otopinom tripsina (GIBCO Invitrogen, Carlsbad, California, SAD).

Na pripremljenu atherentnu kulturu stanica migjih fibroblasta u koli¢ini 2x10°
smjeStenu u Petrijeve posude, dodalo se po 200 pL svakog uzorka sline u kojoj su bile
potopljene pojedine bravice. Prethodno se odstranilo pola koli¢ine medija te se u preostalu

koli¢inu dodala spomenuta koli¢ina uzorka sline, lagano promijesalo naginjanjem Petrijeve
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posude i ostavilo da djeluje na stanice Cetiri sata u inkubatoru. Time je postignuto da se ne
dobije preveliko razrjedenje uzoraka sline s medijem za uzgoj stanica te da se dobije jaci
utjecaj uzoraka sline na kulturu stanica. Nakon cetiri sata dodana je preostala koli¢ina medija
potrebnog za normalni rast stanica, lagano promijesalo naginjanjem Petrijeve posude i
ponovno pohranilo u inkubator na 48 sati pri 37°C i 5% CO,. Za negativhu kontrolu
stanicama je dodana sama umjetna slina s puferom, a za pozitivhu kontrolu 0.1 mM H,0,
Kao apsolutna kontrola koristila se kultura stanica s medijem za normalni rast stanica, ali bez

eksponiranja ikakvim agensima.

Odredivanje vijabilnosti stanica

Nakon 48 sati uzorci su vadeni iz inkubatora, pipetom se pokupio i odstranio medij,
dodalo se 1,5 mL fosfatnog pufera sa soli (PBS) (Sigma Chemicals, St. Louis, SAD), malo se
promijesalo, pokupio se pufer te dodalo 1 mL toplog tripsina te ponovno pohranilo u
inkubator na 37°C da se razore kolagene veze i odlijepe stanice od podloge. Nakon toga su se
posude izvadile iz inkubatora, lagano se protreslo rubom svake posude uz rub stola i
pogledalo na svjetlosnom mikroskopu jesu li se stanice odlijepile. Tripsinizacija je
zasutavljena dodavanjem 6 mL toplog 10% DMEM-a. Pipetom se pokupio sav sadrzaj i
prebacio u plasti¢nu epruvetu (Corning Orange cap 50 mL, Sigma Aldrich Co, St. Louis,
SAD) te resuspendirao laganim navlacenjem i izbacivanjem iz pipete desetak puta da se
dobije homogena otopina, pri ¢emu se tekuéina nije do kraja ni uvukla ni ispustila iz pipete. 1z
te suspenzijske otopine stanica uzelo se 20 uL i pomijesalo s 200 uL. 10% otopine tripanskog
modrila (Sigma Chemicals, St. Louis, SAD) prethodno polozenoga u mikrotitarsku plocu.
Tripan specifi¢no boji mrtve stanice u plavo, a pomoc¢u Neubauerove komorice (Blau brand,
Wertheim, Njemacka) i svjetlosnog mikroskopa (Olympus BM-2, Olympus, Center Valley,

SAD) prebrojene su zive i mrtve stanice. Iz toga je izra¢unana vijabilnosti prema formuli:
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broj zivih stanica 0

Indeks Vljabl|n03t| B broj zivih+mrtvih stanica

Takoder je izracunan i broj stanica u svakom uzorku prema formuli:

broj stanica x 90 (razrijedenje) x 10° na 1 mL uzorka.

Promjena broja stanica od podetnih 2 x 10° (T1) do kona¢nog broja dobivenog nakon

izlaganja uzorcima umjetne sline tijekom 48 sati (T2) izracunana je prema formuli:

N(T2) — N(T1)

N (T1)

Slika 9. Odredivanje broja i vijabilnosti stanica bojenjem tripanskim modrilom

Slika 9. Prikaz stanica kod brojenja u Neubauerovoj komorici

Izolacija genomske DNA
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Za izolaciju genomske DNA iz svake Petrijeve posude rabio se GenElute Mammalian
Genomic DNA Kit (Sigma Aldrich Co, St. Louis, SAD) prema uputi proizvodaca.
Komponente kita su do uporabe pohranjene na sobnoj temperaturi. Reagensi koji su
prethodno bili precipitirali prije koriStenja zagrijani su na 60°C da se precipitati otope te
ohladeni na sobnu temperaturu. Reagensi su pripremljeni prema uputi poizvodaca. Razrijedio
se koncentrat otopine za ispiranje — kako se radilo o kitu za 70 uzoraka s 80 mL etanola
(Kemika, Zagreb, Hrvatska). Otopilo se 10 mg praha proteinaze K u 0.5 mL bidestilirane
vode da bi se dobilo 20 mg/mL otopine.

Kako se broj uzgojenih stanica u dva dana, koliko je trajalo izlaganje u umjetnoj slini,
sa 2x10° popeo na >5x10° stanica za izolaciju DNA, rabilo se 5x10° stanica iz svakog uzorka
koje su se centrifugirale u epruveti 5 minuta na 300x g i uklonio medij. Stanice su se
resuspendirale u 200 pL resuspenzijske otopine (PBS) u koju je dodano 20 yL otopine RNaze
A te je inkubirano 2 minute na sobnoj temperaturi. Dodatkom RNaze je iz genomske DNA
uklonjena RNA.

Za lizu stanica promijesano je 20 puL otopine proteaze K i 200 uL otopine C za lizu
stanica te je dodano u resuspendirane stanice. Mijesalo se u vibracijskom mjeSacu (vorteks)
15 sekunda da bi se dobila homogena smjesa te inkubiralo 10 minuta u vodenoj kupelji na
70°C. Vrijeme preparacije nakon lize bilo je 10 minuta.

Priprema kolone obavljena je tako da se u prethodno pripremljenu GenElute Miniprep
Binding specijalnu epruvetu s crvenim prstenom dodalo 500 pL otopine za preparaciju kolone
u svaku epruvetu te centrifugiralo na 12 000 x g jednu minutu. Otopina s dna epruvete se
odstranila. Otopina za pripremu kolone maksimalizira vezivanje DNA na kolonu, $to rezultira
konzistentnim rezultatom.

Pripremne radnje za vezanje DNA ukljucivale su dodavanje 200 puL 95% etanola na

lizat stanica smjeSten u epruveti te mijeSanje na vorteksu 5-10 sekundi, ¢ime se dobila
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homogena otopina. Prebacio se cijeli sadrzaj epruvete s liziranim stanicama u pripremljenu
kolonu za vezivanje. Koristila se pipeta Sirokog vrha da bi se reduciralo smicanje DNA pri
prijenosu. Centrifugiralo se na 6 500 x g jednu minutu. Kolona za vezivanje prebacena je u
novu epruvetu od 2 mL, a prethodna se epruveta s tekué¢im sadrzajem bacila.

Provedeno je prvo ispiranje kolone. Prije prvog koristenja 95% - tnim etanolom
razrijedena je koncentrirana otopinu za ispiranje prema uputama proizvodaca. Dodalo se 500
uL otopine za ispiranje na kolonu za vezanje i centrifugiralo jednu minutu na 6 500 x g. Opet
se prebacila kolona za vezanje u novu epruvetu od 2 mL te bacila stara epruveta s tekué¢inom.
Nakon toga je provedeno drugo ispiranje kolone. Dodano je 500 pL otopine za ispiranje na
kolonu za vezivanjanje i centrifugiralo se tri minute na brzini od 12 000 x g da bi osusili
kolonu za vezanje od alkohola prije eluiranja DNA. Na kraju se uklonio teku¢i sadrzaj, a
kolona se prebacila u novu epruvetu od 2 mL.

Pristupilo se eluiranju DNA. Pipetom se nanijelo 200 pL elucijske otopine (Tris
EDTA) direktno na centar kolone za vezivanje, inkubiralo pet minuta na sobnoj temperaturi te
centrifugiralo jednu minutu na 6 500 x g da bi se DNA odvojila od kolone. Dobiveni eluat je
sadrzavao cistu genomsku DNA. Kako je nastavak obrade slijedio sutradan, DNA je
pohranjena na 4°C. Koli¢ina i kakvoca ekstrahirane DNA odredena je spektrofotometrijski pri
valnim duljinama 260 nm i 280 nm na uredaju NanoVue (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, Svedska). Mjerenje pri 260 nm omogucuje odredivanje koli¢ine DNA, a omjer
ocitanja na 260 1 280 nm daje informaciju o Cisto¢i DNA. Za odredivanje koli¢ine i kakvoce
ekstrahirane DNA otopljena je DNA u TE puferu (10 mM Tris. HCI, 1 mM EDTA, pH 8-8,5).
Apsorbanca bi trebala biti izmedu 0.1 i 1.0. Absorbanca od 1.0 pri 260 nm odgovara otprilike
50 png/mL dvostruko upletene DNA. Omjer o€itanja pri 260 i 280 nm (A 260/A2g0) trebao bi biti

1.6-1.9.
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Slika 11. Spektrofotometar NanoVue za o€itanje koli¢ine i kakvoce DNA

Za daljnju analizu kori$tena je ekstrahirana DNA u koncentraciji 0.1 mg/mL. Uzorak
je konvertiran u jednolan¢anu DNA inkubacijom uzorka DNA na 95°C tijekom pet minuta i
brzim hladenjem na ledu. Zatim je DNA digestirana u nukleozide inkubacijom denaturirane
DNA s 10 U nukleaze P1 (Sigma Aldrich Co, St. Louis, SAD) tijekom dva sata na 37°C u 20
mM natrij acetatu pH 5.2 te tretirana sa 5 U alkalne fosfataze (Sigma Aldrich Co, St. Louis,
SAD) tijekom jednog sata na 37°C u 100 mM Tris puferu pH 7.5. Reakcijska mjesavina je
centrifugirana pet minuta na 6 000 x g, a supernatant se rabio za ispitivanje koncentracije

biljega oksidacijskog stresa (8-OHdG).

Odredivanje koncentracije biljega oksidacijskog stresa
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Oksidacijsko oste¢enje DNA odredivano je pomoc¢u kompetitivnoga imunoenzimskog
testa (ELISA) sadrzanog u OxiSelect Oxidative DNA Damage ELISA Kit (8-OHdG

Quantitation) (Cell Biolabs, San Diego, SAD) prema uputama proizvodaca.

),

8-OHdAG Check

02 e =@
° J \—.

Slika 12. ELISA kit

Pripremljena je mikrotitracijska plo¢a na nacin da se otopio OHAG konjugat (1
mg/mL) u 1 pg/mL u 1 x fosfatnog seruma sa soli. Na mikrotitracijske ploc¢ice s 96 jazica
unijelo se mikropipetama u svaku jazicu 100 pL 8-OHdG konjugata koncentracije 1 pg/ mL i
inkubiralo preko no¢i na 4°C. Sutradan se uklonila oblazuc¢a otopina 8-OHdG i jednom
ispralo s deioniziranom vodom te posusilo postavljanjem plo¢ice na papirnate ubruse da se
ukloni visak tekuc¢ine. Dodalo se 200 pL otapala iz kita u svaki zdenac i blokiralo jedan sat na
sobnoj temperaturi. Plocica se prebacila na 4°C, a otapalo uklonilo neposredno prije daljnjeg
koriStenja plocice. Pufer za ispiranje pripremio se na nacin da se 10 x koncentrat pufera
razrijedio u 1 x deioniziranom vodom te promijesa0 do homogenosti. Neposredno prije
koriStenja pripremila su se 8-OHdG antitijela i sekundarna antitijela u razrijedenju 1:500 za

antitijela i 1:1000 za sekundarna antitijela s otapalom iz kita.
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Slika 13. Procedura ELISA testa

Slika 14. Zaustavljanje enzimatske reakcije ELISA-e

Slika 15. Mikrotitarska plocica s uzorcima nakon provedene ELISA-e
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Priprema standardne krivulje
Pripremljena je serija otopina 8-OHdG standarda u koncentracijskom rasponu od 0

ng/mL do 20 ng/mL, razrjeduju¢i 8-OHdG standard u otapalu prema tablici 2.

Tablica 3. Omjer 8-OHdG standard i otapala

Epruveta standarda | 8-OHdG standard (uL) | Otapalo (nL) 8-OHdG (ng/mL)
1 10 990 20
2 500 epruvete# 1 500 10
3 500 epruvete# 2 500 5
4 500 epruvete# 3 500 2,5
5 500 epruvete# 4 500 1,25
6 500 epruvete # 5 500 0,625
7 500 epruvete # 6 500 0.313
8 500 epruvete # 7 500 0.156
9 500 epruvete#8 500 0.078
10 0 500 0

Pripremio se supernatant ekstrahirane DNA iz uzoraka kulture stanica. Svaki uzorak i
standard se testirao u duplikatu. Po 50 uL uzorka ekstrahirane DNA svakog uzorka i 8-OHdG
standarda unesen je u jazice obloZene konjugatom i inkubira0 na sobnoj temperaturi deset
minuta na orbitalnom mjeSacu. Dodalo se 50 pL otopine 8-OHdG monoklonskih antitijela (u
prethodno pripremljenom razrijedenju 1:500) i inkubiralo na sobnoj temperaturi jedan sat na
orbitalnom mjesacu. Mikrotitarska ploca se isprala tri puta sa 250 uL 1 x pufera za ispiranje
po jazici S temeljitom aspiracijom izmedu svakog ispiranja. Nakon zadnjeg ispiranja jaZice Su

ispraznjene, a ostatak pufera uklonio polaganjem na papirnati ubrus. Dodalo se 100 uL
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sekundarnih antitijelo-enzimskih konjugata u svaku jazicu u prethodno pripremljenom
razrijedenju 1:1000 te inkubiralo na sobnoj temperaturi jo§ sat vremena na orbitalnom
mjesacu. Nakon toga se opet ispralo sa 250 pL pufera za ispiranje po jazici s temeljitom
aspiracijom izmedu svakog ispiranja. Nakon zadnjeg ispiranja posuseno je papirnatim
ubrusom da bi se uklonio ostatak pufera. Zatim se dodalo 100 uL supstratske tekucine
zagrijane na sobnu temperaturu u svaku jazicu, ukljucujuci i one prazne, te se inkubiralo na
sobnoj temperaturi na orbitalnom mjesacu 15 minuta. Enzimatska reakcija se zaustavila
dodatkom tekucine stopera u svaku jazicu, ukljuCujuci i prazne jazice. Rezultati su odmah
ocitani na spektrofotometru na valnoj duljini 620 nm. Pomocu izradenoga grafa standardne
krivulje u rasponu koncentracija od 0 do 20 ng / mL za svaku dobivenu valnu duljinu uzoraka
ocitana je njezina ekvivalentna koncentracija 8-OHdG markera u ng/mL. Prema navodenju

proizvodaca osjetljivost testa je u rasponu od 100 pg/mL do 20 ng/mL.

EPSOn

Slika 16. Spektrofotometar Start Fax 2010 za ocitanje razine biljega oksidacijskog stresa
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3.3. Statisticka obrada podataka

Prosje¢ne vrijednosti indeksa vijabilnosti, promjene broja stanica prije izlaganja i
nakon njega, Cistoc¢e i koncentracije DNA te koncentracije markera oksidacijskog stresa za
svaki tip bravica, prikazane su kao aritmeticke sredine i standardne devijacije. Usporedba
razlika navedenih parametara izmedu tipova bravica provedena je pomocu jednosmjerne
analize varijance (ANOVA) Sidakovim post-hoc testom. Isti test rabljen je i za usporedbu s
pozitivnom, negativnom i apsolutnom kontrolom. Za analizu podataka rabljen je statisticki

softver SPSS 10.0 (SPSS Inc, Chicago, SAD) uz razinu znacajnosti p<0.05.
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4. REZULTATI



4.1. Vijabilnost

Indeks vijabilnosti se statisticki znacajno razlikovao izmedu ispitivanih skupina (Tablica 4 i
slika 17; p=0.001). Najmanje prezivljavanje stanica zabiljezeno je u skupini izloZzenoj H,0;
kao pozitivnoj kontroli (89.943.1) koja se statisticki znacajno razlikuje od svih skupina

(p<0.05), osim QuicKlear (94.9+3.3; p=0.18). Vijabilnost objasnjava 71% varijabiliteta

izmedu tipova bravica i kontrole.

Tablica 4. Prosjecne vrijednosti indeksa vijabilnosti

Uzorak Prosjek™ Std.  95% interval pouzdanosti Minimum Maksimum

devijacija donja— gornja granica

QuicKlear 94,9317 %  3.0338 87.3953  102.4681 92.00 98.06
Speed 96.6540%  1.3841 93.2157  100.0923 95.48 98.18
Damon 3 97.7427%  0.5491 96.3787 99.1067 97.25 98.33
In-Ovation C 98.1222% 0.7713  96.2062  100.0383  97.42 98.95
MiniSprint 98.2692°% 15334  94.4599  102.0785  97.08 100.00
Ice 97.6337%  0.8820 95.4427 99.8247 96.77 98.54
Quantum 96.9862°% 2.6123  90.4969  103.4755  95.37 100.00
kontr. negativna 97.7514%  1.9389 92,9349  102.5679 95.52 99.05
kontr. pozitivna 89.9258°  3.0720 82.2944 97.5571 86.46 92.31
kontr. apsolutna  97.6541%  0.6334  96.0807  99.2275 96.92 98.04
Total 96.5671  2.8964  95.4856  97.6486 86.46 100.00

* ANOVA p=0.001; n°=0.708. Ista slova indiciraju da nema statisticki znaGajnih razlika

izmedu uzoraka temeljem Sidakova post-hoc testa.
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Slika 17. Usporedba prosjecnih vrijednosti indeksa vijabilnosti prikazana dijagramom s

pravokutnikom (median, kvartilni raspon, minimalna i maksimalna vrijednost)
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4.2. Prirast stanica

Razlike u prosjecnom prirastu broja stanica izmedu inicijalnih i onih nakon 48-satnog
izlaganja uzorcima sline izmedu uzoraka statisticki Su znacajne (Tablica 5 i slika 18;
p=0.024). Skupina Ice bravica ima najveci porast broja stanica (10.6+1.8), statisticki znac¢ajno
veéi od skupine QuicKlear (5.1£2.2; p=0.032) te skupine izloZzene vodikovom peroksidu kao
pozitivnoj kontroli (4.6+0.1; p=0.014) koja ujedno ima i najmanji porast broja stanica.

Razlike izmedu ostalih skupina bravica te kontrola nisu statisti¢ki znacajne. Razlika u prirastu

stanica izmedu tipova bravica i kontrola objasnjava 56.2% varijabiliteta.

Tablica 5. Prosje¢ne vrijednosti promjene broja stanica prije izlaganja agensu i nakon

njega
Uzorak Prosjek™ Std.  95% interval pouzdanosti Minimum Maksimum
devijacija donja— gornja granica

QuicKlear 5.0667 ¢ 2.1461 -0.2646 10.3979 2.65 6.75
Speed 7.6833%  1.3787 4.2584 11.1082 6.25 9.00
Damon 3 5.9000 ®°  1.1948 2.9320 8.8680 4.60 6.95
In-Ovation C 6.7167* 21543 13652  12.0681 5.35 9.20
MiniSprint 6.1833* 15135 2.4235 9.9432 4.80 7.80
Ice 10.5833°  1.8339 6.0276 15.1391 9.15 12.65
Quantum 6.8333*  0.9278 4.5285 9.1381 5.95 7.80
kontr. negativna  6.1667%°  2.9036 -1.0463 13.3796 3.35 9.15
kontr. pozitivna  4.5667 %  0.1041 4.3081 4.8252 4.45 4.65
kontr. apsolutna  6.2833%  1.0563 3.6593 8.9074 5.60 7.50
Total 6.5983 2.1248 5.8049 7.3918 2.65 12.65
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* ANOVA p=0.024; 1?=0.562. Ista slova indiciraju da nema statisticki znadajnih razlika

izmedu uzoraka temeljem Sidakova post-hoc testa.
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Slika 18. Usporedba prosje¢nih vrijednosti prirasta stanica prikazana dijagramom s

pravokutnikom
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4.3. Kvaliteta DNA

Prosjecne vrijednosti kvalitete ekstrahirane DNA kretale su se u rasponu od 1.5+0.5 za Ice i

2.0+0.2 za Speed i nisu se statisti¢ki znacajno razlikovale izmedu uzoraka (Tablica 6, Slika

19; p=0.462).

Tablica 6. Prosjecne vrijednosti kvalitete DNA

Uzorak Prosjek™ Std.  95% interval pouzdanosti Minimum Maksimum

devijacija donja— gornja granica

QuicKlear 1.83000 0.06121 1.67794 1.98206 1777 1.897
Speed 2.03433 0.21718  1.49483 2.57383 1.789 2.202
Damon 3 1.81567 0.46759  0.65410 297724 1.284 2.163

In-Ovation C 1.73533 0.28301 1.03229 2.43838 1.443 2.008

MiniSprint 1.60267  0.22250  1.04995 2.15539 1.444 1.857
Ice 153233  0.49223  0.30958 2.75509 0.972 1.895
Quantum 1.79533  0.01079  1.76854 1.82213 1.783 1.803

kontr. negativna  1.90167  0.05551  1.76377 2.03956 1.851 1.961
kontr. pozitivna  1.86933  0.01595  1.82972 1.90895 1.851 1.880
kontr. apsolutna  1.90733  0.06892  1.73612 2.07855 1.831 1.965

Total 1.80240  0.25540 1.70703 1.89777 0.972 2.202

* ANOVA p=0.462.
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Slika 19. Usporedba prosjecnih vrijednosti kvalitete DNA prikazana dijagramom s

pravokutnikom
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4.4. Koncentracija DNA

Prosjecne vrijednosti koncentracija DNA kretale su se u rasponu od 0.1+0.03 za negativnu

kontrolu do 0.14+0.02 za QuicKlear i nisu se statisticki znacajno razlikovale (Tablica 7, slika

20: p=0.378).

Tablica 7. Prosjecne vrijednosti koncentracije DNA

Uzorak Prosjek™ Std.  95% interval pouzdanosti Minimum Maksimum

devijacija donja— gornja granica

QuicKlear 0.14300 0.01803  0.09822 0.18778 0.128 0.163
Speed 0.11067  0.00208  0.10550 0.11584 0.109 0.113
Damon 3 0.12167 0.02139 0.06854 0.17479 0.103 0.145
In-OvationC 0.11700 0.02352  0.05858 0.17542 0.093 0.140
MiniSprint 0.11567 0.03365 0.03207 0.19926 0.091 0.154
Ice 0.12033  0.00289 0.11316 0.12750 0.117 0.122
Quantum 0.11800 0.00700  0.10061 0.13539 0.110 0.123

kontr. negativna  0.09500  0.02685  0.02829 0.16170 0.079 0.126
kontr. pozitivna  0.11567  0.01929  0.06773 0.16360 0.094 0.131
kontr. apsolutna  0.10333  0.02214  0.04832 0.15834 0.078 0.119

Total 0.11603  0.02073  0.10829 0.12378 0.078 0.163

* ANOVA p=0.378.
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Slika 20. Usporedba prosje¢nih vrijednosti koncentracija DNA prikazana dijagramom s

pravokutnikom
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4.5. Koncentracije biljega oksidacijskog stresa

Tablica 8. Prosje¢ne vrijednosti koncentracije biljega oksidacijskog stresa 8-OHdG

Uzorak Prosjek™ Std.  95% interval pouzdanosti Minimum Maksimum

devijacija donja — gornja granica

QuicKlear 1.25000 ®° 0.10536  0.97828 1.50172 1.130 1.340
Speed 1.419667%° 0.14898  0.95206 1.84127 1.200 1.550
Damon 3 1.11667*° 0.41758 -0.04487  2.27821 0.740 1.640

In-OvationC 1.11567*° 0.40272  0.04563 2.16770 0.750 1.580

MiniSprint 1.43533%° 0.35477  0.40299 2.46368 0.970 1.770
Ice 1.08833%° 0.42444 -0.04560  2.21227 0.670 1.570
Quantum 1.56000° 0.02000  1.50032 1.59968 1.530 1.570

kontr. negativna 0.64700°  0.24236  0.04495 1.24905 0.370 0.820
kontr. pozitivna 1.09333%°° 0.50348 -0.27415  2.46081 0.530 1.630
kontr. apsolutna  0.87000%  0.25622  0.17382 1.54618 0.640 1.170

Total 1.15720 0.39362 1.00572 1.29968 0.370 1.770

* ANOVA p<0.001; n°=0.437. Ista slova indiciraju da nema statisticki znaGajnih razlika

izmedu uzoraka temeljem Sidakova post-hoc testa.

Prosjecne vrijednosti koncentracija biljega oksidacijskog stresa 8-OHdG statisticki su se
znacajno razlikovale izmedu skupina (p<0.001), a kretale su se u rasponu od 0.7+0.2 ng / mL
za negativnu kontrolu do 1.6+0.02 ng / mL za kompozitne Quantum bravice (Tablica 8, slika
21). Statisticki znacajno veca koncentracija biljega oksidacijskog stresa zabiljezena je u
potpunih metalnih bravica Speed (1.4+0.2) i MiniSprint (1.4+£0.4) te u poliuretanskih
Quantum bravica (1.6+£0.02) u usporedbi s negativhom kontrolom (0.7+0.2; p<0.05). Sve

skupine bravica su imale koncentraciju biljega ve¢u od skupine izlozene H,0, kao pozitivne
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kontrole (1.1£0.5), osim Ice (1.09+0.4) koja je imala nesto nizu. Najnizu razinu oksidacijskog
stresa imale su negativna (0.7+0.2) i pozitivna kontrola (1.1+0.5). Razlike u koncentraciji

biljega oksidacijskog stresa izmedu tipova bravica objasnjavaju 56.2% varijabiliteta.
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Slika 21. Usporedba prosjecnih vrijednosti koncentracija biljega oksidacijskog stresa

prikazana dijagramom s pravokutnikom
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Materijali koji se koriste u dentalnoj medicini, u oralnom su okruzenju predmet
elektrokemijskih i kemijskih reakcija te mehanickih sila zvakanja i trosenja (84). Ortodoncija
ima za cilj omogudéiti pacijentu dobru estetiku, fonetiku, funkciju Zva¢nog aparata te
zadovoljavajuéi polozaj i odnos zuba i Celjusti. Da bi postigli Zeljena pomicanja zuba,
pacijentima se stavljaju u usta razne vrste bravica, lukova i prstenova te se pri¢vr$éuju na
zube na prosjecno dvije do tri godine, koliko traje ortodontski tretman. NajceS¢e se koriste
bravice od metala, keramike, polikarbonata i kompozita. Svi ovi materijali imaju vlastite
fizicke 1 mehanicke osobine koje se mogu promijeniti pod utjecajem ¢imbenika u usnoj
Supljini. Biokompatibilnost materijala znac¢i odgovaraju¢i odgovor organizma, koji u
dentalnoj medicini znaci odsustvo Stetnih reakcija ili toleriranje Stetne reakcije na organizam
u prisustvu danog materijala (85). Kako su ortodontske naprave smjestene uz razlicita tkiva na
kojima mogu izazvati razne vrste reakcija, potrebno je odrediti nivoe biokompatibilnosti
bravica od razli¢itih materijala koje su smjeStene u promjenljivim uvjetima usne Supljine.
Prijasnje studije su pokazale da metalne bravice mogu korodirati u oralnom okruzZenju te
oslobadaju metalne ione (86).

lako su postojaniji od metala, izgleda da keramika, polikarbonati i umjetni safir, koji se
koriste za izradu esteskih komponenti novijih ortodontskih bravica, ipak nisu inertni
materijali. Kako genotoksi¢nosti obuhva¢a mutagene i kancerogene procese, ispitivanja i
poznavanje genotoksi¢nih svojstava materijala ortodontskih naprava morale bi biti bitan
kriterij za odabir naprave da bi imala siguran bioloski ucinak za pacijente (81, 82). In vitro
proucavanja su jednostavna, nisu skupa za provodenje, pruzaju znacajnu koli¢inu informacija
1 mogu se provesti pod kontroliranim uvjetima te razjasniti mehanizme stani¢ne toksi¢nosti.
Rezultati dobiveni in vitro analizom mogu biti indikativni za efekte zabiljeZene in vivo, iako
prisustvo citotoksi¢nog efekta in vitro ne znaci da je materijal toksi¢an za in vivo primjenu.

Ipak, odsustvo citotoksi¢nog efekta je jamstvo dobrog klinickog odgovora (87). Stoga je cilj
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ovog istrazivanja bio ispitati uzrokuju li ortodontske bravice oksidacijski stres U in vitro
uvjetima i postoje li razlike izmedu bravica izradenih od raznih metalnih i estetskih
materijala. U ispitivanju su koriStene samo nove, nekoriStene bravice. Kao model za
istrazivanje izabrana je linija stanica miSjih fibroblasta koji simuliraju fibroblaste oralne
sluznice Covjeka. Prednost koristenja imortaliziranih stani¢nih linija za istrazivanje je ta $to
se one mogu dijeliti u nedogled u kulturi. 1zvodenje analize na primarnim stanicama tkiva
donora (npr. stanice humanih gingivnih fibroblasta) nema nekih prednosti i iziskuje brojne
eticke dvojbe.

Procjena vijabilnosti stanica je jedan od prvih testova za inicijalno vrednovanje
kompatibilnosti materijala prema preporuci Medunarodne organizacije za standardizaciju i
Vijeca za dentalne materijale, instrumente i opremu Americ¢ke dentalne udruge (International
Organization for Standardization, Council on Dental Materials, Instruments and Equipment
of the American Dental Association) (47). U ovom istrazivanju Sve testirane bravice izazivaju
podjednaku vijabilnost koja se statisticki znacajno ne razlikuje izmedu tipova bravica, te s
negativnom i apsolutnom kontrolom. Metalne bravice su u pogledu vijabilnosti bile sli¢ne
nemetalnim bravicama koje su napravljene od keramike i polimera. Nedostatak razlika
izmedu uzoraka je pokazao da prisustvo metalnih iona u bravicama od nerhdajuceg celika,
izocijanata u polikarbonatnim bravicama te Cestica keramike u keramickim bravicama, nije
utjecao na vijabilnost stanica. Stanice izloZene djelovanju H,O, kao pozitivnoj kontroli imaju
statistiCki znacCajno najmanje prezivljavanje stanica prema indeksu vijabilnosti (89.93+£3.07),
od negativne i apsolutne kontrole, te svih skupina bravica (p<0.05), osim QuicKlear bravica
(94.93£3.03; p=0.18). Kako se tijelo QuicKlear bravice sastoji od 99,99 % aluminij oksidne
keramike, a kvacica od 38-42% kobalta, 15-30% kroma i 14-16% nikla, manja vijabilnost
QuicKlear bravica je vjerojatno posljedica otpuStanja navedenih iona iz kvacice. lako je

razina vijabilnosti tih bravica bila slicna onoj pozitivne kontrole, ipak se nije statisticki
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znacajno razlikovala od drugih tipova bravica. Dodatak vodikovog peroksida stanicama u
kulturi moze voditi u prijelaz metalnog iona ovisnog o hidroksil radikalu koji uzrokuje
ostecenje DNA, iako se ovo osStecenje brzo popravi, $to je omoguceno time da stanice nisu
prikazane nevijabilnim u visku H,O; (88).

Vitral i sur. (47) pokazali su dobru biokompatibilnost keramickih bravica u pogledu stani¢ne
vijabilnosti, ali polikarbonatne i polioksimetilenske bravice su pokazale smanjenje stani¢ne
vijabilnosti u vremenu od 24 do 72 sata u odnosu na kontrolnu skupinu i keramiku, iako ne
statistiCki znacajno. Stani¢na vijabilnost u sve tri grupe bila je veca na kraju nego na pocetku
ispitivanja, Sto autori pripisuju vremenu koje je potrebno da se stanice priviknu na uvjete u
mediju. U naSem istrazivanju nije bilo statisticki znacajne razlike u vijabilnosti izmedu
metalnih, keramickih i polimernih materijala (i njihovih kombinacija), §to se slaze s nalazima
prijasnjih studija (47, 89). lzgleda da korozijski ekstrakti bravica od nerhdajuceg celika ne
utjecu na vijabilnost u L[929 stani¢noj kulturi, no izazivaju smanjivanje stani¢nog
metabolizma (59). To ukazuje da je mitohondrijski metabolizam meta korozijskih proizvoda.
Ioni nikla, kada su u trivalentnoj formi, izlozeni su mitohondrijskom redoksu metabolizma,
Sto vodi do nastajanja srednje reaktivnih radikala kisika, $to je toksi¢no za stanice, a 1 ioni
mangana u bravicama od nehrdajuceg celika koje ne sadrze nikal mogu takoder uzrokovati
mitohondrijsku disfunkciju koja moze dovesti do stani¢nog oksidacijskog stresa (59).

Buduci da smo se u nasem istrazivanju koristili tripanskim modrilom, tripsinizacija bi mogla
utjecati na rezultate vijabilnosti, jer ovisi o integritetu staniéne membrane i1 njezinoj
permeabilnosti prema tripanskom modrilu. U slu¢aju da je tripsin oStetio membranske
proteine, mogli Smo imati neSto manju vijabilnost stanica, ali to ne bi trebalo znacajno utjecati
na rezultate i ishod istrazivanja, S obzirom na to da su sve stanice bile podjednako izlozene

djelovanju tripsina te se usporedivalo s pozitivnom, negativnom i apsolutnom kontrolom koje
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su tretirane na isti nacin. Studije pokazuju da bravice od uvjetno istog sastava mogu pokazati
znacajno razlicito korozijsko ponaSanje u testu izlozenosti umjetnoj slini (56).

Skupina Inspire Ice bravica ima najveci porast broja stanica (10.58+1.83), statisti¢ki znac¢ajno
veéi od skupine QuicKlear (5.07£2.15; p=0.032) te skupine izloZzene vodikovom peroksidu
kao pozitivnoj kontroli (4.57+0.10; p=0.014) koja ujedno ima i najmanji porast broja stanica.
Ovaj se rezultat moZe objasniti sastavom keramickih bravica koje se nalaze u prirodi u
monokristalnoj i polikristalnoj formi. Prednost proizvodnje monokristala je eliminacija
mogucih zagadenja ili nedostataka koji su inducirani stresom (Pogreska! Izvor reference
nije pronaden.). Keramic¢ke bravice su kemijski inertne prema oralnim tkivima i pokazuju
slabu reaktivnost u oralnom okruzenju (1). Fizicke osobine keramike su rezultat vezivanja
njihovih atoma, koji su povezani zajedno ionskim i kovalentntnim vezama, koje su ja¢e nego
metalne (90). Neke su studije objavile da najvecu inhibiciju rasta pokazuju lukovi od nikal —
krom - kobalt legure (89), te je potvrdeno da razliCite legure imaju razli¢it stupanj
citotoksi¢nosti, §to potvrduje i naSe testiranje, gdje je keramicka bravica s kobalt — krom -
niklovom kvacicom (QuicKlear) pokazala najvecu inhibiciju rasta. Od ovih sedam testiranih
primjeraka, jedino je Ice bravica potpuno keramicCka, bez neCistoée i primjesa, I zato je
najmanje kocila razmnoZavanje stanica te izgleda da zato pokazuje bolju biokompatibilnost
od drugih testiranih materijala, sto se slaze s nalazima drugih autora koji su isto potvrdili u in
vitro testovima (1,47).

Svi tipovi bravica su inducirali visi stupanj oksidacijskog stresa od pozitivne kontrole, osim
keramickih Ice bravica, no razlika nije bila statisticki znacajna. U usporedbi s negativnom
kontrolom visi stupanj oksidacijskog stresa izazvale su potpune metalne bravice Speed i
MiniSprint te poliuretanske Quantum bravice.

Poznato je da je jedan od glavnih uzroénika oksidacijskog stresa vodikov peroksid, koji

pretvoren iz tipa slobodnog radikala curi iz mitohondrija. Izgleda da su sva ili ve¢ina ljudskih
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tkiva izlozene nekom nivou H,0, s mitohondrijima koje su njegov najbogatiji izvor (87). U
nasem istrazivanju smo ocekivali najve¢i nivo DNA oSteCenja oksidacijskim stresom na
metalnim bravicama, o ¢emu je izvijeSteno od drugih autora (10, 11, 49, 54), ali su najveci
oksidacijski stres inducirale poliuretanske estetske bravice Quantum. Neke in vivo studije su
potvrdile da korozijski produkti iz Cistog kobalta i ¢elika nakon jedne godine proizvode
najbrze raspadanje poliuretana (92). Prema proizvodackim podatcima o sigurnosti materijala
(MSDS), ove poliuretanske bravice se opéenito ne smatraju opasnim za zdravlje u obliku u
kojem se isporucuju. Ipak, poliuretani su segmentirani polimeri nastali reakcijom segmenata
polieter poliola s izocijanatima te bi dok su hidroliticki stabilni mogli biti predmet
oksidacijske degradacije (92). Izocijanati su kemijske tvari koje se u reakciji s poliolima
siroko koriste za proizvodnji poliuretana. lzocijanati pokazuju visoku biolosku aktivnost,
mogu uzrokovati razne poremecaje zdravstvenog stanja i uzrokovati negativne efekte na
pluéni i zivéani sustav, cirkulaciju periferne krvi i bubrege. Bronhijalana astma je na prvom
mjestu od okoliSnih bolesti uzrokovanih izlozenosti izocijanatima (93). 4,4 metilen
diizocijanat (MDI), spoj koji je naveden u sastavu Quantum bravica najvazniji, izocijanat je u
kemijskoj industriji. Nakon izlozenosti niskim koncentracijama MDI pojavljuju se dvije
glavne promjene u ljudskom organizmu - osjetljivost pluc¢a i astma. Proizvoda¢ Quantum
bravica u MSDS navodi da se izocijanat i polieter poliol smatraju opasnim primjesama.
Izocijanat moze biti nereagiran, pa je zato Stetan, a drugi moze pro¢i oksidaciju in vivo i tako
stvoriti reaktivne vrste, kao slobodne radikale koji dalje mogu reagirati s organskim
molekulama u fizioloSkom okruzenju (93). Budu¢i da vruéina i vlaga mogu naSkoditi
polimerima, poliuretani su se mogli ostetiti sterilizacijom u autoklavu, te tako postati skloniji
oksidaciji.

Istrazivanja ukazuju da i neke druge polimerne estetske bravice mogu otpustati Stetne tvari

(94). Watanabe i sur. proucavali su degradaciju polikarbonatnih bravica te stvaranje i
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otpustanje bisfenola A (BPA) in vivo (bravice postavljene u oralnoj Supljini tijekom 18 — 40
mjeseci) i in vitro (bravice, baza proteze i privremene krunice od polikarbonata potopile su se
u vodu na 37°C u razdoblju od 34 mjeseca). Sadrzaj BPA i molekularna tezina bravica in vivo
pokazala je tendenciju rasta od 38 - 60 pg/g do 324 - 694 pg/g bravice i smanjenje od 49x10°
- 54x10° pg/g na 43 x10° - 45 x10° pg/g tijekom 18 - 40 mjeseci. SadrZaj i ukupno otpustanje
BPA in vitro nakon 34 mjeseca bili su 472 i 37.4 pg/g za bravice. Autori potvrduju da su
bravice proizvele veéu koli¢inu BPA 1 otpustili 13-17 puta vise BPA nego privremene krunice
i baze proteze. Ovo se objasnjava time da baze proteze i privremene krunice ne sadrze
staklena punila i aditive, koje sadrze bravice. Izgleda da se vise BPA otpustilo u slinu nego
Sto se ocekivalo iz in vitro podataka, iako je estrogenski u¢inak bio vrlo slab. Izvijesteno je da
je dodavanje staklenih punila u polikarbonat promoviralo stvaranje BPA. Dodavanje aditiva
moze usporiti hidrolizu i stvaranje BPA ili njihove oligomere, te procistiti BPA, reagirajuci s
ve¢ stvorenim BPA. Ipak, ovi autori su sugerirali da dugotrajna upotreba polikarbonatnih
bravica u ustima ne moze biti pozeljna, §to se slaze s rezultatima dobivenim u ovom
ispitivanju. Medutim, Phiton i sur. ukazuju da polikarbonatne bravice ne uzrokuju
citotoksi¢nost na kulturi stanica 1.929 nakon potapanja bravica u kulturu medijana 1, 2,317
dana (95). Prvo istrazivanje je mjerilo samo koli¢inu otpustenog BPA, no ne i njegov bioloski
ucinak, dok je drugo mjerilo bioloski ucinak, ali ne i koli¢inu 1 vrstu potencijalno toksi¢ne
supstancije. Takoder, prvo je simuliralo duzinu ortodontskog tretmana i ostavljeno je dovoljno
vremena da se vidi otpuStanje BPA. NaSe istrazivanje je trajalo krace, no ipak je ukazalo na to
da polimerne bravice izazivaju najvi$i stupanj oksidacijskog stresa, veéi nego metalne.
Potrebne su daljnje studije da se to¢no vrednuje biokompatibilnost bravica izradenih od
polimernih materijala.

Nasi rezultati upucuju da su sve bravice izvor oksidacijskog stresa 1 da metalne Speed i

MiniSprint vjerojatno zbog metalnih iona (zeljeza, kroma i nikla) imaju veéi stupanj stresa, ali
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da najveé¢i ima Quantum, vjerojatno zbog polieter poliola. Oksidacijski stres uzrokovan
izlozenoS¢u metalima, osobito niklu, posredovan je indukcijom laktat dehidrogenaze, lipidne
peroksidacije i indukcijom Fentonove reakcije. Ovaj zadnji proces ukljucuje reakciju O’sa
oksidacijskim tragovima metala i stvaranjem O,, koji na kraju reagira s vodikovim
peroksidom te formira hidroksilni radikal i OH(9). Heksavalentni krom je potvrdeni
karcinogeni agens, za koji je dokazano da poti¢e nastanak 8-OHAG i puknu¢a DNA
uzrokovana formaminopirimidinskom DNA glikozilazom u ljudskim bijelim krvnim
stanicama in vitro. Buduéi da kobalt posjeduje slicne kemijske osobine kao Zeljezo, to je
razlog za pretpostavku da kobalt uzrokuje mehanizme poput Fentonske reakcije za stvaranje
reaktivnih kisikovih vrsta (21).

Nedavna in vitro studija nije uspjela dokazati prisustvo DNA ostecenja komet testom nakon
tretmana korozijskim produktima iz bravica od nehrdajuceg celika u eksperimentalnom
razdoblju od 0 do 70 dana (96). Sli¢no je uoceno i kada je napravljen komet test na kulturi
ljudskih bazalnih stanica s gingive koje su 14 dana bile izlozene djelovanju ortodontskih
lukova (97). Ipak, neki autori su primjetili genotoksi¢no oStecenje potaknuto ortodontskom
terapijom edgewise napravom na stanicama ljudske obrazne sluznice in vivo, koriste¢i komet
test (54) na 55 ortodontskih pacijenata i 30 kontrolnih ispitanika koji su praceni u dvije do tri
godine. Pokazali su da ioni nikla, kroma i kobalta mogu potaknuti oste¢enje DNA stanica
bukalne sluznice. Medutim, smatra se da stanice bukalne sluznice, koje su ljuskastog i
roznatog tipa, formiraju zastitnu barijeru oko stanica koja ih §titi od negativnog okruzenja u
ustima i odgovorna je za visoku otpornost na lezije. Nakon $to su enzimima obogatili
vijabilne stanice i nakon imunogene separacije epitelnih stanica, kriticari ove studije sugerirali
su da su vecina stanica oralne sluznice, koje stvaraju komete, vjerojatno leukociti, te da

stanice oralne sluznice nisu podobne za komet testiranje (97).
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Westphalen i sur. testirali su genotoksi¢ne efekte ortodontskih naprava koriste¢i komet (CA) i
mikronukleus test (MN) na grupi od 20 zdravih pacijenata koji su u ortodontskom tretmanu
konvencionalnom metalnom edgewise napravom (53). Kombinacija ovih dvaju testova
preporuca se jer se komet koristi da detektira primarna DNA oStecenja (koja se mogu
popraviti) u kratkom roku, a MN test otkriva o$te¢enja kromosoma u iducéoj fazi. U ovoj
studiji vrijeme uzimanja uzoraka bilo je 10 dana nakon postavljanja naprave u usta za CA test,
i 20 dana poslije za MN test. Rezultati komet testa su potvrdili da ortodontske naprave nisu
izazvale genetska oStecenja. Rezultati mikronukleus testa su pokazali porast MN stanica 30
dana nakon stavljanja naprave u usta. Razlike izmedu ovih studija koje se odnose na genetska
oSte¢enja mogu Se objasniti ¢injenicom da je studija Faccioni i sur. bila presjec¢na studija s
vec¢im brojem analiziranih ispitanika koji su koristili naprave u duzem razdoblju (2-3 godine).
Iako je koli¢ina metalnih iona koji se otpustaju iz ortodontskih aparata znacajno ispod
prosjecnog dnevnog unosa, i ne dostize toksi¢ne koncentracije, ne moze se iskljuciti ¢injenica
da i to moze biti dovoljno da potakne bioloske efekte u stanicama oralne sluznice (54).
Uvodenje metalnih iona u organizam predstavlja dodatni rizik za zdravlje, §to moze voditi
sistemskim i lokalnim efektima (74). Epidemioloski podatci pokazuju da se broj ljudi
osjetljivih na nikal povec¢ao na oko 20% (54).

Nedavna studija, koja je proucavala citotoksicnost legura srebra na fibroblaste, potvrdila je
njihovu visoku toksi¢nost (70). Rezultati su pokazali inhibiciju stani¢ne proliferacije i rasta,
Sto vodi lizi 1 stani¢noj smrti. Legura koja je proucavana u toj studiji predstavljala je sljedeci
postotak metala: srebro 55%-57%, bakar 21%-23%, cink 15-19% i Kkositar 4%-6%.
Razmatrajuéi vecu koncentraciju srebra, bakra 1 cinka, 1 uzimajuéi u obzir vecu nestabilnost
bakra i cinka, moguce sudjelovanje ovih iona u razvoju stani¢nih promjena moze se uzeti u
obzir. Legure s vecom koli¢inom bakra imaju snazniju oksidaciju i veéu toksi¢nost u

usporedbi s legurama s manje bakra, na $to je uputio ve¢i dokaz stani¢ne iritacije. K tome, in
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vitro studije su pokazale da kapacitet bakra zapocinje riskantne oksidiraju¢e dogadaje koji
mogu utjecati na vazne stanicne aktivnosti. Ovo se dogada zato Sto bakar, kada je slobodan,
moze Kkatalizirati stvaranje visoko toksi¢nih hidroksilnih radikala koji mogu uzrokovati
neurodegenerativne promjene. U laboratorijskoj studiji Manzl i sur. analizirali su toksi¢nost
bakra i primijetili su hepatotoksi¢nost ovog iona S posljedi¢nim smanjenjem stani¢ne
vijabilnosti (97).

No i sama manipulacija kulturom stanica (presadivanje uz tripsinizaciju te mijenjanje medija)
mogla je utjecati na vijabilnost i rezultate stani¢ne proliferacije te potaknuti oksidacijski stres.
Zbog toga negativna i apsolutna kontrola, iako imaju najnizu koncentraciju biljega
oksidacijskog stresa, nemaju i statisticki znacajno nizu koncentraciju od bilo kojeg tipa
bravica, ali ni od pozitivne kontrole.

Poznato je da se slobodni radikali neprestano stvaraju u organizmu i uzrokuju oksidacijsko
ostec¢enje biomolekula, no oksidacijsko — redukcijska ravnoteza se kontrolira mnogobrojnim
antioksidansima i reparatornim sustavima (12). Tvari iz ortodontskih bravica ne moraju nuzno
biti direktni inicijatori stresa, ve¢ mogu biti medijatori reakcije s drugim makromolekulama i
procesima kao posljedica kojih se inducira oksidacijski stres.

Bitno je naglasiti da ne postoji samo jedan test koji moZe zabiljeziti sve mehanizme kojima
sastojci potiCu oSteCenja DNA. Zato, za donoSenje zakljucka o Stetnosti nekog materijala ili
njegova sastojka, potrebno je uciniti cijeli niz testova koji ¢e ovu tezu potvrditi, ukljucujuéi i
one koji ocjenjuju metafazne kromozomske lomove, mikronukleus test razmjene sestrinskih
kromatida i aktivacije stanice domacina (96). Vaznost daljeg istrazivanja o ovom podrucju U
in vivo uvjetima s ve¢im brojem ispitanika i duzim pra¢enjem odgovorit ¢e nam na pitanja o
genotoksi¢nom potencijalu otpustanja iona iz ortodontskih naprava, kao i potvrdu rizika
kojem su nasi pacijenti izlozeni. U daljnja istrazivanja bi svakako trebalo ukljuciti i mjerenje

koncentracije otpustenih iona teskih metala (Fe, Cu, Co, Cr, Ni, Ti) te kemijskih supstancija
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polimera u duzem razdoblju te ovisnost njihove koncentracije o razini biljega oksidacijskog
stresa. Mnoge studije su potvrdile Stetne efekte koje proizlaze iz otpustanja nikla, kroma i
kobalta iz metalnih bravica, ali se malo zna o Stetnim ucincima polimernih bravica, koje se u
ovom istrazivanju opisalo, a narocito su nepoznati mehanizmi koji se razvijaju u ustima U
dvije 1 viSe godina tretmana. Poznato je da su poliuretani dobiveni kemijskim putem od
izocijanata i poliola, supstancija koje se smatraju opasnim za zdravlje, potrebno je izvijestiti i
ortodonte i pacijente o riziku kojim su izlozeni ortodontskim tretmanom te utjecati na
proizvodace da vode brigu o rizicnim posljedicama svojih proizvoda.

Rezultati ovog istrazivanja upotpunjuju dosada$nja saznanja iz podrucja biokompatibilnosti
materijala i naprava koristenih u ortodonciji. lako izgleda da su sve vrste bravica izvor
oksidacijskog stresa, ipak keramicke bravice imaju najveéi stupanj biokompatibilnosti u
usporedbi s polimernim 1 metalnim bravicama, te onima izradenima od kombinacije

navedenih materijala.
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6. ZAKLJUCCI



Bez obzira na gradbeni material svi tipovi ortodontskih bravica izvor su oksidacijskog stresa
in vitro.

Najveéi oksidacijski stres induciraju potpune metalne i poliuretanske bravice.

Keramicke bravice pokazuju najvisi stupanj biokompatibilnosti u usporedbi s polimernim i
metalnim bravicama te onima nacinjenima od kombinacije tih materijala.

Rezultati ovog istrazivanja upotpunjuju dosadasnja sazanja iz podru¢ja biokompatibilnosti
materijala i naprava koristenih u ortodonciji i sugeriraju da odabirom keramickih bravica za
provodenje ortodontske terapije smanjujemo nezeljeno Stetno djelovanje edgewise naprave na

stanice.
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POPIS SKRACENICA

H,0, -vodikov peroksid

OH- - hidroksil radikal

Fe?*-ion Zeljeza

Cu’- ion bakra

'O, singlentni kisik

UV zracenje- ultravioletno zraCenje

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

8-OHdG - 8-hidroksi-2"-deoksigvanozin

FPG- formamidopirimidin DNA N-glikozilaze

dG — deoksigvanozin

AISI — Americki institut za zeljezo i Celik (eng. American Iron Steel Institute)
NF-kappa B — Nuklearni ¢imbenik kapa (eng. Nuclear factor kappa B)

AP-1- Aktivacijski protein (eng. Activator Protein)

p53- protein 53

TNFa- Tumorski nekroti¢ni ¢imbenik alfa (eng. Tumor Necrosis Factor o)
HPLC - Visoko-djelotvorna tekuéinska kromatografija

EC- Elektrokemijska detekcija

CG-MS- Plinska kromatografija sa masenom spektrometrijom

ELISA- enzimski imunovezujuci test (eng. enzyme-linked immunosorbent assay)
CI -ionklora

MSDS- proizvodacka izjava o sigurnosti materijala (eng. Material Safety Data Sheet))
CA test- Komet test

MN test- Mikronukleus test
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