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1. UVOD

Ortodontske naprave, ¢esto poznatije kao ,,aparati¢i®, u dentalnoj se medicini koriste na
svakodnevnoj bazi, a koriste se od 1970-ih. Radi se o metalnim konstrukcijama koje ¢ine bravice,
lukovi, prstenovi, ligature i Zice, koji su povezani sa zubima pomoc¢u posebnog ljepila. Vrijeme
nosenja najc¢esce je oko dvije godine, §to je dovoljno vremena da naprava poc¢ne utjecati na
organizam pacijenta. Logi¢no je zakljuciti da ¢e dugotrajno noSenje takvih naprava izazvati
odredenu Stetu usne Supljine i iskazati lokalnu agresiju prema sluznici. Uz fizi¢ku abraziju, bitno
je spomenuti i kemijsku koroziju te otpustanje metalnih iona koristenih metala koje uvjeti u usnoj
Supljini samo dodatno potic¢u (nikal, krom, titan, kobalt i drugi metali). lako je korozija
kratkotrajna i ovisi o faktorima poput pH sline, vlage, pastama za zube i vodicama za usta, nije
zanemariva (Kishore i sur., 2021; Loyola-Rodriguez i sur., 2020; Downarowicz i Mikulewicz,
2017). Glositis, metalni okus u ustima, suhe usne, upalno crvenilo i hipertrofija zubnog mesa Cesto
se manifestiraju u pacijenata i smatra ih se posljedicama korozije tih metala. Cak i ako sama
naprava ne nanese teSku Stetu usnoj Supljini, moze ju ostaviti podlozniju oSte¢enjima i toksi¢nim
agensima kasnije tijekom zivota (Martin-Camean i sur., 2015; Mikulewicz i sur., 2013; Ortiz i
sur., 2011).

lako su istrazivanja o citotoksi¢nosti spomenutih metala 1 ortodontskih naprava provodena
¢esto 1 vecina ith pokazuje kako je citotoksi¢nost zanemariva, ne moze se iskljuciti moguénost da
su i ovdje primijenjene, male koncentracije metala dovoljne da izazovu bioloske promjene oralne
sluznice, posebice zato jer se nalaze u obliku smjesa. Tkivo sluznica usne Supljine u moguénosti
je apsorbirati te malene koli¢ine metalnih iona kroz duZi period, $to moze dovesti do promjena u
genomu stanica usne Supljine. Osim toga, metali nisu biorazgradivi te mogu izazvati ireverzibilne
toksi¢ne efekte svojim nakupljanjem u tkivima. Takoder, kobalt i nikal dokazano su kancerogeni
za sluznice (Martin-Camaean i sur., 2015a). Ne smije se zanemariti ni ¢injenica kako ti metali ne
ostaju samo lokalno nakupljeni, ve¢ je u mnogim studijama utvrdeno da se nalaze u tjelesnim
tekué¢inama i tkivima nepovezanima s usnom Supljinom. Opcenito, izlaganje metalnim ionima
izaziva razli¢ite patoloske ucinke poput upalnog odgovora, promjena u oksidativnom sustavu,
povecanja lipidne peroksidacije te promjena u mehanizmima popravka deoksiribonukleinske
kiseline (DNA; Martin-Camean i sur., 2015a).



Sukladno svemu recenom, ortodontske naprave, ovisno o svom sastavu, mogu imati
odredena negativna bioloska djelovanja na ljudski organizam. Ciljevi ovog istrazivanja su utvrditi
citotoksicni, prooksidacijski te genotoksi¢ni u¢inak metala otpustenih u umjetnu slinu tijekom 3,
7114 dana iz lukova, bravica, ligatura i prstenova. Kao bioloski test sustavi koristene Su stani¢ne
linije usne Supljine, jetre, zeluca te debelog crijeva, odnosno Stanice tkiva koje su i u in vivo
uvjetima izloZzene djelovanju tih metala. Iz dobivenih rezultata utvrditi ¢e se koje je vrijeme
kontakta ortodontskih naprava i sline kriti¢no za postizanje nezeljenih ucinaka te ¢e se utvrditi
koja ortodontska naprava ispusta najvise metala tijekom kontakta sa slinom. Iz dobivenih rezultata
zakljuciti ¢e se kakva je sigurnost primjene ovakvih naprava i koje su potencijalne nezeljene

pojave prilikom njihovog koristenja.

2. TEORIJSKI DIO

2.1. ORTODONTSKE NAPRAVE

Kao $to je ve¢ receno, ortodontske naprave medicinski su uredaji koji se u stomatologiji
koriste svakodnevno kako bi se ispravili zubi 1/ili poloZaji Celjusti pacijenta, bilo iz estetskih bilo
iz zdravstvenih razloga, a koriste se jo$ od davnih 1900-tih i njihov razvoj konstantno napreduje
(Proffit i sur., 2009). Najpoznatije su naprave za ravnanje i pomicanje zubi, ,,aparati¢i*, koji mogu
biti mobilni 1 fiksni, no tu su jo§ i naprave poput implantata, maski i kapa. Mobilne naprave
kombinacija su metalnih dijelova (najc¢esce Zica) i plasti¢nih dijelova. Fiksne se sastoje od bravica,
lukova, prstenova 1 ligatura povezanih Zicom te fiksiranih na zube posebnim ljepilom, najcesce
akrilnom smolom. Ove naprave su smjesa metala Ciji sastav varira, a za njihovu se izradu najéesce
koristi ¢elik, srebro, krom, kobalt, nikal, titan, cink, kadmij i drugi (Orthonova, 2020; Martin-
Camean i sur., 2015a; Gongalves i sur., 2014; Heravi i sur., 2013; Mikulewicz i sur., 2013; Proffit
i sur,, 2009). Ove naprave usnu Supljinu o$te¢uju mehanicki, ali zbog stalnog kontakta sa slinom,
hranom i teku¢inama dolazi do disocijacije iona metala od kojih su gradeni te mogu negativno

utjecati na higijenu zubi.

U novije doba ortodoncija napreduje te se sve ¢eS¢e primjenjuju i alternativne fiksne

naprave koje koriste keramicke bravice, bravice postavljene na straznju stranu zubi (lingvalne



bravice) ili pak iskljuéivo plastiéne udlage koje se redovito mijenjaju kako bi postupno pomicale

-----

2019). Na slici 1 prlkazam su naj¢es¢i oblici ortodonstkih naprava.

Metalne bravice Keramicke bravice

Prozirne udlage
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Slika 1. Razliciti tipovi ortodontskih aparati¢a (prilagodeno prema Jeevan Dental Clinic, 2019).

O nacinu i trajanju ortodontske terapije odlucuje specijalizirani stomatolog nakon niza
procjena (fizi¢ki rast, psihosocijalna procjena, oralno zdravlje, procjena funkcija ¢eljusti i okluzije
1 procjena izgleda) i pregleda (skeniranje, otisak zagriza). U Sirem smislu, postoji Sest razloga,
pribliino ovim redom po uéestalosti, zbog kojih pacijenti traze terapiju: ukloniti hendikep,
proces, poboljsati funkciju celjusti, umanjiti utjecaj traume ili bolesti te olakSati druge
stomatoloske tretmane. Stomatolog na kraju mora naéi ravnotezu izmedu pacijentovih Zelja te
dijagnoze 1 mogucnosti za lijecenje istih i odabrati terapiju koja se temelji na dokazima. Dakako,
naprave nisu jedino rjeSenje ortodontskih problema, moguéi su i zahvati preoblikovanja zubi te
kirurski zahvati, a nije rijetko ni kombiniranje viSe vrsta terapija i naprava kako bi se postigao

zeljeni rezultat (Proffit i sur., 2009).



2.2. MATERIJALI U ORTODONCUI

Optimalni ortodontski pomak postize se laganom, kontinuiranom silom te je stoga vazan
odabir materijala odgovarajuc¢ih biomehanickih svojstava. Slitine plemenitih metala su se koristile
medu prvima, uglavnom iz razloga sto su jedine podnosile uvjete usne Supljine. Uvodenjem celika
one su postale zastarjele. Celik i slitine kobalt-krom brzo su zamijenile slitine plemenitih metala
zbog manje cijene, bolje snage i elasti¢nosti te jednake otpornosti na koroziju za koju je zasluzan
krom. Tipi¢ni sastav materijala za ortodontsku upotrebu ima 18% kroma i 8% nikla. Krom djeluje
antikorozivno, ba$ kao i molibden, koji je takoder Cesto u sastavu naprava. Nikal pak povecava
¢vrstocu i duktilnost, no takoder ima 1 ulogu u otpornosti naprave na koroziju. Ukoliko se zeli ve¢a
elasti¢nost, obi¢no se bira nikal-titan slitina. Ona ima svojstva ,,pamcéenja“ oblika i
superelasti¢nosti. Beta-titan jo§ je jedna titanska slitina, a razvijena je prvenstveno za ortodontsku
upotrebu. Laka je za oblikovanje, snazna i elasti¢na, Sto ju ¢ini idealnim materijalom za opruge i
zice. Takoder, titan se ¢esto smatra najbiokompatibilnijim i najmanje toksi¢nim metalom. U 21.
stoljecu sve se vise koristi kompozitna plastika kao zamjena za metale, a o¢ekuje se i njena rutinska
primjena u skoroj buduénosti, iako naravno, ima ocit nedostatak elasticnosti. Kao materijali za
izradu pomo¢nih dijelova naprava Cesto se koriste guma, lateks i elastomerna plastika zbog

elasti¢nosti te magneti kao pojacivaci sile (Ortiz i sur., 2011; Proffit 1 sur., 2009).

2.3. METALI

Metali su kemijski elementi specifi¢nih svojstava. U prirodi ih nalazimo najvise kao rude
koje Cine oko 25% Zemljine kore. Kemijski su posebni po svojoj sposobnosti formiranja
jedinstvenog tipa veza, metalne veze. Atomi metala izrazito lako otpustaju elektrone iz vanjske
ljuske, dolazi do delokalizacije elektrona i formiranja metalne veze izmedu dva atoma metala.
Prijelazni metali imaju posebno izraZeno to svojstvo. Priroda metalnih veza odgovorna je za
svojstva metala poput vodljivosti, otpornosti i ¢vrstoéi. Opcenito, metali su gus¢i od nemetala, ali
unutar skupine metala postoji veliki raspon gustoéa (litij je najmanje gustoée od 0,534 gecm=, a
najgusca je ziva gustoée 22,59 gcm™). Rjedi, laksi metali poput titana, magnezija i aluminija imaju

vecu komercijalnu vaznost (Mortimer, 1975). Atomi unutar metala rasporedeni su u kristalne



reSetke, kubicne 1 heksagonalne, Sto je takoder odgovorno za posebna fizikalna svojstva metala

(Holleman i Wiberg, 2001).

Metale se moze kategorizirati na temelju nekoliko fizikalnih svojstava te na temelju
kemijskih svojstava. Druga kategorizacija vidljiva je u periodnom sustavu elemenata i ona
obuhvaca alkalijske metale, zemnoalkalijske metale, prijelazne metale, posttranzicijske metale i
metaloide (IUPAC, 2005). Prema fizikalnim svojstvima mogu se izdvojiti kategorije poput krtih
metala (koji nisu savitljivi), refraktornih metala (s izuzetnom otpornosc¢u na toplinu i troSenje),
bijelih metala (lako taljivi), teSkih metala (visoke gustocée i Cesto toksi¢ni) te plemenitih metala
(otporni na oksidaciju i koroziju) (Russell i Lee, 2005). Upravo su fizikalna svojstva vazna za
odabir metala koji ¢e se upotrijebiti u medicini (favoriziraju se legure, refraktorni i plemeniti

metali).

2.4. LEGURE

Legure su smjese vise metala ili metala s drugim elementima koje zadrzavaju metalna
svojstva poput vodljivosti i otpornosti, a opet dobivaju sva zZeljena svojstva iz drugih elemenata.
Primjeri legura su &elik, mjed i bronca. Sirok je raspon industrija koje koriste legure, od

gradevinske, preko automobilske do medicinske industrije (Britannica, 2019).

2.5. METALI U MEDICINI

Metali se u medicini koriste za spektar razli¢itih stvari, od izrade implantata (umjetnih
zglobova), fiksiranja kostiju, intrauteralnih kontracepcijskih uredaja pa sve do ortodontskih
naprava, kao §to je i vidljivo na slici 2. Prednosti koriStenja metala su ¢vrstoca, elasticnost,
elektri¢na vodljivost i otpornost na lomove. Ta svojstva daju metalima prednost pred keramikom
1 polimerima $to se tice koriStenja u medicini. S obzirom na to da je sigurnost na prvom mjestu,
uvijek se cilja na koristenje nisko korozivnih metala poput kobalta, molibdena, kroma i titana te
razli¢itih legura. Uz to, konstantno se radi na istraZivanju novijih i boljih materijala te nacina
poboljSavanja svojstava metala poput otpornosti na koroziju i troSenje, mehanickih svojstava te

iznimno vazne biokompatibilnosti s ljudskim organizmom. Trenutno najéesc¢e koriSteni metali su
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titan, legure poput nehrdajuceg celika, legura s plemenitim metalima i nekorozivnim metalima,
nikal, Zeljezo i magnezij, no Koriste se i mnogi drugi metali. Odabir metala za izradu dakako ovisi

o svrsi i polozaju medicinske naprave u tijelu (Hanawa, 2012).

Pri izradi bilo kakvih metalnih medicinskih naprava koje dolaze u direktan duzi kontakt s
pacijentovim organizmom, krucijalno je obratiti pozornost na biokompatibilnost odabranih
materijala s organizmom. Kako bi se njihova biokompatibilnost odredila, naprave moraju proci
niz rigoroznih testiranja, bez obzira na poznata mehanicka, kemijska i fizikalna svojstva. Testiranja
su standardizirana od strane Medunarodne organizacije za standardizaciju (ISO) te nacionalnih
tijela. Testovima se provjeravaju citotoksi¢nost, izazivanje iritacija, akutna sistemska toksicnost 1
niz drugih svojstava naprava klju¢na za njihovo odobravanje za koriStenje unutar organizma.
Testovi nisu ujednaceni za sve naprave radi razlicitosti u sastavu, gradi i ciljevima naprava (Li i

sur., 2015).

Takoder, postoje i metode kojima se djeluje na kemijska i fizikalna svojstva metala koja
utjecu na njihovu biokompatibilnost te ih se tako ¢ini primjerenijima za koriStenje u medicini.
Primjeri toga su djelovanja na povrSinu metala kako bi se smanjila korozivnost, a ukljucuju
premazivanje nekorozivnim supstancama poput hidroksiapatita i razlicitih oksida, implantaciju
iona poput dusikovih 1 kisikovih iona te fizikalne 1 kemijske promjene teksture povrSine metala

(Asriisur., 2017).
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Slika 2. Prikaz raznovrsnih vanjskih 1 unutarnjih primjena metala u razli¢itim oblicima u

medicini (prilagodeno prema Ametek, 2021).




2.6. TOKSICNOST METALA

Opcenito, iako su sastavni dio ljudskog tijela, metali su Cesto toksi¢ni ili mogu postati
toksi¢ni odredenim procesima. Zeljezo, magnezij i kalij primjeri su metala bez kojih ljudski
organizam ne bi mogao funkcionirati. S druge strane olovo, Ziva i arsen primjeri su izrazito
toksi¢nih metala. Toksi¢nost kod metala, kao i kod drugih tvari, ovisi i o dozi te obliku u kojem
metal dolazi u kontakt s organizmom. Na djelovanje metala u organizmu utjecu i faktori poput
interakcija s esencijalnim metalima, kompleksiranja s proteinima, starosti jedinke (djeca bolje
apsorbiraju metale te je kod njih izrazeniji genotoksi¢ni u¢inak), zivotnih navika jedinke (pusenje,
alkohol) 1 imunoloskog statusa jedinke (Durgo, 2020). Takoder, djelovanje metala moze biti 1
sinergisticko te moze do¢i do pojacanog toksicnog djelovanja kada su u pitanju smjese metala

(Primozic€ i sur., 2021).

Metali se izuzetno lako nakupljaju u tijelu te ulaze u hranidbeni lanac. Sama toksi¢nost
temelji se na nekoliko svojstava metala. Jedno od njih je to da su metali pozitivno nabijeni te lako

ulaze u komplekse s negativno nabijenim bioloSkim molekulama (Durgo, 2020).

Nakupljanje metala u krvnim zilama rezultira smanjenjem razine dusikovog oksida koji je
iznimno vazan za relaksaciju krvnih Zzila. Nakupljanje u Zlijezdama pak, moZe rezultirati
hormonalnim disbalansom i razvojem stanja poput osteoporoze, hipotireoidizma i preranog
starenja. Kod dijabeticara je moguce da dode do prestanka odgovaranja organizma na terapiju.
Teski metali su sistemski toksini s direktnim utjecajem na Zivce, urinarni sustav, razvoj embrija 1
metaboli¢ke procese. Oni uzrokuju izlazak kalcija iz kostiju kako bi se odrzao pH sustava jer sami
izazivaju povecani aciditet, uzrokuju upale arterija i1 tkiva i otvrdnuce arterija. Lako prolaze
barijere te tako mogu proci kroz placentu te u¢i u majc¢ino mlijeko. Ruse antioksidacijski balans

stanice, uzrokujuci prooksidativni uc¢inak i stvaranje slobodnih radikala (Durgo, 2020).

Djelovanja metala u organizmu ocituju se na nizu sustava, kao sto je i vidljivo na slici 3.
Ukoliko dode do vezanja metala na neke enzime, ¢esto dolazi do njihove inaktivacije (npr. vezanje
olova umjesto cinka na 6-aminolevulinska kiselina dehidratazu, Sto rezultira inhibicijom sinteze
hema). Takoder tako moze do¢i i do inhibicije respiratornih enzima u mitohondrijima i stani¢ne
smrti. Poznato je 1 da metalni ioni lako ulaze u interakcije s DNA, tako povecavajuéi vjerojatnost

da dode do mutacije u istoj, Sto ih ¢ini mutagenima i kancerogenima. Jedan od metala koji tako



djeluje je nikal. Odredeni metali, poput kadmija i Zive su nefrotoksi¢ni jer se nakupljaju u

bubrezima. Isto tako, metali vezani na organske spojeve lako prelaze krvno-mozdanu barijeru i

oSte¢uju centralni ziv€ani sustav. Interakcije metala s organskim spojevima u tijelu cesto

rezultiraju 1 izmijenjenom endokrinom kontrolom te direktnim oSte¢enjem spolnih organa (kadmij

oSteCuje testise, olovo nakupljanjem inhibira spermatogenezu, uzrokuje degeneraciju tkiva i

atrofiju Leydigovih stanica). Metalna prasina (nikal, krom, arsen) dokazano iritira te djeluje

kancerogeno na respiratorni sustav (Durgo, 2020; Godwill i sur., 2019).
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Slika 3. Op¢enita shema djelovanja metala na ljudski organizam

(prilagodeno prema Godwill i sur., 2019).
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2.6.1. Toksi¢nost kroma

Krom se javlja u razli¢itim oksidacijskim oblicima, a bioloski su najznacajniji trovalentni
i heksavalentni krom. Heksavalentni oblik nije topljiv u vodi i lakSe se apsorbira u stanice, gdje se
reducira u trovalentni krom. U takvom obliku on se moZe vezati s organskim spojevima i izazvati
toksicni i kancerogeni ucinak (Durgo, 2020). Mogu¢ je unos u ljudski organizam, osim kroz
direktni kontakt, kroz pitku vodu, jer je krom Cesti kontaminant u njoj. Mehanizmi toksi¢nosti
kroma jo$ nisu u potpunosti poznati, no zna se da prolazi kroz stani¢nu membranu putem
nespecificnih anionskih transportera, jer je strukturno sli¢an sulfatnim i fosfatnim anionima. U
stanici ga reducirati moze veliki broj molekula, a najces¢e u reakcijama redukcije sudjeluju
vodikov peroksid, glutation reduktaza, askorbinska kiselina, cistein i glutation. Tako nastaju
intermedijeri peterovalentnog, ¢etverovalentnog i trovalentnog kroma, hidroksilni radikali i tiolni
radikali. Svi ti spojevi lako mogu narusiti strukturu i funkciju DNA, lipida i proteina te u krajnosti
dovesti do apoptoze ili nekroze stanice, §to je prikazano i vizualno na slici 4. Dokazano je da krom
utjeCe na epigeneticke promjene to¢nije na metilaciju DNA 1 posljedicno utiSavanje ekspresije
odredenih gena (najceSce tumor supresora). Osim toga, krom djeluje i na acetilaciju i biotinilizaciju

histona te na ekspresiju miRNA i time takoder utjece na ekspresiju razli¢itih gena.

Takoder, krom djeluje na respiratorni sustav, bubrege, kozu, jetru, gastrointestinalni sustav,
kardiovaskularni sustav, krvotvorne organe i reproduktivni sustav, a primijec¢eno je i erozijsko 1
diskoloracijsko djelovanje na zube. Zbog mogucih interakcija s DNA, smatra ga se karcinogenom
1 mutagenom tvari te ga je Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) klasificirala kao
kancerogen za ljude kada ga se udahne. Ukoliko pak dode do ekstracelularne redukcije
heksavalentnog kroma u trovalentni krom, putem sline, zelu¢ane kiseline i drugih tjelesnih
tekucina, velika je vjerojatnost kako ¢e taj krom biti bezopasan za tijelo i brzo izlucen iz istog

(ATSDR, 2021; Sun i sur., 2015).
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Slika 4. Shema mogucih djelovanja kroma u organizmu

(Prilagodeno prema DesMarais i Costa, 2019).

2.6.2. Toksi¢nost nikla

Nikal je Siroko rasprostranjen element (voda, zrak, tlo), no njegova funkcionalna uloga za
ljudski organizam jo$ uvijek nije poznata. Ono §to jest poznato su njegovi Stetni u€inci poput
alergijskih reakcija, kardiovaskularnih 1 bubreZnih bolesti, fibroze pluca te razvoja raka pluca i
nazalnih puteva. Spada u najces¢e metalne alergene, na njega je alergi¢no 10-15 % svjetske
populacije. U prirodi se nalazi u nekoliko oksidacijskih stanja (od -1 do 4), a najée$ce se u okolisu
pronalazi u +2 stanju (Ni®*). Takav oblik nikla spada u esencijalne elemente za odredene nize
organizme koji ga koriste kao kofaktor za odredene enzime. Takvih enzima, medutim, u ljudskom
organizmu nema, tako da se u ljudi ocituju losi ucinci na zdravlje. Glavni put unosa je respiratorni
put, no mogu¢ je i oralni unos kontaminiranom hranom i/ili vodom. Molekularni mehanizmi
toksicnosti nikla jo§ nisu poznati, ali zna se da izaziva oksidativni stres i mitohondrijsku

disfunkciju. Nekoliko istraZivanja na Zivotinjama pokazalo je kako nikal inaktivira odredene
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enzime poput superoksid dismutaze i katalaze, dok istovremeno povecava ekspresiju kaspaza i
proonkogenih proteina. MozZze se vezati na histonske komplekse te tako izazvati
heterokromatinizaciju i utjecati na ekspresiju gena. Takoder, primije¢eno je i da nikal moze
izazvati bubrenje mitohondrija i nestanak krista u mitohondrijima. Vezanje nikla na odredene
proteine moze aktivirati vanjski signalni put apoptoze (tzv. put receptora smrti) i tako dovesti do
umiranja stanica, a to je i prikazano na slici 5. Kao sastavni dio ortodontskih naprava, nikal ima
abrazivno 1 alergeno djelovanje. Zbog pH vrijednosti i sastava sline dolazi do otpustanja iona
metala koji ¢ine napravu, tako i nikla. Takvi ioni mogu izazvati kontaktni dermatitis, biti
citotoksi¢ni 1 izazvati oSte¢enja DNA. Europska agencija za kemikalije (ECHA), stoga strogo
regulira maksimalno dozvoljene koncentracije nikla u kovanicama, nakitu, ortodontskim
napravama i drugim proizvodima koji dolaze u kontakt s kozom. Takoder, prije koristenja
medicinskih naprava koje sadrze nikal, preporuca se provodenje testova na alergene kako bi se

sigurnost pacijenta stavila na prvo mjesto (Genchi i sur., 2020a).
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Slika 5. Apoptoza inducirana Ni?* ionima (Prilagodeno prema Genchi i sur., 2020a).
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2.6.3. Toksi¢nost kobalta

Kobalt je element svojstava sli¢nih onima Zeljeza i nikla. Iako je esencijalan kao sastavnica
vitamina Bio, poznatog i kao cijanokobalamin, u bilo kojem drugom obliku kobalt moze biti
toksiCan za ljudski organizam, pogotovo u prevelikim dozama. U prirodi se kobalt naj¢esce nalazi
u dvovalentnom i trovalentnom obliku. Dvovalentni oblik lako se veze na biomolekule, receptore
1 ionske kanali¢e. Takoder, ioni kobalta, bas kao i1 krom 1 nikal, dovode do nastanka niza slobodnih
radikala te mogu dovesti do oSte¢enja mitohondrija. Osim toga, vezanjem na razli¢ite molekule
kobalt moze poremetiti homeostazu Zeljeza i kalcija u organizmu, utjecati na eritropoezu, izazvati
genotoksi¢ni uéinak te poremetiti sustav za popravak DNA. Simptomi trovanja kobaltom ocituju
se kao neuroloski, endokrini i kardiovaskularni problemi. Naj¢e$¢i simptomi su vrtoglavica,
mucnina, problemi s vidom, problemi sa Stitnjacom, astma, fibroza pluca te kontaktni dermatitis
ukoliko je kontakt s kobaltom postignut preko koze. IARC klasificira prasinu mjeSavine kobalta 1
volframovog karbida ,,vjerojatno kancerogenom®, jer se inhalacija tih Cestica povezuje s razvojem
raka pluéa. Paustenbach i suradnici su u radu objavljenom 2013. u ¢asopisu ,,Critical Reviews in
Toxicology®, u kojem je detaljno objasnjena toksi¢nost kobalta, opisali neke od mehanizama

djelovanja kobalta (Leyssens i sur., 2017).

2.6.4. Toksi¢nost kadmija

Kadmij je toksi¢ni neesencijalni prijelazni metal opasan i za ljude i1 za Zivotinje. U prirodi
se najéeSce nalazia kao industrijski zagadivac. U kontakt s kadmijem naj¢esce se tako i dolazi -
putem kontaminirane hrane 1 vode. Vulkanska aktivnost takoder znatno povecava koncentraciju
kadmija u zraku koji se zatim akumulira u okoliSu. Unos u ljudski organizam primarno se odvija
respiratornim i gastrointestinalnim putem, dok je apsorpcija preko koze rijetka. Jednom kada ude
u organizam, kadmij se krvotokom transportira po tijelu vezan za albumin i eritrocite te se Cesto
nakuplja u bubrezima, jetri i gastrointestinalnom traktu. To nakupljanje dovodi do renalne i jetrene
disfunkcije, formiranja pluénih edema, oSteCenja testisa, osteomalacije te prestanka rada
nadbubreznih i hematopoetskih zlijezdi. Najpoznatiji oblik trovanja kadmijem naziva se Itai-itai
bolest, a prvi put primijecena je u Japanu 1960-ih godina, nakon §to su vode u rizinim poljima bile

izuzetno kontaminirane kadmijem. Mehanizmi samog toksi¢nog djelovanja iona kadmija
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ukljuCuju stvaranje slobodnih radikala, vezanje na biomolekule poput antioksidativnih i
regulacijskih proteina, pojacanu ekspresiju kaspaze 3 te smanjenu ekspresiju tumor supresora bcl-
2 1 p-53. IARC ga sukladno svemu navedenom klasificira kao kancerogen za ljude. Takoder, u
mitohondriju djeluje nizom mehanizama koji interferiraju s normalnom funkcijom mitohondrija,
kao $to se vidi i na slici 6, a isti¢e se vezanje na proteine respiratornog lanca. 1z organizma se
izlucuje slinom, urinom te maj¢inim mlijekom (Genchi i sur., 2020b; Rafati Rahimzadeh 1 sur.,

2017).
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Slika 6. Prikaz djelovanja iona kadmija na mitohondrij

(Prilagodeno prema Genchi i sur., 2020Db).

2.6.5. Terapija nakon trovanja metalima

Cesta terapija za trovanje metalima jest jednostavno koristenje keliraju¢ih agenasa prema
kojima ¢e metali imati ve¢i afinitet nego prema organskim spojevima u organizmu. Cesto se radi
o ligandima koji sadrzavaju O-, S-, i N- (-OH, -COOH, —S-S— i -NH2) skupine i veZzu metale.

Vazno je da se agensi mogu distribuirati do mjesta skladiStenja ciljanog metala, da tvore netoksicne
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komplekse, da ne reagiraju s esencijalnim metalima te da se novonastali spojevi mogu lako izluditi
(Durgo, 2020). U praksi se koriste kelatori poput dimerkaprola (tzv. British anti-Lewisite (BAL)),
kalcij natrij etilendiamin tetraoctena kiselina (CaNa;EDTA) i D-penicilamina. Iako oni vezu
metale te tako smanjuju njihovu koncentraciju u organizmu, imaju i svojih mana. BAL se mora
davati intramuskularnim injektiranjem, Sto je bolno za pacijente, a i moguca je pojava alergijskih
reakcija. CaNa;EDTA pak, ima ograni¢eno djelovanje jedino na metale koji nisu usli u stanice, jer
ni on sam ne moze proci staniénu membranu. DPA je teratogen te moze izazvati anafilakticki Sok
kod pacijenata alergi¢nih na penicilin. S obzirom na sve mane kelatora, sve se viSe istrazuje
uzimanje antioksidansa poput L-karnitina, taurina i melatonina ili konzumacije hrane bogatih
antioksidansima (CeSnjak, kurkruma, sezamovo ulje...) jer oni znatno ublaZavaju Stetno

oksidacijsko djelovanje metalnih iona na organizam (Genchi i sur., 2020; Amadi i sur., 2019).

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIALI

3.1.1. Bioloski test sustavi

Kao bioloski test sustavi u izradi ovog rada upotrebljavane su stani¢ne linije humanih
stanica iz zbirke American Type Culture Collection (ATCC, SAD) za testiranje citotoksi¢nosti,
prooksidativne aktivnosti i genotoksi¢nosti te test plazmid ¢X-174 RF | (Promega, SAD) za

ispitivanje prooksidativnog u¢inka na DNA.

3.1.1.1. Humane stanice

Kori$tene su Cetiri humane stani¢ne linije: Hep G2, CAL 27, AGS i Caco2. Hep G2 stanice
su stanice karcinoma jetre, CAL 27 stanice su epitelne stanice karcinoma jezika, AGS su stanice
adenokarcinoma Zeluca, a Caco2 epitelne stanice kolorektalnog karcinoma. Sve te stanice
predstavljaju tip stanica na koje bi in vivo najvise mogli djelovati metali iz ortodontskih naprava.
Sve su stanice uzgajane na nacin da su rasle u monosloju u T-boci u kompletiranom mediju RPMI

(eng. Roswell Park Memorial Institute) u kojeg je dodana 10 %-tna otopina fetalnog govedeg
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seruma (eng. fetal bovine serum, FBS). Stanice su uzgajane u inkubatoru u atmosferi s 5 % CO-
na temperaturi od 37 °C. Nakon uzgoja, za potrebe koristenja u eksperimentima, stanice su
prevedene u suspenziju koriStenjem 0,25 %-tne otopine tripsina. Daljnje djelovanje tripsina je
zaustavljeno dodatkom medija sa serumom. Brojanjem pomocu Tiirken-Birkove komorice
odreden je broj stanica u suspenziji u T-boci te izracunata koncentracija iz koje je odreden potreban
volumen te suspenzije kako bi se u radnoj suspenziji postigla Zeljena koncentracija stanica (ovisno
o metodi za koju se koriste stanice). Iz te radne suspenzije, stanice su bile nasadene u 4 96-jazicne
ili 24-jazi¢ne plocice (ovisno o metodi) te inkubirane preko no¢i pri istim uvjetima kao i u T-

bocama.

3.1.1.2. Plazmid pX-174 RF |

Za testiranje genotoksicnosti koriStena je smrznuta izvorna otopina test plazmida ¢X-174
RF I . Neposredno prije koriStenja kiveta s izvornom otopinom plazmida je izvadena iz frizidera
te je pripremljena otopina potrebne koncentracije koriste¢i izvornu otopinu i TE (Tris-EDTA)

pufer u Zeljenim omjerima.

3.1.2. Otopine

3.1.2.1. Uzorci

Kao testni uzorci kori$tene su ukoncentrirane otopine umjetne sline (Toni-Zucchi umjetna slina,
pH 4.8) u kojoj su dijelovi ortodontskih naprava (bravice, lukovi, ligature, prstenovi i svi dijelovi
zajedno) stajali odredeno vrijeme (3, 7 i 14 dana), uz jednu otopinu ¢iste umjetne sline kao
kontrolu, dakle ukupno 16 uzoraka. Uzorci su pripremljeni na Zavodu za kemiju, biokemiju i
klinicku kemiju, Medicinskog fakulteta u Rijeci na nacin da je u ukupni volumen od 100 mL
umjetne sline dodano po 5 lukova ili 50 bravica ili 50 ligatura ili 10 prstenova ili 5 lukova, 50
bravica i 50 ligatura. Testni su uzorci bili 20 puta koncentriraniji u odnosu na fiziolosku normalu,
tj. stvarnu koncentraciju u ustima pacijenata. Mora se uzeti u obzir kako su sva tri testirana
vremenska perioda i dalje relativno kratka u odnosu na stvarno prosjecno vrijeme nosenja

ortodontskih naprava. Detaljna kemijska analiza otopina provedena je na Institutu Ruder Boskovi¢
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kako bi se znao to¢an udio metala u pojedinim otopinama i tablica koja prikazuje rezultate nalazi

se u prilogu 1.

3.1.2.2. Fosfatni pufer

Fosfatni pufer je koriSten za pripremu razrjedenja razli€itih spojeva, ispiranje stanica i

pripravu agaroznog gela za komet metodu. Sastav fosfatnog pufera je naveden u tablici 1.

Tablica 1. Sastav fosfatnog pufera.

SASTOJAK KOLICINA
NaCl 8,009
KCI 0,20 g
Na;HPO4 x 2H,0 1,159
K2HPO4 0,20 g
Destilirana voda do 1000 mL

3.1.2.2. Neutral Red

Neutral Red boja koriStena je za bojanje stanica pri odredivanju postotka preZivljenja

Neutral Red metodom. Sastav otopine naveden je u tablici 2.

Tablica 2. Sastav Neutral Red otopine

SASTOJAK KOLICINA
Neutral Red boja 200 pL
RPMI medij 20 mL

3.1.2.3. Otopina za odbojavanje

Otopina za odbojavanje koriStena je pri provodenju Neutral Red metode za odbojavanje

stanica. Sastav otopine za odbojavanje naveden je u tablici 3.
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Tablica 3. Sastav otopine za odbojavanje

SASTOJAK KOLICINA
Etanol 50,00 mL
Destilirana voda 49,00 mL
Ledena octena kiselina 1,00 mL

3.1.2.4. Diklorofluorescein-diacetat (DCFH-DA)

DCFH-DA koristen je za tretiranje stanica pri ispitivanju prooksidativnog u¢inka uzoraka

DCFH-DA metodom. Sastav otopine naveden je u tablici 4.

Tablica 4. Sastav otopine DCFH-DA

SASTOJAK KOLICINA
DCFDA 500 pL
PBS 19,5 mL

3.1.2.5. TE pufer

TE pufer koriSten je za pripremu otopina Zeljenih koncentracija pri odredivanju ucinka

istrazivanih otopina na superzavijenost plazmida. Sastav TE pufera naveden je u tablici 5.

Tablica 5. Sastav TE pufera.

SASTOJAK KOLICINA
Tris (tris(hidroksimetil)aminometan) 1,00 mL
EDTA (etliendiamintetraoctena kiselina) 200,00 pL
Destilirana voda do 100 mL
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3.1.2.6. TAE pufer

TAE pufer koriSten je za pripremu agaroznih gelova te kao pufer za provodenje
elektroforeze u svrhu utvrdivanja stupnja superzavijenosti plazmida nakon izlaganja plazmida

istrazivanim otopinama. Sastav mu je naveden u tablici 6.

Tablica 6. Sastav TAE pufera.

SASTOJAK KOLICINA
Tris 48,40 g
EDTA 3,709
Octena kiselina 11,40 mL
Destilirana voda do 1000 mL

3.1.2.7. Pufer za lizu

Pufer za lizu koriSten je pri provodenju komet analize za liziranje stanica. Njegov sastav

naveden je u tablici 7.

Tablica 7. Sastav pufera za lizu stanica.

SASTOJAK KOLICINA

NaCl 130,00 g

EDTA 29,225 g

Tris 1,078 g

Na-lauril-sarkozinat 8,90 ¢g
Destilirana voda do 890 mL

Triton X-100 1 mL (neposredno prije uporabe)
DMSO (dimetil sulfoksid) 10 mL (neposredno prije uporabe)

3.1.2.8. Pufer za elektroforezu

U ovom je puferu provedena elektroforeza pri provodenju komet analize. Sastav ovog

pufera naveden je u tablici 8.
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Tablica 8. Sastav pufera za elektroforezu.

SASTOJAK KOLICINA
NaOH 30,00 mL
EDTA 5,00 mL

Destilirana voda do 1000 mL

3.1.2.9. Etidij bromid

Etidij bromid koristen je kao interkaliraju¢a boja za vizualizaciju zavijenog |
superzavijenog plazmida nakon tretmana s istrazivanim otopinama koji su formirali vrpce nakon

provedene elektroforeze. Sastav otopine naveden je u tablici 9.

Tablica 9. Sastav otopine etidij bromida

SASTOJAK KOLICINA
Etidij bromid 75,00 pL
Destilirana voda 750,00 mL

3.1.3. Laboratorijski pribor

3.1.3.1. Pribor

e Automatske pipete od 20, 200 i 1000 pL

e Erlenmayerove tikvice razli¢itih volumena
e Falcon™ epruvete

e Kivete po Eppendorfu razli¢itih volumena
e Kutijica za predmetna stakalca

e Laboratorijske zlice

e Markeri za pisanje

e Menzura od 20 mL

e Mikrotitarske plocice s 24 jaZice

20



e Mikrotitarske plocice s 96 jazica

e Nastavci za automatske pipete

e Odmjerne tikvice razli¢itih volumena
e Parafilm

e Pipete od5, 10,201 25 mL

e Pistolj za pipetiranje

e Plasticne Petrijeve zdjelice

e Predmetna stakalca od brusenog stakla
e Staklene epruvete

e Stalci za kivete i epruvete

e T-boce

e Tirken-Birkova komora za brojanje

e Visekanalska automatska pipeta

3.1.3.2. Kemikalije

e Agaroza niske tocke topljivosti (eng. LMP, Low melting point), Invitrogen, Ujedinjeno
Kraljevstvo

e Agaroza, Biolife, Italija

e Destilirana voda

e Diklorofluorescein-diacetat (DCFH-DA), Sigma Aldrich, Kanada

e Dimetilsulfoksid (DMSO), Merck, Njemacka

e EDTA, Kemika, Hrvatska

e Etanol, p.a., Kemika, Hrvatska

e Etidij bromid, Sigma Aldrich, Kanada

e Fetalni govedi serum, toplinski inaktiviran, Capricorn Scientific GmbH, Njemacka

e Glicerol, Gram-mol d.o.0, Hrvatska

o Kalijev dihidrogenfosfat (KH2POa), Riedel-De Hean, Njemacka

e Natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4), Gram-mol d.o.0., Hrvatska

e Natrijev hidroksid, Kemika, Hrvatska
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e Natrijev klorid (NaCl), Carlo Erba Reagents, Francuska

e Natrijev lauril sarkozinat, Sigma Aldrich, Kanada

e Neutral Red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid), Feinchemie K.-H.
Kallies KG, Njemacka

e Octena kiselina, p.a., Kemika, Hrvatska

e RPMI 1640 medij, Capricorn Scientific, GmbH, Njemacka

e Tripsin, Capricorn Scientific GmbH, Njemacka

e Tris, Invitrogen, Ujedinjeno Kraljevtsvo

e Triton X-100, Sigma Aldrich, Kanada

3.1.3.3. Aparatura

e Analiti¢ka vaga 1712 Mp8 SilverEdition, Sartorius, Ujedinjeno Kraljevstvo
e Aparatura za termostatiranje BTE-S, Termo-medicinski aparati, Hrvatska

e Centrifuga za kivete po Eppendorfu HC-240, Tehtnica-Zelezniki, Slovenija
o Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica, Cecil Instruments Ltd, Engleska

e Inkubator s kontroliranom atmosferom CO», Forma Scientific, SAD

e Komora za sterilni rad, Iskra, Slovenija

e Invertni svjetlosni mikroskop, Optika Microscopes, Italija

e Zamrziva¢: Ultralow temperature freezer, New Brunswick Scientific, SAD
e Frizider, Gorenje, Slovenija

e Fluorescentni mikroskop, Leitz Wetzlar, Njemacka

e Kada za gel elektroforezu komet test, Bio-Rad, SAD

e Kadica za gel elektroforezu, Bio-Rad, SAD

3.1.4. Racunalni programi

Za analizu rezultata, dobivanje statistickih podataka te izradu grafickih prikaza rezultata
eksperimenta koriSteni su Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, SAD), JASP 0.14.1.0.

(Sveuciliste u Amsterdamu, Nizozemska), program PyCharm Community Edition 2020.2.3.
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(JetBrains, Ceska Republika), GelAnalyzer 19.1. (www.gelanalyzer.com, Istvan Lazar Jr., PhD

and Istvan Lazar Sr., PhD, CSc) te Comet Assay Il (Instem, Ujedinjeno Kraljevstvo).

3.2 METODE
3.2.1. Ispitivanje citotoksicnosti metala u otopinama umjetne sline Neutral Red (NR) metodom

Citotoksi¢ni uc¢inak svih uzoraka u 4 razli¢ite koncentracije ispitan je na 4 ve¢ navedene
stani¢ne linije, a koriStena je Neutral Red metoda. Metoda je jedna od najcesc¢e koriStenih za
odredivanje citotoksi¢nosti. Neutral Red (3 - amino - 7 - dimetilamino - 2 - metilfenazin
hidroklorid) je slaba kationska boja koja neionskom difuzijom moze u¢i u stanicu i vezati se na
anionske dijelove lizosomskog matriksa. S obzirom na to da se Neutral Red boja u stanicu unosi
aktivnim transportom, za to joj je potrebna neoSte¢ena stanicna membrana te sama mogucénost
unosa ovisi 0 mogucnosti stanice da preko proizvodnje ATP-a odrzava gradijent pH. Neki spojevi
mogu ostetiti membranu ili uzrokovati smrt stanice, pa u takve stanice boja ne moze uéi. U Zivim
stanicama s funkcionalnom membranom ¢e se boja nakupljati u lizosomima, §to ¢e biti mjerljivo
nakon dodatka otopine za odbojavanje. Naime, apsorbancija stani¢ne suspenzije na 540 nm i broj

prezivjelih stanica su proporcionalni (Repetto 1 sur., 2008).

Koristeni protokol je prilagoden prema Repetto i sur., 2008. Po 100 pL suspenzije stanica
koncentracije 5x10* stanica mL™ je nasadeno u jednu jaZicu 96-jazi¢ne mikrotitarske plocice.
Stanice su uzgajane 24 h u inkubatoru na temperaturi od 37 °C i atmosferi s 5 % CO». Nakon
inkubacije, stanice su tretirane s uzorcima umjetne sline (ukljucujuci i ¢istu umjetnu slinu kao
kontrolu) u rasponu koncnetracija od 0,1, 0,5, 1 i 2 puta u odnosu na stvarnu fiziolo§ku
koncentraciju. Svaka koncentracija ispitana je u 6 paralela. Stanice su uzorcima bile izloZene 24
h. Nakon zavrSetka inkubacije, sa stanica se uklonio medij, te je na stanice dodana radna otopina
Neutral Red boje koncentracije 50 pg mL™ te su se ploéice inkubirale na 37 °C sat vremena. Nakon
inkubacije sadrZaj iz plo€ica se izbacio te se provelo ispiranje fosfatnim puferom (PBS). Nakon
sto je PBS izbacen iz ploc€ica u svaku se jazicu nanijelo 100 uL otopine za odbojavanje. Tada su

plocice bile spremne za mjerenje apsorbancije. Intenzitet obojenja je odreden spektrofotometrijski,
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mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini od 540 nm. Intenzitet obojenja je proporcionalan

prezivljenju stanica, koje se ra¢una prema formuli 1 (Repetto i sur., 2008).
[1] % prezivljenja = (Asso Nm uzorka / Asso nm kontrole) x 100

3.2.2. Mjerenje prooksidativnog ucinka pomocu diklorodihidrofluorescein diacetat (DCFH-DA)

metodom

Slobodni radikali, odnosno reaktivne kisikove vrste (eng. ROS, Reactive Oxygen Species)
koji nastaju metabolizmom ili djelovanjem vanjskih faktora skupina su molekula koje u stanicama
mogu imati razlicita bioloska djelovanja koja utjeCu na stani¢ne funkcije. Njihova koncentracija
se moze izmjeriti pomocéu diklorodihidrofluorescein diacetata, nepolarnog spoja koji moze
difundirati kroz stani¢nu membranu. Nakon $to ude u citosol, hidrolizira se u nefluorescirajuci
DCHF karboksilatni anion, u reakciji koju kataliziraju unutarstani¢ni enzimi. DCHF se tek u
prisutnosti slobodnih radikala oksidira u DCF, odnosno dihidrofluorescein, koji je izrazito
fluorescentan. Fluorescencija se mjeri pomocu fluorimetra pri valnim duljinama od 485 nm za
ekscitaciju i 520 nm za emisiju. Intenzitet fluorescencije je mjera za prisutnost slobodnih radikala
u stanici. Metoda ipak ima neka ogranicenja, poput toga da stanice koje ulaze u apoptozu otpustaju
citokrom c¢ iz mitohondrija, a on je protein koji izrazito poti¢e nastajanje DCF-a, $to moZe
rezultirati jakim signalima fluorescencije iako stanice viSe nisu vijabilne, a poznato je 1 kako nisu
svi tipovi stanica jednako propusni za DCFH-DA. (Wang i Roper, 2014; Kalyanaraman i sur.,
2012).

Kako bi se izmjerilo prooksidativno djelovanje uzoraka na stanice, koriSten je protokol
prilagoden prema Wang 1 Roper, 2014. Nasadivanje 1 tretman stanica identi¢no je kao 1 u protokolu
za odredivanje citotoksicnog ucinka, samo S$to su se stanice nasadivale u crne mikrotitarske
ploc¢ice. Nakon tretmana u trajanju od 24 sata, sa stanica je uklonjen medij te je u jazice stavljena
otopina DCHF-DA, koncentracije 0,05 mmol L™ te su plo¢ice inkubirane 30 minuta na 37 °C.
Tada su plocice bile spremne za mjerenje fluorescencije. Intenzitet izmjerene fluorescencije
proporcionalan je nastanku ROS-ova te se kao mjera prooksidativne aktivnosti uzima omjer

intenziteta fluorescencije uzorka i intenziteta fluorescencije kontrole (Wang i Roper, 2014).
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3.2.3. Ispitivanje prooksidativnog uc¢inka na DNA metodom linearizacije plazmida ¢X-174 RF |

Za provodenje ispitivanja genotoksi¢nosti koristena je metoda linearizacije plazmida. Sam
plazmid ¢X-174 RF | je u superzavijenom obliku te putuje u agaroznom gelu odredenom brzinom.
Vodikov peroksid koji se dodaje u reakcijsku smjesu sluzi kao inducer oste¢enja DNA, iako ih on
sam ne uzrokuje (vidljivo u kontroli). Ukoliko tvar koja se testira ima prooksidativni uc¢inak na
DNA, odnosno uzrokuje lomove u DNA, plazmid se linearizira te putuje sporije u gelu od
superzavijenog oblika plazmida (Vandjelovic i sur., 2012). Pri tome se, u ovisnosti o stupnju
oStecenja (odnosno linearizacije) formiraju dvije vrpce na gelu, a mjerenjem intenziteta vrpce

zavijenog, odnsno superzavijenog plazmida moguce je odrediti stupanj oSte¢enja plazmida.

Protokol je prilagoden prema Alsulami, 2016 te Vandjelovic i sur., 2012. U kivetama po
Eppendorfu pripremljena je smjesa ukupnog volumena 30 pL. Rekcijsku smjesu €inili su: 0,3 pg
mL? plazmida, 0,3 % tni vodikov peroksid, te uzorci sline u rasponu koncentracija od 0,1-2
x.Reakcijska smjesa se priprema u TE puferu. . Reakcijska smjesa se inkubira 30 minuta na 37 °C,
a pozitivna kontrola (plazmid + vodikov peroksid) su nakon 15 minuta inkubacije zrac¢eni pod UV
lampom 20 minuta. Uz pozitivnu kontrolu, pripremljene su i dvije negativne kontrole; jedna je
sadrzavala samo plazmid, a u drug je oslim plazmida dodan i vodikov peroksid. Nakon inkubacije,
uzorci su naneseni na 1 % agarozni gel koji je pripremljen u TAE puferu te je provedena
elektroforeza u TAE puferu pod naponom od 10 mV i jakosti struje od 150 mA kroz sat vremena.
Nakon $to je zavrSena elektroforeza, gel je stavljen u otopinu etidij bromida kako bi on interkalirao
u DNA 1 kako bi se mogli vizualizirati uzorci. Nakon 3 sata gel je izvaden iz etidij bromida te
promatran pod UV svjetlom kako bi se vidjele vrpce. Tumacenje rezultata temelji se na tome da
¢e se plazmid, ukoliko je uzorak s kojim je tretiran genotoksi¢an (uvodi lomove) linearizirati te ¢e
u tom obliku putovati sporije u gelu od cirkulariziranog nativnog oblika. Usporedivanjem
intenziteta fluorescencije vrpci oba oblika plazmida nastalih nakon tretmana te njihovom
usporedbom s omjerima oblika u kontroli odreduje se genotoksi¢nost ispitivanih spojeva. Analiza
intenziteta vrpci lineariziranog i superzavijenog plazmida provedena je pomocu softverskog

programa GelAnalyzer 19.0.
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3.2.4. Ispitivanje genotoksicnosti komet testom

Komet metoda za ispitivanje genotoksi¢nosti temelji se na imobilizaciji tretiranih stanica
u slojevima agaroze i lize tih stanica kako bi u agarozi ostao samo genetic¢ki materijal stanice.
Ukoliko je taj materijal oSte¢en, pod djelovanjem elektricnog polja induciranog u kadici za
elektroforezu, taj materijal ¢e se poceti kretati prema pozitivnom polu te ¢e nakon bojanja biti
vidljiv kao komet (jace svjetleci dio u kojem se nalazi neoSte¢en materijal i ,,rep* komete koji je
zapravo materijal koji je migrirao zbog toga $to je ostecen), kao $to se to moze vidjeti na slici 7.
Odredeni broj dobivenih kometa genetickog materijala se oznaci te se prate parametri poput duljine
1 intenziteta glave kometa, Sirine cijelog kometa te duljine, momenta i intenziteta repa kometa.
Stru¢njaci se slazu kako je najrelevantniji podatak intenzitet repa kometa, jer je najvise linearno
povezan s frekvencijom lomova u DNA te je odluceno kako ¢e se u svrhu izrade rada upravo on i
pratiti (Mgller i sur., 2020).

Sama metoda ima mane poput toga da monosloj ispitivanih stanica nije dovoljno sli¢an

zivom tkivu te toga da nije moguce simulirati stvarnu okolinu usne Supljine pri provodenju testova

(Tomakidi i sur., 2000).

Stanica

Moment repa

Slika 7. Primjer izgleda rezultata komet analize (Prilagodeno prema MyBioSource.com, 2021).

Genotoksi¢ni u€inak izmjeren je za uzorke koji su u prethodnim eksperimentima pokazali

prooksidativno, genotoksi¢no ili slabo citiotoksi¢no djelovanje. Bitno je da se za komet analizu ne
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uzimaju uzorci koji su uzorkovali smrt velikog broja stanica (prezivljenje manje od ~80 %), kako
bi rezultati imali ve¢i kredibilitet, jer se metodom ne moZe razlikovati oStecen DNA od
nevijabilnih stanica te bi rezultati mogli biti lazno pozitivni (Olive i Banath, 2006). Prema
protokolu prilagodenom prema Meller i sur., 2020 i Olive i Banath, 2006, iz stani¢nih suspenzija
koncentracije 10° stanica mL™ na 25-jazi¢ne plo¢ice nasaden je 1 mL u svaku jaZicu. Ploéice su
zatim inkubirane 24 h na 37 °C uz atmosferu s 5 % COz. Idu¢i su dan stanice tretirane odabranim
koncentracijama uzoraka tijekom 24 h. Nakon inkubacije i uklanjanja medija, stanice su
odlijepljene s povrsine jazica pomocu 0,25 % -tne otopine tripsina te su prenesene u Kivete po
Eppendorfu. Stanice su istaloZene tijekom centrifugiranja na 12 000 o min " u trajanju od 5 minuta.
Nakon uklanjanja supernatanta, zaostali talog stanica se koristio za pripremu stakalaca. Na stakalca
od brusenog stakla navuceno je 300 uL 1,5 % agaroznog gela pripremljenog u PBS-u, u tankom
sloju. Kada se agaroza polimerizira, prevlaéi se sa slojem stanica koje su pomijesane s 100 pL 0,5
% agaroznog gela s niskom tockom topljivosti pripremljenog u destiliranoj vodi te. Nakon
polimerizacije tog sloja, na njega se navlaci jo$ jedan sloj 0,5 % agaroznog gela, volumena 100
pL. Nakon polimerizacije, stakalca se uranjaju u pufer za lizu stanica te se liza provodi min 2 sata
u hladnom- Nakon lize stanica, stakalca se slazu u kadicu za elektroforezu napunjenu puferom za
elektroforezu. Elektroforeza se provela kroz 20 minuta na 25 V. Nakon toga, stakalca se ispiru tri
puta s TRIS puferom u trajanju od pet minuta te bojaju etidij bromidom i promatraju pod
fluorescentnim mikroskopom te su pomocu programa za obradu kometa mjereni parametri
relevantni za utvrdivanje genotoksi¢nosti. U ovom radu, pracena je promjena intenziteta repa, ¢ija
je vrijednost proporcionalna s genotoksi¢nosti uzorka. U svrhu izrade rada koristen je fluorescentni

mikroskop na Institutu za medicinska istrazivanja i medicinu rada (IMI).

3.2.5. Obrada podataka

Dobiveni podaci o citotoksi¢nosti i prooksidativnom u¢inku obradeni su u JASP programu
gdje se koristila ANOVA statisticka analiza sa Scheffe i Tukey post-hoc testom usporedbe. Razina
znacajnosti za podatke bila je p-vrijednost manja od 0,05. Svaki rezultat koji pokazuje razinu
znacajnosti manju od 0,05 smatra se statisticki zna¢ajnim. Pomocu programiranja u PyCharmu su
dobiveni rezultati prikazani graficki, uz dodatak standardnih devijacija i statisticki znacajnih

medusobnih odnosa podataka.
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Podaci o genotoksi¢nosti iz metode linearizacije plazmida obradeni su tako da su slike
gelova analizirane su u programu GelAnalyzer, kako bi se Sto to¢nije odredile koli¢ine DNA u
bendovima i provele daljnje analize podataka. GelAnalyzer kvantificira DNA u bendovima te se
kao mjerilo genotoksi¢nosti u ovom radu uzimao omjer koli¢ine cirkulariziranog oblika plazmida
1 koli¢ine lineariziranog oblika plazmida. Dobiveni podaci prikazani su graficki pomocu programa

Microsoft Excel 2016.

Podaci o genotoksi¢nosti dobiveni komet analizom obradeni su simultano s promatranjem
stakalaca pod mikroskopom u programu Comet Assay Il. Kao parametar ostecenja, analiziran je
izmjereni intenzitet repa. Za svaki uzorak analizirana je 51 stanica, a dobiveni podaci obradeni su

u programu Microsoft Excel 2016 te graficki prikazani pomocu programiranja u PyCharmu.

4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. KEMIJSKI SASTAV OTOPINA | KOMENTARI

Iz rezultata je vidljivo da su koncentracije metala najvise u uzorcima u kojima su se dijelovi
inkubirali 7 dana, te da dalje padaju s vremenom inkubacije. Krom i nikal prisutni su u svim
uzorcima, a pogotovo su visoke koncentracije u uzorcima u kojima su inkubirani prstenovi. U
uzorcima u kojima su bili inkubirani prstenovi takoder je prisutno i vise od 20 puta vise kobalta
nego u kontroli, bas kao i oko 100 puta viSe mangana. Mangan je prisutan u koncentracijama oko
20 i 50 puta vis§ima nego u kontroli u svim uzorcima osim u uzorcima s lukovima. Koncentracija
kobalta u uzorcima s lukovima i ligaturama takoder ne prelaze koncentraciju koja je izmjera u
kontroli. Koncentracija aluminija je 3 do 9 puta visa u odnosu na kontrolu u uzorcima u kojima su

se inkubirali svi dijelovi.

4.2. ISPITIVANJE CITOTOKSICNOSTI NEUTRAL RED METODOM

Ispitivanje je provedeno na Cetiri stani¢ne linije, a svaka je koncentracija istrazena paralela.
Za svaki je uzorak uzeta je aritmetiCka sredina mjerenog parametra svih 6 paralela. Mjereni

parametar bio je postotak prezivjelih stanica. Rezultati su prikazani na slikama 8-22. Na slikama
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je graficki prikazano citotoksi¢no djelovanje svakog uzorka, u sve Cetiri ispitivane koncentracije,
na Cetiri ispitane stani¢ne linije. Prikazana je ovisnost postotka prezivljenja stanica o koncentraciji
uzroka uz standardne devijacije mjerenja te statisticki znacajne odnose rezultata. Oznake
statisticke znacajnosti su: a — zna¢ajno U odnosu na koncentraciju 0,1; b — znacajno u odnosu na
koncentraciju 0,5; ¢ — znacajno u odnosu na koncentraciju 1; d — znacajno u odnosu na

koncentraciju 2; * - znacajno u odnosu na kontrolu (umjetna slina, 100 %-tno prezivljenje).
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Slika 8. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon tri dana inkubacije

s bravicama.
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Slika 9. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon sedam dana

inkubacije s bravicama.
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Slika 10. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon cetrnaest dana

inkubacije s bravicama.
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Slika 11. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon tri dana

inkubacije s ligaturama.
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Slika 12. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon sedam dana

inkubacije s ligaturama.
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Slika 13. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon ¢etrnaest dana

inkubacije s ligaturama.
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Slika 14. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon tri dana

inkubacije s lukovima.
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Slika 15. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon sedam dana

inkubacije s lukovima.
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Slika 16. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon ¢etrnaest dana

inkubacije s lukovima.
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Slika 17. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon tri dana

inkubacije s prstenovima.
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Slika 18. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon sedam dana

inkubacije s prstenovima.
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Slika 19. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon ¢etrnaest dana

inkubacije s prstenovima.
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Slika 20. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon tri dana

inkubacije sa svim dijelovima.
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Slika 21. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon sedam dana

inkubacije sa svim dijelovima.
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Slika 22. Prezivljenje stanica nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon Cetrnaest dana

inkubacije sa svim dijelovima.
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Iz rezultata je vidljivo kako su najosjetljivije stanice epitela usne Supljine, CAL 27, te
stanice karcinoma jetre - Hep G2. Citotoksi¢ni u¢inak u stanicama jetre izazvali su metali u
otopinama nakon eluacije prstenova 7 i 14 dana (najvisa testirana koncentracija) te otopine
dobivene nakon eluacije svih dijelova 3, 7 i 14 dana, s time da se citotoksi¢ni uc¢inak povecava
povecanjem vremena eluacije. Sukladno povecanim koncentracijama nikla, kroma i1 kobalta u tim
otopinama, rezultati su o¢ekivani. Stanice karcinoma zeluca (AGS) i debelog crijeva (Caco2) su
bile otporne na citotoksi¢no djelovanje eluiranih metala, Sto je, zbog tipa stanica i oc¢ekivano.
Ovakvi rezultati dobiveni su i u nekim dosadasnjim istrazivanjima provedenim na stanicama jetre
i usne Supljine, iako drugim metodama, primjerice MTT redukcijskim testom te bojanjem tripan
plavim bojilom i brojanjem stanica (Gongalves i sur., 2014; Hafez i sur., 2011). Nema jasne
linearne ovisnosti pada prezivljenja stanica o koncentraciji samih uzoraka, a generalno gledano
najveci citotoksic¢ni ucinak pokazali su uzorci koncentracije 1X, dakle uzorci kojima su izlozeni i
ljudi prilikom no$enja ortodontskih pomagala. Takoder, nema jasne povezanosti pada preZivljenja
stanica i vremenskog perioda inkubacije dijelova naprava u uzorcima. Najtoksi¢nije djelovanje
vidljivo je kod rezultata dobivenih na CAL 27 stanicama koji pokazuju oko 60 % prezivljenja
stanica nakon tretmana s uzorcima koncentracije 0,1x i 0,5%, u kojima su se inkubirale bravice i
ligature, $to je zanimljivo kada se uzme u obzir to da ta stani¢na linija predstavlja tip stanica koji
su u stvarnosti najvise izloZzene samoj napravi i djelovanju metala iz iste. Kao $to je vidljivo u
prilogu 1, bravice se isti¢u po koncentraciji nikla i kroma 10, odnosno 70 puta ve¢om u odnosu na
kontrolu, te je po tome i oCekivana citotoksi¢nost tih uzoraka (Martin-Caméan i sur., 2015b).
Ligature se pak isti¢u u odnosu na kontrolu 5 puta ve¢om koncentracijom kroma te 20 puta ve¢om
koncentracijom mangana, koji takoder moze biti citotoksi¢an (Francisco i sur., 2021). Kao $to je
ve¢ spomenuto, sinergisti¢ko djelovanje metala takoder moze biti faktor koji utjece na citotoksi¢no
djelovanje uzoraka (Primozi¢ i sur., 2021). Bitno je napomenuti kako je u ovom istrazivanju
izloZenost stanica uzorcima bila 24 h u kontinuitetu, Sto ne predstavlja realnu situaciju u organizmu

pacijenta, jer u realnoj situaciji dolazi do stalnog ispiranja slinom.

Dosadasnja in vivo istrazivanja takoder pokazuju da pad prezivljenja stanica kao rezultat
citotoksi¢nosti metala iz ortodonstskih naprava nije kritican ni dugotrajan jer se stanice
razmnoZzavaju i tkivo se obnavlja te povezuju citotoksi¢nost sa sadrZzajem prvenstveno nikla te

kroma (Cunha i sur., 2018; Martin-Caméan i sur., 2015b).
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4.3. ISPITIVANJE PROOKSIDATIVNOG UCINKA DCFH-DA METODOM

Ispitivanje je provedeno na Cetiri stani¢ne linije, a svaki uzorak istrazen je u 6 paralela.
Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina mjerenog parametra svih 6 paralela. Mjereni
parametar bio je intentizet fluorescencije uzorka podijeljen s intenzitetom fluorecencije kontrole.
Rezultati su prikazani na slikama 23-37. Na slikama je graficki prikazano prooksidativno
djelovanje svakog uzorka.. Prikazana je ovisnost omjera fluorescencije uzoraka i kontrole o
koncentraciji uzroka uz standardne devijacije mjerenja te statisticki znacajne odnose rezultata.
Oznake statisticke znacajnosti su: a — znacajno u odnosu na koncentraciju 0,1; b — znacajno u
odnosu na koncentraciju 0,5; ¢ — zna¢ajno u odnosu na koncentraciju 1; d — znacajno u odnosu na

koncentraciju 2; * - znacajno u odnosu na kontrolu (umjetna slina, 100 %-tno prezivljenje).
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Slika 23. Omjer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama

umjetne sline nakon tri dana inkubacije s bravicama.
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Slika 24. Omjer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama

umjetne sline nakon sedam dana inkubacije s bravicama.
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Slika 25. Omjer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama

umjetne sline nakon ¢etrnaest dana inkubacije s bravicama.
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Slika 26. Omjer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama

umjetne sline nakon tri dana inkubacije s ligaturama.
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Slika 27. Omijer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama

umjetne sline nakon sedam dana inkubacije s ligaturama.
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Slika 28. Omjer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama

umjetne sline nakon Cetrnaest dana inkubacije s ligaturama.
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Slika 29. Omijer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama
umjetne sline nakon tri dana inkubacije s lukovima.
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Slika 30. Omjer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama

umjetne sline nakon sedam dana inkubacije s lukovima.
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Slika 31. Omjer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama

umjetne sline nakon ¢etrnaest dana inkubacije s lukovima.
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Slika 32. Omjer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama

umjetne sline nakon tri dana inkubacije s prstenovima.
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Slika 33. Omjer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama

umjetne sline nakon sedam dana inkubacije s prstenovima.
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Slika 34. Omjer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama

umjetne sline nakon Cetrnaest dana inkubacije s prstenovima.
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Slika 35. Omijer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama
umjetne sline nakon tri dana inkubacije sa svim dijelovima.
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Slika 36. Omjer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama

umjetne sline nakon sedam dana inkubacije sa svim dijelovima.
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Slika 37. Omjer fluorescencije uzorka i fluorescencije kontrole nakon tretmana s otopinama

umjetne sline nakon ¢etrnaest dana inkubacije sa svim dijelovima.
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Iz rezultata je vidljivo kako su Caco2 stanice najmanje osjetljive na prooksidativno
djelovanje metala. To bi mogao biti rezultat otpornosti stanica na djelovanje metala, §to je
vjerojatno s obzirom na rezultate mjerenja citotoksi¢nosti, koji su takoder pokazali otpornost
Caco2 stanica. Niski omjeri, koji sugeriraju i malo nastalih ROS-ova, pojavljuju se i pri tretmanu
CAL 27 stanica otopinama koncentracije 2 puta vece od fizioloSke te se moze pretpostaviti da su
vrijednosti toliko niske zbog malog broja prezivjelih stanica u kojima bi uopée moglo nastati
slobodnih radikala. Nize koncentracije otopina dobivenih eluacijom bravica tijekom 3 dana
izazvale su prooksidacijsko djelovanje u Hep G2 i AGS stanicama, dok su vise koncentraicje
pokazale antioksidacijsko djelovanje. Isto tako, antioksidacijsko djelovanje dokazano je za vece
koncentracije otopina bravica dobivenih eluacijom 7 dana na AGS stani¢noj liniji. Sli¢an trend
uocen je i nakon tretmana Hep G2 i1 AGS stani¢nih linija otopinama ligatura i lukova (7 i 14 dana)
gdje se pokazalo da niZe koncentracije imaju prooksidativno, a vise antioksidativno djelovanje. Na
CAL 27 stanicama otopina lukova (14 dana) pokazala je prooksidativno djelovanje. Nize
koncentracije otopine prstenova (3 dana) djelovale su prooksidativno na Hep G2 stanice, otopine
dobivene nakon 7 dana eluacije djelovale su prooksidativno pri nizim koncentracijama na AGS 1
CAL stani¢nim linijjama ( s time da je na CAL 27 stanicama izmjenren i toksi¢ni u¢inak), te je
otopina dobivena nakon 14 dana eluacije pokazala prooksidativni ucinak pri niZim
koncentracijama na AGS, HepG2 i CAL 27 stanicama. Metali koji inace najznacajnije utjeu na
prooksidativnu aktivnost su Zeljezo, krom, bakar te naravno, nikal (Zieniweska i sur., 2020; Spalj
1 sur., 2012). Kao §to je vidljivo u prilogu 1, uzorci s najvise nikla, ali 1 kobalta, kroma 1 kadmija,
su oni u kojima su stajali prstenovi te oni i pokazuju najvecu prooksidativnu aktivnost, koja jaca s
vremenom inkubacije u slini, bas kao §to se i povecava koncentracija metala. Takoder, s obzirom
na to da svi uzorci imaju znatno viSu koncentraciju kroma i nikla u odnosu na kontrolu, bilo je
oc¢ekivano prooksidativno djelovanje svih uzoraka, pogotovo onih s vremenom eluacije od 7 i 14

dana, $to je i izmjereno.

Rezultati dosadas$njih istrazivanja prooksidativne aktivnosti metala iz ortodontskih naprava
nisu jasni 1 jednaki, no vecinski je primijeceno kako se najveca aktivnost ispoljava u vrlo kratkom
pocetnom periodu ispustanja iona metala te kako s vremenom ta aktivnost pada, vrlo vjerojatno
zbog aktivacije antioksidativnih mehanizama u stanicama (Primozic i sur., 2021; Zieniewska i sur.,
2020; Kovac i sur., 2020). To je primjetno i u ovim rezultatima, uz iznimku uzoraka u kojima su

stajale ligature, Cija prooksidativna aktivnost raste s viemenom u kojem su ligature stajale u slini.
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Moguca je povezanost te anomalije s Cinjenicom da je koncentracija nikla u uzorcima u kojima su
stajale ligature 1 vise od 10 puta niza od koncentracije nikla u uzorcima u kojima su stajali
prstenovi. Takoder, opet je bitno napomenuti kako je u ovom istrazivanju izlozenost stanica
uzorcima bila 24 h u kontinuitetu, $to ne predstavlja realnu situaciju u organizmu pacijenta, jer u

realnoj situaciji dolazi do stalnog ispiranja slinom.

Dosadasnja istrazivanja takoder govore kako je nastajanje ROS-ova, uz to S$to je
kratkotrajno, 1 lokalizirano te da se lako moZze kontrolirati i smanjiti vodenjem kvalitetne dentalne
higijene i uzimanjem antioksidansa (Primozic¢ i sur., 2021; Zieniewska i sur., 2020; Kovag¢ i sur.,
2020).

4.4. ISPITIVANJE PROOKSIDATIVNOG UCINKA NA DNA METODOM LINEARIZACIJE
PLAZMIDA ¢X-174 RF |

Testirane su sve koncentracije (0,1x, 0,5%, 1x i 2x) otopina dobivenih eluacijom metala iz
bravica, lukova, prstenova, ligatura i svih dijelova nakon 3, 7 i 14 dana. Gelovi su prikazani na
slikama 38-44, a kako bi se mogao odrediti udio lineariziranog i superzavijenog plazmida, vrpce
su obradene u programu GelAnalyzer. Za svaki uzorak dobivene su po dvije vrijednosti omjera
superzavijenog (SC) oblika plazmida i linearnog oblika plazmida. Srednja vrijednost za svaki

uzorak koristena je kao podatak za izradu grafova na slikama 45-50.

Kontrola

Kontrola Kontrola plazmid
plazmid plazmid + H202
+H202 ' oV

Slika 38. Prooksidacijski u¢inak na kontrolama.
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Lukovi Lukovi Lukovi Lukovi Bravice Bravice Bravice Bravice Ligature Ligature Ligature Ligature
0,1x 0,5x 1x 2x 0,1x 0,5x 1x 2x 0,1x 0,5x 1x 2x

Slika 39. Prooksidacijski u¢inak ortodontskih naprava nakon 3 dana eluacije u umjetnoj slini.

Prstenovi Prstenovi  Prstenovi Prstenovi Svi dijelovi Svi dijelovi Svi dijelovi Svi dijelovi Slina Slina Slina Slina
0,1x 0,5x 1x 2x 0,1x 0,5x 1x 2x 0,1x 0,5x 1x 2x

Slika 40. Prooksidacijski u¢inak ortodontskih naprava nakon 3 dana eluacije u umjetnoj slini.

Lukovi Lukovi Lukovi Lukovi Bravice Bravice Bravice Bravice Ligature Ligature Ligature Ligature
0,1x 0,5x 1x 2x 0,1x 0,5x 1x 2x 0,1x 0,5x 1x 2x

Slika 41. Prooksidacijski u¢inak ortodontskih naprava nakon 7 dana eluacije u umjetnoj slini.

Prstenovi Prstenovi  Prstenovi Prstenovi Svi dijelovi Svi dijelovi Svi dijelovi Svi dijelovi Slina Slina Slina Slina
0,1x 0,5x 1x 2x 0,1x 0,5x I 2x 0,1x 0,5x 1x 2x

Slika 42. Prooksidacijski u¢inak ortodontskih naprava nakon 7 dana eluacije u umjetnoj slini.
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Lukovi Lukovi Lukovi Lukovi Bravice Bravice Bravice Bravice Ligature Ligature Ligature Ligature
0,1x 0,5x 1x 2X 0,1x 0,5x 1x 2x 0,1x 0.5x 1x 2x

Slika 43. Prooksidacijski u¢inak ortodontskih naprava nakon 14 dana eluacije u umjetnoj slini.

Prstenovi Prstenovi Prstenovi Prstenovi Svi dijelovi Svi dijelovi Svi Svi dijelovi Slina Slina Slina Slina
0,1x 0,5x 1x 2x 0,1x 0,5x dijelovi 2x 0,1x 0,5x 1x: 2x
1x

Slika 44. Prooksidacijski u¢inak ortodontskih naprava nakon 14 dana eluacije u umjetnoj slini.

Iz slika je vidljivo kako uzorci nemaju znacajnu prooksidativnu aktivnost jer ni jedan
uzorak nije rezultirao time da ima toliko vise lineariziranog plazmida u odnosu na super zavijeni
oblik kao sto je to u pozitivnoj kontroli. Iz prikazanih slika tesko je usporedivati ja¢inu intenziteta
superzavijenog i lineariziranog udjela plazmida te je gotovo nemoguce odrediti koji je uzorak imao
jace prooksidativno djelovanje. Stoga su vrpce ucitane u program GelAnalyzer kako bi se dobili

precizni i Sto objektivniji rezultati te su oni graficki prikazani na slikama 45-50.
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Slika 45. Prooksidativno djelovanje sline nakon eluacije ortodontskih lukova.
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Slika 46. Prooksidativno djelovanje sline nakon eluacije ortodontskih bravica.

50




2,5

1

I3

omjer koli¢ine plazmida (SC/lin)
[y

0

w

0,1
m0,5
w1
| | n2

3 dana 7 dana 14 dana negativna kontrola pozitivna kontrola

Slika 47. Prooksidativno djelovanje sline nakon eluacije ortodontskih ligatura.
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Slika 48. Prooksidativno djelovanje sline nakon eluacije ortodontskih prstenova.
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Slika 49. Prooksidativno djelovanje sline nakon eluacije svih ortodontskih dijelova.
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Slika 50. Prooksidativno djelovanje sline.
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Iz rezultata na slikama 44-49 je vidljivo da gotovo svi uzorci pokazuju blago
prooksidativno djelovanje na DNA (manji omjer SC i linearnog oblika plazmida u odnosu na
negativnu kontrolu, no ve¢i omjer u odnosu na pozitivnu kontrolu) te da slina ne pokazuje takvo
djelovanje, dakle za ostec¢enja DNA su odgovorni dijelovi ortodontskih naprava, tj. metali koje su
ti dijelovi ispustili u slinu. S obzirom na metale u sastavu naprava, koji je vidljiv u prilogu 1, takvi
rezultati su i o¢ekivani, jer su i dosada$nja istrazivanja potvrdila ulogu prooksidativne aktivnosti
metala u nastajanju oStecenja DNA, koriste¢i metode M13 testa mutacija i sekvencioniranja DNA
te metodu linearizacije plazmida (Reid i sur., 1994; Kawanishi i sur., 1994; Toyokuni i Sagripanti,
1992).

Dosadasnja istraZzivanja pokazala su kako su za oSteCenja DNA uzrokovanu ROS-ovima
medu metalima najve¢i ,,krivei” krom, kadmij, nikal, berilij, arsen te kobalt, bakar 1 zeljezo (Bal 1
Kasprzak, 2002; Reid i sur., 1994; Kawanishi i sur., 1994; Toyokuni i Sagripanti, 1992). Kao $to
se moze vidjeti u prilogu 1., svi ispitani uzorci u ovom radu imaju podjednaku koncentraciju
kadmija pa on ne moze predstavljati odlucujuci faktor u eventualnim razlikama u prooksidativnom

udinku.

U slucaju lukova neovisno o koncentracijama, prooksidativno djelovanje pokazuju uzorci
u kojima su lukovi stajali 7 i 14 dana, $to je u skladu s porastom koncentracije metala s viemenom

inkubacije u tim uzorcima.

Sto se tie bravica i uzoraka koncentracije 0,1, prooksidativnu aktivnost jedino pokazuje
uzorak u kojemu su bravice stajale 3 dana. Kod vecih koncentracija sva 3 uzorka s bravicama
pokazuju prooksidativnu aktivnost, sto je i oekivano s obzirom na veée koncentracije kobalta,
kroma i nikla u njima u odnosu na kontrolu. Prate¢i trend promjene prooksidativnog djelovanja po
danima eluacije, moze se zakljuciti da produljena eluacija rezultira pove¢anim prooksidativnim

djelovanjem.

Sto se ti¢e uzoraka s ligaturama, pri dvije nize koncentracije prooksidativno djeluju samo
uzorci u kojima su ligature stajale 7 i 14 dana, a pri dvije viSe koncentracije svi uzorci. To je i

ocekivano s obzirom na porast koncentracije metala s viemenom inkubacije.

Uzorci s prstenovima koji su pokazali prooksidativnu aktivnost su, pri koncentracijama 0,1

i 1 oni u kojima su prstenovi stajali 3 1 7 dana, a pri koncentracijama 0,5 i 2 svi. S obzirom na
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izrazito visoku koncentraciju kobalta, kroma i nikla u uzorcima s prstenovima, o¢ekivana je
prooksidativna aktivnost ovih uzoraka. Otopina dobivena eluacijom 14 dana pokazuje slabo
prooksidativno djelovanje, sto se moze povezati s blagim padom koncentracije Zeljeza i kroma u

tom uzorku u odnosu na eluate od 7 i 14 dana.

U slucaju uzoraka u kojima su bili svi dijelovi naprava, oni koncentracije 0,1 koji pokazuju
prooksidativnu aktivnost su uzorci u kojima su dijelovi stajali 3 i 7 dana, a svi uzorci visih
koncentracija takoder pokazuju istu tu aktivnost. Ovakve rezultate moze se povezati sa sastavom
samih uzoraka. U prilogu 1 vidljivo je da uzorci s inkubacijom od 3 i 7 dana imaju vecu
koncentraciju nikla i kroma u odnosu na uzorak u kojem su dijelovi bili inkubirani 14 dana te je

bilo i za ocekivati da ¢e oni imati jaci prooksidativni u¢inak na DNA.

Iz ovih rezultata moze se zakljuciti da metali izluceni u slinu u ranom periodu nakon
stavljanja ortodontske naprave mogu dovesti do oste¢enja DNA, no u maloj koli¢ini, jer su omjeri
oblika plazmida i dalje blizi negativnoj kontroli nego pozitivnoj te taj omjer ni u kojem uzorku

nije manji od 1.

Ukoliko se usporeduju svi ispitani uzorci, da se zakljuciti da su naj$tetniji uzorci u kojima
su ligature stajale 14 dana, bez obzira na koncentraciju, $to s obzirom na koncentracije metala u
uzorcima nije bilo ocekivano, no ne smije se zaboraviti na sinergisticki u¢inak metala koji moze
biti uzrok povecane prooksidativne aktivnosti u uzorcima (Primozi¢ i sur., 2021). Takoder,
op¢enito gledano, vidi se kako prooksidativna aktivnost raste s vremenom stajanja dijelova
naprava u slini, $to je u skladu s porastom koncentracije ve¢ine metala u uzorcima, kao $to je

vidljivo u prilogu 1.

4.5. ISPITIVANJE GENOTOKSICNOSTI KOMET TESTOM

Kao $to je ve¢ receno, za ispitivanje genotoksi¢nosti komet testom nisu podobni svi uzorci,
ve¢ samo oni koji pokazuju odredenu prooksidativnu aktivnost, ali i rezultiraju prezivljenjem
stanica ve¢im od oko 80 %. Prema tim parametrima odabrani su odredeni uzorci odredenih
koncentracija te su testirani samo na odgovaraju¢im stani¢énim linijama te su radene kontrole za

svaku stani¢nu liniju (stanice uzgojene u ¢istom RPMI mediju). Primjetno je da niti jedan uzorak
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koncentracije 2 puta nije odabran zbog niskog prezivljenja stanica. Takoder, uzorci iz sva tri
vremenska perioda koji su zadovoljili kriterije za komet test su bili samo oni u kojima su stajali
prstenovi i svi dijelovi zajedno.

Svaki odabrani uzorak ispitan je na genetickom materijalu 51 stanice. Iako se moze pratiti
viSe parametara, u ovom radu je promatran intenzitet repa, kao $to sugeriraju i mnogi radovi
fokusirani na razvoj komet testa, jer se parametar smatra najznacajnijim za odredivanje
genotoksi¢nosti (Meller i sur., 2020). Dobiveni podaci o intenzitetima repova su normalizirani te
je za svaki uzorak izraCunata srednja vrijednost za izradu grafova. Rezultati su prikazani na
slikama 50-59. Na slikama se prikazuje ovisnost genotoksi¢nosti uzoraka o koncentraciji uzoraka
uz standardne devijacije mjerenja te statisticki znacajne odnose rezultata, za odabrane stani¢ne
linije. Oznake statisticke znacajnosti su: a — znac¢ajno u odnosu na koncentraciju 0,1; b — znacajno

u odnosu na koncentraciju 0,5; ¢ — zna¢ajno u odnosu na koncentraciju 1; * - znac¢ajno u odnosu

na kontrolu).
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Slika 51. Genotoksi¢nost nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon tri dana

inkubacije s bravicama.
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Slika 52. Genotoksi¢nost nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon Cetrnaest dana

inkubacije s ligaturama.
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Slika 53. Genotoksi¢nost nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon tri dana

inkubacije s lukovima.
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Slika 54. Genotoksi¢nost nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon sedam dana

inkubacije s lukovima.

3.01 b B 0.1
05

25 1.0
I kontrola

o
o

In(intenzitet repa + 2)
o

—_
(=]

0.5 1

0.0-

AGS Caco2 Hep G2

Slika 55. Genotoksi¢nost nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon tri dana

inkubacije s prstenovima.
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Slika 56. Genotoksi¢nost nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon sedam dana

inkubacije s prstenovima.
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Slika 57. Genotoksi¢nost nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon ¢etrnaest dana

inkubacije s prstenovima.
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Slika 58. Genotoksi¢nost nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon tri dana

inkubacije sa svim dijelovima.
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Slika 59. Genotoksi¢nost nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon sedam dana

inkubacije sa svim dijelovima.
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Slika 60. Genotoksi¢nost nakon tretmana s otopinama umjetne sline nakon Cetrnaest dana

inkubacije sa svim dijelovima.

Dosadasnje provedene in vitro studije uglavnom za genotoksi¢nost ortodontskih naprava
smatraju ,.krivima“ kadmij, krom i nikal, dok dijelovi s titanom cesto uopc¢e ne pokazuju toksi¢nost
(Karlina i sur., 2016; Gongalves i sur., 2014; Ortiz i sur., 2011; Tomakidi i sur., 2000). Statisticki
znacajnu genotoksi¢nost u odnosu na kontrolu u ovim rezultatima pokazuju samo uzorak s
lukovima inkubiranima 3 dana, koncetracije 1x na Caco2 stani¢nu liniju te uzorak sa svim
dijelovima inkubiranima 3 dana na AGS stani¢nu liniju koncentracije 0,5x. Ti uzorci imaju
poveéanu koncentraciju nikla i kroma u odnosu na kontrolu te na iste uzorke inkubirane 7 i 14
dana, pa je genotoksi¢nost bila i o¢ekivana. Uzorak inkubiran sa svim dijelovima 3 dana ima i 9
puta viSe aluminija u odnosu na kontrolu, koji isto doprinosi genotoksi¢nosti (Francisco i sur.,
2021). Takoder, sinergisticko djelovanje metala moze dovesti do povecane genotoksi¢nosti
uzoraka (Primozi¢ i sur., 2021). Uzorci s prstenovima imaju i do 100 puta vecu koncentraciju nikla
1 kroma pa je ocekivana izrazita genotoksicnost tih uzoraka, no rezultati to ne pokazuju. Moguce
je da je doslo do aktivacije mehanizma popravka DNA u stanicama te zbog toga nisu vidljive

posljedice djelovanja metala na DNA (Hafez i sur., 2011).
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Na rezultatima uzoraka s prstenovima i svim dijelovima naprave, kod kojih su ispitani svi
vremenski periodi, primjetan je i rast vrijednosti genotoksi¢nosti uzoraka odredenih koncentracija
s vremenskim periodom stajanja dijelova u slini. Ta proporcionalnost pogotovo je primjetna na
uzorcima u kojima su dijelovi stajali 3 i 7 dana, dok 14. dan uglavnom pokazuje stagnaciju ili blagi
pad vrijednosti. Kao $to je vidljivo u prilogu 1, koncentracija odredenih metala, poput nikla i
kroma, koji djeluju genotoksi¢no, pada 14. dan u odnosu na 7. dan inkubacije, te je sukladno tome
i logican pad vrijednosti genotoksi¢nosti u 14. danu inkubacije. To je u skladu s dosad provedenim
istrazivanjima, koja, kao $to je ve¢ receno, takoder pokazuju da genotoksi¢nost raste s vremenskim
periodom izlaganju metalu, no isto tako kako dugoro¢no onda opet pada (Kishore i sur., 2021;
Karlina i sur., 2016).

Ono S§to je zanimljivo primijetiti jest to da niti jedan uzorak testiran na Hep G2 stanicama
ne pokazuje vecu genotoksi¢nost u odnosu na kontrolu, $to je vjerojatno posljedica toga da su se
u stanicama aktivirali mehanizmi popravka DNA. S druge strane, stanice jetre su bogate na
proteinima koji imaju afinitet vezanja razli¢itih metala te na taj naCin dolazi do smanjenja
koncentracije metala u slobodnoj formi koji bi mogli izazvati genotoksi¢ni ucinak. Takoder,
ocekivano jest da uzorci najvece koncentracije, one jednake realnoj fizioloskoj, pokazuju najvecu
genotoksi¢nost, no na slikama je vidljivo kako tome nije tako, stoga je moguée zakljuciti kako su
te koncentracije izazvale Stetu, ali da su se aktivirali mehanizmi popravka DNA u stanicama
(Kishore 1 sur., 2021; Hafez 1 sur., 2011). Takvi rezultati mogli bi biti ohrabruju¢i jer se opet moze
zakljuciti kako genotoksi¢nost metala iz ortodontskih naprava nije tolika da se ljudski organizam

ne moze ,,obraniti“ od nje.

Neka provedena istraZivanja genotoksic¢nosti takoder su rezultirala zaklju¢kom da postoji
odreden genotoksi¢ni efekt metala iz ortodontskih naprava na ljudske stanice poput HGFA, Hep
G2 i HOC stani¢nih linija i stanica oralne sluznice in vivo (Loyola-Rodriguez i sur., 2020; Martin-
Camean i sur., 2015b; Hafez i sur., 2011), iako su razli¢ita istrazivanja pokazala pomalo
kontradiktorne rezultate. To je objasnjivo time Sto sami rezultati testova genotoksi¢nosti ovise o
broju faktora, poput specificnosti naprave i njenih dijelova, sastava naprava, proizvodaca naprava
koje se testiraju, veli¢ini uzoraka, vremenskom periodu iz kojeg se uzimaju uzorci, metodi

testiranja te o tome provodi li se istrazivanje in vivo ili in vitro (Martin-Camean i sur., 2015b).
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U konacnici moze se sumirati da vrijeme eluacije ortodontskih naprava utjece na sastav
sline. Sukladno tome, javljaju se i razliCiti bioloski efekti na stanice koje su izloZene djelovanju

takvih eluata.

Najosjetljivije stanice bile su CAL 27 na koje je vecina eluata djelovala toksi¢no u cijelom
koncentracijskom rasponu neovisno o vremenu eluacije. Posljedice citotoksi¢nog ucinka
manifestirale su se i na prooksidacijsko djelovanje, koje zbog povecéane toksi¢nosti nije moglo biti

detektirano na ovim stanicama.

Otopina lukova dobivena nakon 3 dana eluacije stimulirala je proliferaciju Hep G2 stanica,

dok prooksidacijsko djelovanje nije izmjereno.

Na AGS stani¢noj liniji odredeno je da nize koncentracije (0,1x i 0,5x) bravica (3 dana),
ligatura (7 i 14 dana), prstenova, te eluat svih djelova izazivaju prooksidacijsko djelovanje, dok

vise koncentracije eluata istih tih dijelova (1x i 2x) imaju antioksidacijsko djelovanje.

KoriStenjem plazmida kao bioloskog test sustava uoceno je blago prooskidacijsko
djelovanje eluata svih naprava, no taj je u¢inak bio vrlo mali u odnosu na negativnu kontrolu i

puno slabiji u odnosu na pozitivnu kontrolu.

Genotoksi¢ni ucinak nije dokazan. Stanice jetre su pokazale puno nize vrijednosti
intenziteta repa nakon tretmana s eluatima u odnosu na pozitivnu kontrolu ukazujuéi na aktivaciju

protektivnih mehanizama.

S obzirom na sve navedeno, moze se zaklju€iti da metali prisutni u eluatima ne izazivaju

trajne promjene na geneticki materijal stanica te je njihova primjena sigurna.

5. ZAKLJUCAK

Nakon provedenih ispitivanja citotoksicnosti, prooksidativne aktivnosti i genotoksi¢nosti metala

koje u slinu ispustaju ortodontske naprave u periodu do 2 tjedna zakljuceno je:

1. Vrijeme eluacije ortodontskih naprava utjeCe na sastav sline te se mogu izmjeriti

razli¢iti bioloski efekti na stanicama.
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2. Vecina eluata djelovala je toksi¢no u cijelom koncentracijskom rasponu neovisno o
vremenu eluacije na CAL 27 stanice. Sukladno tome, prooksidacijsko djelovanje nije
moglo biti detektirano na ovim stanicama primjenom DCFDA metode. Otopina lukova
dobivena nakon 3 dana eluacije stimulirala je proliferaciju HepG2 stanica, dok
prooksidacijsko djelovanje nije izmjereno. Na AGS stani¢noj liniji odredeno je da nize
koncentracije (0,1 i 0,5 x) bravica (3 dana), ligatura (7 i 14 dana), prstenova, te eluat
svih djelova izazivaju prooksidacijsko djelovanje, dok vise koncentracije eluata istih
ortodontskih naprava (1 i 2x) imaju antioksidacijsko djelovanje. Na CaCo2 stanicama
nije dokazano citotoksi¢no ni prooksidacijsko djelovanje.

3. Na plazmidu ¢X-174 RF | uoceno je blago prooksidacijsko djelovanje eluata svih
naprava, no taj je u¢inak bio vrlo mali u odnosu na negativnu kontrolu i puno slabiji u

odnosu na pozitivnu kontrolu.
4. Genotoksi¢ni u¢inak nije dokazan.

5. Metali prisutni u eluatima ne izazivaju trajne promjene na geneticki materijal stanica

te je njihova primjena sigurna.
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7. PRILOZI

7.1. Prilog 1. - Kemijska analiza otopina umjetne sline u kojima su odredeno vrijeme stajali dijelovi

fiksnih ortodontskih naprava, koncentracije metala izrazene u pg L™.

Kako bi se znalo koji su dijelovi stajali u slini i koliko dugo, uzorci su oznaceni, no za lakse

oznacavanje koristeni su brojevi. Oznake su: 1 — lukovi 3 dana; 2 — lukovi 7 dana; 3 — lukovi 14

dana; 4 — bravice 3 dana; 5 — bravice 7 dana; 6 — bravice 14 dana; 7 — ligature 3 dana; 8 — ligature

7 dana; 9 — ligature 14 dana; 10 — prstenovi 3 dana; 11 — prstenovi 7 dana; 12 — prstenovi 14 dana;

13 — sve 3 dana; 14 — sve 7 dana; 15 — sve 14 dana.

Uzorak: )
slina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Metal:

Li 0,56 0,63 0,37 0,70 0,63 0,64 0,59 0,60 0,20 0,85 0,90 0,62 1,14 0,76 1,19 0,53
Be <0.002 0,13 0,10 0,06 0,13 0,12 0,08 0,14 0,11 0,10 0,06 0,05 0,04 0,13 0,12 0,12
Rb 28,0 29,0 69,6 66,8 28,8 31,3 67,5 29,0 68,8 72,9 29,9 70,0 66,6 29,8 30,9 71,4
Mo 0,72 1,17 7,90 1,04 7,39 8,12 6,87 3,17 3,10 3,03 8,46 10,7 11,8 10,4 9,88 9,24
cd 0,61 0,67 0,75 0,70 0,69 0,73 0,70 0,66 0,72 0,75 0,72 0,77 0,71 0,71 0,75 0,76
Sn 0,098 0,056| 0,102] 0,086] <0.002] 0,011 0,005 0,045/ 0,035 0,022| <0.002] 0,058/ 0,023| <0.002| <0.002| <0.002
Cs 0,005 0,005 0,013 0,012 0,011 0,016 0,009 0,005 0,010[ 0,017 0,013 0,016] 0,017 0,007 0,007 0,016
Tl 0,04 0,04 0,59 0,56 0,04 0,05 0,56 0,04 0,57 0,61 0,04 0,57 0,53 0,04 0,05 0,59
Pb 2,98 0,89 2,19 6,75 0,14 4,53 2,40 0,86 4,77 4,92 0,27 679 2,58 0,15 18,4 1,69
Bi 0,011 0,002 0,008 0,035/ 0,001 0,010f 0,009 0,001 0,007 0,023 0,003 0,025 0,004 0014 0,007 0,008

u 0,079 0,059] 0,057 0,051] 0,039] 0,045 0,031] 0,065/ 0,052] 0,039 0,006 0,019 0012 0,021 0,023 0,017
Al 4,16 8,23 23,1 215 4,98 24,3 15,1 7,09 27,7 27,5 3,43 24,4 11,1 36,7 11,8 18,3
Ca 257 216 317 531 208 252 574 260 296 347 484 573 359 222 357 332
Ti 0,82 32,0 21,3 7,02 0,74 0,93 0,76 1,05 1,02 25,4 0,34 0,65 0,34 23,7 22,8 10,4
\' 0,15 0,16 0,18 0,19 0,46 0,48 0,43 0,31 0,32 0,32 1,09 1,61 1,68 0,64 0,62 0,58
Cr 0,09 7,88 0,81 4,84 10,3 9,90 9,21 5,15 5,36 4,29 569 723 411 18,4 15,5 8,22
Mn 1,34 1,46 7,22 7,01 27,9 27,2 31,6 22,5 29,1 31,4 100 157 177 50,4 47,5 58,2
Fe 3,72 5,74 10,4 11,3 232 272 147 138 122 128 929 2387 1143 276 246 146
Co 0,03 0,03 0,56 0,06 2,33 2,44 2,23 0,60 0,56 0,61 19,78 29,0 29,7 3,11 2,89 3,03
Ni 1,02 199 271 38,6 70,3 71,3 64,3 15,8 14,2 15,3 864 1295 1457 507 440 138
Cu 1,28 1,25 0,61 1,39 11,4 11,5 12,2 2,75 5,19 4,02 29,6 25,8 27,3 12,8 13,8 14,1
Zn 14,4 7,33 26,3 42,9 19,9 15,0 38,7 8,34 26,5 36,8 21,3 40,7 44,3 8,54 31,0 28,6
Sr 4,84 5,30 5,82 6,38 5,27 5,50 6,07 511 5,65 6,60 5,79 6,56 5,50 5,32 5,79 6,16
Sh 0,08 0,12 0,65 0,81 0,15 0,60 0,72 0,13 0,83 0,66 0,48 0,37 0,61 0,17 0,84 0,63
Ba 0,95 1,18 5,04 7,75 1,23 2,09 4,45 1,12 4,47 15,7 0,53 4,56 1,63 0,99 3,97 3,52
As 0,08 0,06 0,10 0,09 0,07 0,10 0,09 0,06 0,03 0,10 0,26 0,35 0,40 0,12 0,11 0,09
Se 0,10] <0.002| <0.002 0,31 0,08 0,18 0,03 0,04 0,48 0,18] <0.002] <0.002 0,07 0,07 0,05 0,09




Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni:
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