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SAZETAK

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati fizikalna svojstva i bioloski ucinak
komercijalnih i eksperimentalnih ortodontskih adhezivnih sustava u ovisnosti o trajanju

osvjetljavanja polimerizacijskim svjetlom.

Uzorci adheziva, kompozita i njihovih kombinacija pripremljeni su u simulaciji
klinickog postupka. Stupanj konverzije dvostrukih u jednostruke veze izmedu ugljikovih
atoma odreden je FTIR spektroskopijom neposredno nakon polimerizacije.
Mikrotvrdo¢a uzoraka odredena je metodom po Vickersu odmah po polimerizaciji te
nakon mjesec dana uranjanja u umjetnu slinu pH 4,8. Za procjenu genotoksi¢nog
uc¢inka na humanim limfocitma periferne krvi koriSteni su citohalazinom B blokirani

mikronukleus test te komet test.

Svi su adhezivni sustavi pokazali veci stupanj konverzije nakon 20 sekundi
osvjetljavanja. Materijali s ve¢im udjelom Bis-GMA imali su nizi stupanj konverzije od
onih s vec¢im udjelom Bis-EMA, TEGDMA i UDMA. Generalno, mikrotvrdo¢a se
smanjila nakon uranjanja u umjetnu slinu te je slabo linearno pozitivno korelirala sa
stupnjem konverzije (r=0,254; p=0,002). Eksperimentalni kompoziti sa sadrzajem

amorfnog kalcijevog fosfata (ACP40) i fluorida pokazali su izuzetno malu mikrotvrdocu.

Ispitivani materijali nisu uzrokovali znacajno povecanje broja mikronukleusa. Uz
kontrolu vremena osvjetljvanja, stupnja konverzije, prisutnosti fluorida, zastupljenosti
komponenti adhezivnog sustava (samo kompozit, samo adheziv ili kombinacija), jedina
znacajna odrednica prisustva jezgrinih pupova u logisti¢koj regresiji bio je bioaktivni
ACP40 koji povecéava izgled za nastanak pupova za 1,4x (Cl 1,1-1,8; p=0,005). Vrijeme
osvjetljavanja, stupanj konverzije, prisutnost fluorida te sadrzaj amorfnog kalcijevog
fosfata nisu bili znaCajne odrednice pojave mikronukleusa. Komet test je pokazao
nasumicne varijacije u parametrima primarnog ostecenja DNK, ali one nisu bile

statistiCki znacCajne.

Osvijetljavanje od 20 sekundi povoljnije je za postizanje veéeg stupnja
konverzije, ali ne utjeCe na genotoksicnost ortodontskih adhezivnih sustava. Ispitivani

materijali nisu pokazali bioloski relevantnu genotoksi¢nost.

Kljuéne rijeéi: Amorfni kalcijev fosfat; Fluoridi; Kompozitne smole;

Ortodoncija; Polimerizacija; Testovi genotoksicnosti.



SUMMARY

Title: Assessment of the degree of conversion and genotoxicity of conventional
and bioactive orthodontic adhesive systems

Objectives: To investigate the physical properties and biological effect
ofcommercial and experimental orthodontic adhesive systems in relation to the
duration of illumination by polymerisation light.

Material and methods: Samples of adhesives, composites and their
combinations were prepared in a simulation of the clinical procedure. The DC of double
into single bonds between carbon atoms was analysed by FTIR spectroscopy
immediately after polymerisation. The Vickers method was used to determine the
microhardness of samples after polymerisation and after one month of immersion in
artificial saliva of pH 4.8. The cytokinesis-block micronucleus assay and comet assay
were used in the assessment of genotoxicity.

Results: All adhesive systems showed a higher DC after 20 seconds of
illumination. Materials with a higher content of Bis-GMA showed a lower DC than those
with a higher content of Bis-EMA, TEGDMA and UDMA. Microhardness decreased
after immersion in artificial saliva and showed a weak linear positive correlation with
the degree of conversion (r=0.254; p=0.002). Experimental composites containing
amorphous calcium phosphate (ACP40) and fluorides had very low microhardness.
The tested materials did not induce increased formation of micronuclei. Controlling for
illumination time, DC, presence of fluorides, presence of adhesive system component,
the only significant predictor of nuclear buds (NB) in regression analysis was the
bioactive composite ACP. It increased the odds for NB formation by 1.4x (CI 1.1-1.8;
p=0.005). lllumination time, DC, content of fluoride or amorphous calcium phosphate
were not significant predictors of micronulei formation. The comet assay showed

random variations in parameters of primary DNA damage that were not significant.

Conclusion: llluminating for 20 seconds allows for higer DC while not affecting
the genotoxicity of orthodontic adhesive systems. The tested materials did not show

biologically relevant genotoxicity.

Key words: Amorphous calcium phosphate; Composite Resin; Fluorides;

Genotoxicity Tests; Orthodontics; Polymerization.
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Povijesni pregled

Osnovni cilj ortodontske terapije sadrzan je u njezinu nazivu (gr€. orthos,
pravilan; odous, zub) — postizanje pravilnoga polozZaja zuba. Terapija se provodi iz triju
glavnih razloga: poboljSanja estetike zuba i lica, ispravljanja okluzije te uklanjanja
nepravilnih okluzijskin odnosa koji bi dugoro€no mogli kompromitirati zdravlje zuba i
njihovih potpornih tkiva [138]. Korekcija estetike (slika 1) moze imati dalekosezne
posljedice na psihosocijalnu kvalitetu Zivota, Sto je posebno izraZzeno u adolescentnoj
dobi [150]. Sve veca potraznja za ortodontskom terapijom u odraslih pacijenata [182]
zahtijeva posebnu paznju posveéenu parodontnome zdravlju [23, 75]. Zbog
navedenoga, sveobuhvatni pristup u ortodonciji tezi ostvarivanju sklada izmedu
okluzije, funkcije Zzvakanja, govora i disanja, estetike lica i pacijentove kvalitete Zivota
[171], Sto se ostvaruje samostalnom ortodontskom terapijom ili interdisciplinarnim

pristupom u koji su uklju¢ene druge specijalnosti medicine i dentalne medicine.

Od brojnih mobilnih i fiksnih ortodontskih naprava dizajniranih tijekom stoljeéa,
najvecu kontrolu nad pomacima zuba omogucava fiksna naprava tipa edgewise,
nazvana tako po svojstvenome postranicnom (engl. edgewise) umetanju ziCanoga
luka. Njezini se retencijski elementi bravice, prstenovi i cjevCice lijepe za zube

adhezivnim sustavima i medusobno se povezuju zi¢anim lukom.

Slika 1. Estetika zubi prije i poslije ortodontske terapije.

lako je prevalencija malokluzija (lat. male, lo$; occlusio, zagriz) u danasnje
vrijeme, u rasponu od 35 do 75% [129, 177] znacajno veca nego u Srednjemu vijeku
te je posebice porasla nakon industrijske revolucije [50], problem nepravilno
postavljenih zuba pratio je ¢ovjeka jo$ od paleolitika [142]. U anti¢kim etruSéanskim

arheoloskim nalaziStima iz 7. stolje¢a pr. Kr. otkrivene su zlatne prstenovane naprave



postavljene na zubima [39, 130]. Vjerojatnije je ipak da je njihova namjena bila
iskljucivo estetska [58]. Brojni tekstovi koji su tijekom povijesti spominjali lijeCenje zuba,
nisu govorili o ispravljanju njihovoga polozaja. Tek je 1728. godine pionir dentalne
medicine Pierre Fauchard izdao priru¢nik za dentalnu terapiju u kome je cijelo poglavlje
posvetio malokluzijama [99], a ujedno je dizajnirao prvu napravu za Sirenje zubnoga

luka.

Amerikanac, Norman W. Kingsley, prvi je sustavno opisao ortodonciju i terapiju
rascjepa nepca u svojoj knjizi ,A Treatise on Oral Deformities® izdanoj 1880. godine
[83]. Medutim, najutjecajnija li€nost u njezinu razvoju i odvajanju u prvu samostalnu
specijalisticku disciplinu dentalne medicine nesporno je bio Kingsleyjev sunarodnjak
Edward H. Angle [187], smatran i ,ocem moderne ortodoncije® [27]. Osim §to je
klasificirao malokluzije i definirao dijagnostiCke postupke, Angle je osmislio i razvio
razliCite fiksne ortodontske naprave. Sve su se sastojale od retencijskih elemenata
postavljenih na pojedinacne zube i Zi€anoga luka vezanoga za retencijske elemente
koji je producirao silu za pomak zuba. Kod trakastoga luka, retencijski su elementi bili
prstenovi stegnuti oko svakoga zuba te su na prednjoj povrSini sadrzavali bravicu u
koju se s gornje strane postavljao luk. Modifikaciju trakastoga luka kod koje se Zica u
horizontalni utor bravice postavlja s bo¢ne strane, Angle je predstavio 1928. godine,

pod imenom edgewise naprava [171].

Fiksna ortodontska naprava edgewise tipa i danas je ,zlatni standard“ u
sveobuhvatnoj ortodontskoj terapiji, u nesto izmijenjenom obliku (slika 2). Do
osamdesetih godina 20. stoljeca, jedini nacin za postavljanje metalne bravice na zub
bio je posredstvom cirkumferentnoga zlatnog ili Celicnoga prstena na koji je bila
zalemljena. Prstenovi su prekrivali veliki dio zuba, zadrzavali su dentalni plak i bili su
estetski teSko prihvatljivi. Osim toga, pacijentu je nelagodu C¢inilo postavljanje
separatora nuznih za otvaranje interdentalnih prostora. Istrazivanja novih, kompozitnih
materijala, temeljenih na epoksidnim smolama ili metakrilatima, koji bi se koristili za
lijepljenje bravica za caklinu zuba, zapocela su Sezdesetih godina 20. stolje¢a [61].
Zahtjevi su bili veliki: takvi su materijali trebali biti postojani u dinamiénim uvjetima usne
Supljine i pokazati dovoljnu ¢vrsto¢u veze (odnosno, otpor posmiCnome naprezanju)
pred silama koje stvara Zi€ani luk i Zvacnim silama, i to tijekom dvije do tri godine,
koliko je prosjecno trajanje ortodontske terapije. Ujedno su se trebali lako uklanjati s

cakline prilikom skidanja naprave. Tijekom sedamdesetih godina stvoreni su prvi
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komercijalni adhezivni sustavi. Prva skupina polimerizirala se kemijski, mijeSanjem
dviju komponenti, dok se druga polimerizirala osvjetljavanjem, najprije ultraljubi¢astim,
a potom vidljivim svjetlom. Osim kompozitnih smola, razvijani su i staklenoionomerni
cementi koji su pokazali znac¢ajno viSu stopu neuspjeha [117] zbog loSijih mehanickih

svojstava te nisu usli u Siroku kliniCku primjenu.

U potrazi za boljim estetskim rjeSenjem, usporedno su razvijane bravice bijele
boje, od polikarbonata i keramike. lako su polikarbonatne bravice financijski zna¢ajno
povoljnije od keramickih, imaju slaba mehanicka svojstva, Sto dovodi do deformacije
utora i CeSceg pucanja [112]. Klini¢ki zadovoljavajuca ¢vrstoca veze izmedu cakline i
metalne bravice posredovana adhezivom konacno je ostvarena nakon Sto je 1979.
godine uveden mrezasti dizajn baze metalne bravice kojim je retencijska povrsina

viSestruko povecana [61].

Istovremeno, razvoj novih legura omogucio je izradu ziCanih lukova koji su

proizvodili blage kontinuirane sila idealne za pomak zuba.

Slika 2. Fiksna naprava edgewise tipa s a) metalnim i b) kerami¢kim bravicama.

1.2. Inicijalni karijes kao nuspojava terapije edgewise napravom

Vise od 700 razli¢itih bakterijskih vrsta €ini oralnu mikrofloru [108], a samo je
manji dio patogen za tvrda zubna tkiva [70]. Bakterije su na tvrdim neljuste¢im
povrSinama u usnoj Supljini organizirane u biofilm €ije formiranje zapocinje neposredno
nakon c¢iS¢enja zuba. Tijekom sati i dana biofilm naseljavaju razliCite vrste te se
promjenom sastava plaka mijenja i njegovo djelovanje na minerale cakline i dentina.

Marsh je 1994. godine postavio danas opceprihvacenu ekolosku hipotezu plaka [106]



koja patoloSke procese pripisuje promijenjenoj ravnoteZzi relativnoga broja bakterija
pod utjecajem Cimbenika iz okoliSa poput nutrijenata i pH. Broj aciduricnih bakterijskih
vrsta raste pri dugotrajno niskome pH prisuthome zbog fermentacije Secera iz
prehrane. Osim toga, same bakterije mijenjaju svoj mikrookoli§ te su neke vrste
posebno acidogene, ¢ime posredno uzrokuju smanjenje broja blagotvornih bakterijskih
vrsta osjetljivih na kiselu okolinu. Primjerice, Streptococcus mutans modulira stvaranje
kariogenog biofilma [107] te je njegov udio u plaku povecan u pacijenata s karijesom
[70].

U zrelome plaku prisutni su anaerobni uvjeti u kojima glikoliza ne rezultira
potpunom razgradnjom piruvata, nego produkcijom mlijeCne i drugih organskih
kiselina. Vodikovi ioni prodiru u caklinu i dovode do otpustanja Ca?* i (PO4)* iz kristala
hidroksilapatita u sastavu caklinskih prizmi. Istovremeno se na povrSini cakline odvijaju
procesi reparacije koji njezin vanjski sloj odrzavaju dobro mineraliziranim, dok u
sredisStu caklinske lezije gubitak minerala moze napredovati i do 38% prije njezinog
urusSavanja i stvaranja kavitacije [172]. Obzirom na izravnu povezanost mineralizacije
i prozirnosti cakline [167], kliniCki se takav inicijalni karijes prikazuje kao mutna bijela
mrlja na povrSini zuba. Ona se moze djelomi¢no remineralizirati ionima kalcija i fosfata
iz sline i tada ostaje estetski problem, medutim, ako dode do pojave kavitacije i Sirenja
karijesa na dentin, potrebno je odstraniti patoloski promijenjeno tkivo i gubitak
restaurirati ispunom. lako se kriti€nim za pocetak demineralizacije cakline smatra pH
od 5,5, taj proces uvelike ovisi 0 sastavu sline te je vjerojatnije da pH manje utjeCe na
opseg, a vise na brzinu demineralizacije. loni fluora djeluju dvojako: inhibiraju
demineralizaciju adsorpcijom na povrSinu kristala za vrijeme niskoga pH [22] te
remineraliziraju caklinu tako da precizno popune mjesto odstranjenih OH" iona u
kristalnoj resSetki, stvarajuci fluorapatit, koji ¢e biti otporniji na djelovanje kiselina [172].
Fluoridi se desetljecima koriste topikalno u niskim koncentracijama u prevenciji
karijesa. U novije vrijeme uvedena su sredstva bazirana na kalcijevome fosfatu u

kristalnom ili amorfnom obliku [33].

Jos 1908. godine G. V. Black je pokazao kako se na caklini neprekinuto
izloZenoj plaku, nakon samo dva tjedna, razviju vidljive bijele mrljaste lezije [15]. Jedna
je studija pokazala kako je plak na caklini s bijelim mrljastim lezijama, koje su se
razvijale tijekom sedam tjedana, drugacijega sastava od plaka na zdravoj caklini, a
neki od rodova povezanih s karijesom bili su Streptococcus i Lactobacillus [179].
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Navedeno istrazivanje takoder ide u prilog ekoloskoj hipotezi plaka obzirom da je njezin
eksperimentalni dizajn, u kome su na premolare predvidene za ekstrakciju iz
ortodontskih razloga postavljeni prstenovi za retenciju plaka, narusio ravnotezu izmedu

plaka i domacina, uzrokujuci proliferaciju kariogenih vrsta.

Ne iznenaduje, stoga, kako su bijele mrljaste lezije jedna od najCescih
nuspojava ortodontske terapije fiksnim napravama (slika 3). Svojim nepravilnim
oblikom bravice i Zice edgewise naprave pogoduju zadrzavanju plaka, ograni¢avaju
djelovanje sline i muskulature obraza i usana u samociScenju zuba te otezavaju
odrzavanje oralne higijene Cetkanjem. U terapiji se Cesto pridruzeno koriste i razni
drugi elementi u obliku lukova, opruga ili miniimplantata koji povecavaju sloZenost
morfologije naprave. Nakon postavljanja fiksne naprave, mijenja se sastav plaka te se
povecava udio S. mutans [14, 98] stoga karijes u takvih pacijenata brze napreduje [97].
Procjene prevalencije bijelih mrljastih lezija kre¢u se do ¢ak 97% pacijenata koji su u
terapiji edgewise napravom bili prosjeéno dvije godine [16]. Druga istrazivanja
pokazala su prevalenciju od 24 do 36% nakon 6 mjeseci te 28 do 46% nakon 12
mjeseci terapije, dok je u kontrolnih skupina ona bila znacajno niza, 11 do 13% [28,
97]. Lezije se mogu javiti na svim dijelovima krune zuba, a najc¢eS¢e izmedu bravice i
gingivnoga ruba [80] te prosje¢no prekrivaju oko 10% labijalne povrSine zuba [28],
perzistiraju¢i godinama nakon zavrSetka ortodontske terapije i uzrokuju¢i znacCajne
estetske probleme [122]. NajviSa je incidencija na gornjim centralnim incizivima, $to je
vjerojatno posljedica slaboga toka sline u toj regiji [68], zbog Cega je ograni¢eno i

djelovanje topikalnih remineralizacijskih sredstava [124].

Slika 3. Bijele mrljaste lezije zuba.



lako se strogim rezimom Cetkanja zuba i koriStenjem remineralizacijskih otopina
moze sprijeCiti pojava bijelih mrljastih lezija, uspjeh tih metoda uvjetovan je suradnjom
koja je umjerena ili loSa u tri Cetvrtine pacijenata [68]. U jednome prospektivhom
istraZivanju upravo je razina vidljivoga plaka netom po lijepljenju bravica bila najbolja
odrednica prisutnosti bijelih mrljastih lezija prilikom skidanja naprave [123]. Vjerojatno
je da oni pacijenti koji ne slijede upute o oralnoj higijeni nece savjesno svakodnevno
koristiti niti remineralizacijske otopine [62]. Profesionalna aplikacija lakova visoke
koncentracija fluorida prilikom ortodontskih kontrolnih pregleda mogla bi reducirati
demineralizaciju, ali takvi su postupci skupi i nedovoljno ucestali [14]. Obzirom da
nesprestano raste broj pacijenata koji se odluCuju za ortodontsku terapiju fiksnim
napravama, neki autori smatraju kako ¢&e bijele mrljaste lezije prerasti u

javnozdravstveni problem [136].

Jedan od nedostataka kompozitnih materijala opcenito, pa tako i onih koji se
koriste za lijepljenje bravica, jest polimerizacijsko skupljanje koje moze dovesti do
pojave pukotine na spoju s caklinom, niSe u kojoj su bakterije zasticene od
mehanickoga ciScenja i djelovanja antiseptika [166]. Hrapava povrSina kompozita
omogucuje jaCe bakterijske adhezijske veze nego caklina ili nehrdajuci Celik, $to moze
dodatno otezati njihovo uklanjanje iz podrucja oko bravice [116]. U nastojanju da se
djeluje na bijele mrljaste lezije, razvijeni su ortodontski kompoziti s fluoridima koji bi
zastitno djelovali na caklinu. Takvi kompoziti pokazuju jakost veze usporedivu s
konvencionalnim kompozitima bez fluorida [131], no njihova ucinkovitost u
remineralizaciji cakline jo$ nije dokazana [139], iako novija istrazivanja ukazuju na
mogucu zastitnu ulogu [134]. Problem je takvih materijala brzi pad koncentracije
fluorida nakon postavljanja u usnu Supljinu, kao i slab potencijal ponovnoga punjenja
iz sline [14]. S druge strane, fluoridi pokazuju citotoksiCno djelovanje indukcijom
oksidacijskoga stresa, oste¢enjem vanjske mitohondrijske membrane i poremecajem

stani¢noga metabolizma [11].

Osim fluorida, remineralizacijska svojstva pokazuje i amorfni kalcijev fosfat

(ACP) koji se istrazuje u sastavu eksperimentalnih kompozita [102, 104, 160].



1.3. Sastav konvencionalnih ortodontskih adhezivnih sustava

Sile kohezije djeluju na vrlo malim udaljenostima izmedu dvaju materijala u
medusobnome kontaktu. Obzirom da je na mikroskopskoj razini povrSina vecine
krutina hrapava i nepravilna, kohezijske sile mogu djelovati samo u malom udjelu
ukupne povrsine, u kome uistinu postoji molekularni kontakt. Adheziv je, u Sirokom
smislu, tekuce sredstvo primjerene viskoznosti koje djeluje kao posrednik, prodire u
porozitete na povrSini obaju materijala i suprotstavlja se malim vlaénim silama. Kako

bi postao otporan i na posmicne sile, adheziv se mora pretvoriti u krutinu [20].

Ortodontski adhezivni sustavi sastoje se od krute komponente (kompozita u
uzemu smislu) i teku¢e komponente (adheziva u uzemu smislu). Opcenito govoredi,
kompozit je svaki sintetski materijal koji se sastoji od viSe od jedne sastavnice Cija su

zajedniCka svojstva bolja nego zbroj svojstava svake pojedine komponente [20].

Ortodontski kompoziti proizvedeni su na osnovi dentalnih kompozita, koristenih
za restauraciju tvrdih zubnih tkiva. Sastoje se od organske smolaste matrice u
volumnom udjelu 35-50%, anorganskoga punila u udjelu 50-75%, svezujucega
posrednika (silana) te inicijatora polimerizacije. Formulacije organske matrice koje
sadrze monomere bisfenol-A-glicidil-dimetakrilata (Bis-GMA) kao bazni monomer
pokazuju brzu polimerizaciju i malo polimerizacijsko skupljanje [40, 128]. Istovremeno,
visoka viskoznost ove molekule onemogucava inkorporiranje velikog udjela punila,
potrebnoga za postizanje dobrih mehanickih svojstava [93]. Stoga se osim Bis-GMA
koriste i uretan-dimetakrilat (UDMA) ili etoksilirani bisfenol-A-glicidil-dimetakrilat (Bis-
EMA) koji imaju gotovo jednake molekulske tezine, ali su manje viskozni. Baznom se
monomeru dodaje trietilen-glikol-dimetakrilat (TEGDMA) kao diluent koji ¢e smanijiti
viskoznost i omoguciti ve€u konverziju u polimer [40]. Nedostatak TEGDMA je vece
polimerizacijsko skupljanje i apsorpcija vode [76], $to kompozit €ini manje postojanim
u usnoj Supljini. Polimerizacijsko skupljanje dijelom je posljedica konverzije
medumolekulskih udaljenosti od 0,3-0,4 nm u kovalentne veze dugacke oko 0,15 nm,
a dijelom posljedica promjena u konformaciji lanaca polimera prilikom vezivanja.
Razlike u polimerizacijskome skupljanju izmedu baznih monomera ovise o
molekularnoj masi te je skupljanje vece kod manjih molekula (slika 4) [128]. Adhezivni
sloj izmedu bravice i zuba vrlo je tanak, promjene njegovih dimenzija su malene i nisu

kriti€ne za Cvrsto¢u veze, medutim, lateralno polimerizacijsko skupljanje moze dovesti



do dovoljnoga naprezanja materijala i uzrokovati otpadanje bravice sa zuba. S druge
strane, vremenom moze doci do postupne ekspanzije materijala zbog apsorpcije vode

iz sline, ¢ime se djelomi¢no kompenzira skupljanje [20].

?Hg (l_“H,’ (l‘H "
CHZ:C—ILI‘—O—(‘I12C|IICH 2—o—©—$—©—()—cuzﬁncu z—o—ﬁ—(‘:c‘n2
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(Hy CHy
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CHy=C—(—0—CH,CHy-0— £~ NH—CH,(CH,CHCH,CHz NH—(;—0—CH,CHy 0—(— C=CH,
0 0 CH; 0 0
UDMA

Slika 4. Kemijska struktura monomera Bis-GMA, TEGDMA i UDMA. Preuzeto iz

reference [12].

Sama organska matrica nema dovoljno dobre mehani¢ke karakteristike da bi
ispunjavala ulogu adhezivnoga sredstva. U nju se dodaje anorgansko punilo koje
smanjuje polimerizacijsko skupljanje, termalnu ekspanziju i apsorpciju vode te
povec¢ava snagu i modul elastiCnosti [36]. Punilo su sastavom silikati poput litij-
aluminijevoga silikata, a koriste se i radioopakna stakla koja sadrze barij, stroncij i cink.
Cestice punila nepravilnoga su oblika, $to osigurava njihovu bolju retenciju unutar
matrice. Velike Cestice omogucavaju bolju &vrsto¢u i krutost, ali uzrokuju i veliku
povrSinsku hrapavost. U ortodonciji je povrSinska hrapavost problem prilikom skidanja
edgewise naprave, kada je potrebno ispolirati povrsinu cakline. U modernim hibridnim
kompozitima punilo se promjerom krece u velikom rasponu od 0,04 do 5 ym [20], €ime
se postize ravnoteza izmedu pozeljnih i nepozeljnih svojstava Cestica pojedinih
dimenzija. Otpornost na abraziju i druga mehanicka svojstva ovise o0 prostornome
rasporedu Cestica. Veliki volumni udio punila u kompozitu omogucen je tehnikom

proizvodnje koja inkorporira silikat u monomer, polimerizira ga i samelje te takvo punilo
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dodaje u novu monomernu matricu [20]. Dok je silikatno staklo hidrofilno, smolasta
matrica je hidrofobna, stoga se za njihovo kemijsko povezivanje koriste svezujuca

sredstva silani [111].

U tehnici potpunoga jetkanja koja se koristi za lijepljenje bravica, na dio cakline
na koji Ce se postaviti bravica nanosi se 37% ortofosforna kiselina koja demineralizira
njezin povrsinski dio. PovrSinska hrapavost cakline se na taj nacin nakon 30 sekundi
jetkanja udvostru€i [180] i povecava se retencijska povrSina potrebna za
mikromehanicku vezu izmedu adhezivnoga sustava i cakline. Teku¢a komponenta
sustava, adheziv u uzemu smislu, koristi se kao sveza izmedu cakline i kompozita jer
zbog svoje niske viskoznosti moze bolje prodrijeti u mikroporoznosti izmedu caklinskih
prizmi. Adheziv je mjeSavina monomera u Cijem se sastavu osim Bis-GMA, TEGDMA
i UDMA, ponekad koristi i hidroksietil-metakrilat (HEMA) [169]. Obzirom da adhezivi ne
sadrzavaju punilo, skloniji su apsorpciji vode i polimerizacijskom skupljanju, iako

utjecaj tih svojstava na snagu veze izmedu bravice i zuba nije potpuno razjasnjen [20].

Staklenoionomerni cementi pokazali su nedovoljnu ¢vrsto¢u veze u odnosu na
kompozitne adhezivne sustave [117]. Medutim, ti materijali imaju neke pozeljne
karakteristike, poput kemijskoga vezivanja za caklinu, mogucnosti polimerizacije u
vlazZnom okruzeniju i otpustanja fluorida. Stoga su formulirani hibridni materijali koji bi
kombinirali pozitivne strane jednih i drugih. Staklenoionomerni cementi polimeriziraju
kemijski, neutralizacijom bazi¢noga kalcij-alumosilikatnog stakla (prah) i poliakrilne
kiseline (tekucina), a dodatak Bis-GMA, UDMA ili HEMA u teku¢u komponentu
omogucava i svjetlosnu polimerizaciju. Takvi smolom modificirani stakloionomerni
cementi pokazuju visok stupanj otpustanja fluorida i poveéanu &vrstocu u odnosu na
same cemente [115]. Kemijski se vezuju za tvrda zubna tkiva i nisu osjetljivi na vlaznu
sredinu prilikom polimerizacije kao Sto su to adhezivni sustavi [51] te su pokazali s
njima usporedivu kliniCku uspjesnost i znacajno manje S. mutans u plaku oko bravica

7 dana nakon postave [196].



1.4. Bioaktivni i biointeraktivni kompoziti

Bioaktivnost dentalnih materijala razliCito se definira. Dok neki autori sve
materijale koje promoviraju remineralizaciju nazivaju bioaktivnima [29], drugi
bioaktivho$¢u nazivaju sposobnost stvaranja hidroksilapatita na povrsini materijala koji
je uronjen u simuliranu tjelesnu tekucinu [60, 94] te je razvijen i standardizirani test
Medunarodne organizacije za standardizaciju kojim se takvo svojstvo mozZe dokazati
(ISO 23317:2007). Pritom se materijale koji otpustaju ione, a ne pokazuju spontano

formiranje hidroksilapatita, naziva biointeraktivnima [60].

Biointeraktvni kompoziti mogu sadrzavati fluoride u obliku soli topivih u vodi, u
organskom obliku u sastavu matrice ili u anorganskom obliku, u punilima [191]. Soli
topive u vodi su najé¢eS¢e NaF i SnF2 [6], dok se fluoridi u organskoj matrici nalaze u
organskome obliku Lewisove soli akril-amino-BFs ili soli akril-amino-HF [159, 191].
Punila mogu biti blago topiva, poput SrF2 i YbF3 ili topiva fluoridna silikatna punila [191].
Difuzijom vode u strukturu kompozita dolazi do otpustanja fluorida koje se nastavlja
dok god je gradijent dovoljno velik. Obzirom da su fluoridna silikatna stakla koja €ine
punilo u stakloionomerima i smolom modificiranim stakloionomerima bolje topiva u
vodi, otpustanje iz takvih materijala je vec¢e u odnosu na kompozite. Jedna je studija
pokazala pet puta nize razine otpustenih fluorida iz kompozita nego iz smolom
modificiranih stakloionomera. | kod jednih i kod drugih otpustanije je bilo najveée u prva
24 sata, a vec tijekom prvoga tjedna dnevno se otpustanje smanji 15 puta. Kompoziti
su nakon ponovnoga punjena fluoridima iz remineralizacijskoga gela otpustali nesto
nize koli¢ine fluorida nego inicijalno te im je i ukupni remineralizacijski potencijal bio
znacajno nizi nego kod smolom modificiranih stakloionomera [8]. Medutim, mehanizam
koji ukljuCujuce topive oblike fluorida moze oslabiti strukturu [159] te su takvi materijali
pokazali znac€ajno viSe neuspjeha veze bravice i zuba [25, 114]. Ortodontski kompoziti
s fluoridima u organskoj matrici imaju snagu veze usporedivu s konvencionalnim

ortodontskim kompozitima [159].

Kalcijev fosfat nalazi se u sastavu svih tvrdih tkiva u ljudskome organizmu osim
malenog segmenta unutarnjeg uha [160]. lako je identificiran u razli€itim kristalnim
oblicima te jednom amorfnom, tijekom kalcifikacije in vivo upravo ACP prelazi u
hidroksilapatit [160], stoga pokazuje bioaktivha svojstva [94, 160]. Klinicka primjena

kalcijevoga fosfata u obliku paste uvelike je otezana Cinjenicom da je on slabo topiv, a
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najuspjesnijom se pokazala njegova stabilizacija kazein-fosfopeptidom, derivatom
proteina iz mlijeka [199]. Eksperimentalni bioaktivni kompoziti koji sadrze 40%
masenog udjela ACP otpustaju znac¢ajnu koli€inu kalcijevih i fosfatnih iona [160], ali jo$
uvijek nemaju dovoljno dobre mehanicke karakteristike za kliniCku upotrebu [94].
Formulacija matrice koju su istraZivali Skrti¢ et al. je sljedeéa: 62,8% Bis-EMA, 23,2%
TEGDMA, 10,4 % HEMA, 2,6 % metakriloksietil ftalat (MEP), 0,2% kamforkinon (CQ)
i 0,8% etil-4- (dimetilamino) benzoat (4E) [102, 104, 160, 161]. ACP kao punilo ne
ojaCava kompozit poput staklenih punila, njegova hidrofilnost uzrokuje povecéanu
apsorpciju vode, a ujedno dolazi do njegove nekontrolirane agregacije unutar matrice,
Sto moze uzrokovati pucanje materijala [69]. Konvencionalni kompoziti s
nesilaniziranim punilima pokazuju nedostatnu ¢vrsto¢u na savijanje zato $to u njima
nema snazne veze izmedu punila i matrice [72]. Medutim, silanizacija ACP negativno
djeluje na otpustanje iona, a ne poboljSava mehanicka svojstva kompozita [160]. Ni
pokusSaji promjene sastava matrice nisu znacajno poboljSali mehani¢ku stabilnost
prilikom uranjanja u vodu, koja je za ovaj materijal posebno problemati¢na [5]. Novija
istraZivanja usmjerena su prema dodavanju staklenoga punila u eksperimentalne
kompozite s ACP [103, 104]. Dodatak stroncijevog ili barijevog stakla u 10% masenom
udjelu poboljSao je modul savijanja do razine stakloionomera koiji je sluzio kao kontrola,
a nije doslo do znacajnoga smanjenja otpustanja kalcijevih i fosfatnih iona. Stroncijevo
staklo sadrzi stroncijev, borov i aluminijev oksid te 2% fluora i nije pokazalo
mikroskopski vidljivu aglomeraciju [104]. Dodavanjem stroncija u 70% masenom udjelu
u matricu dobio bi se eksperimentalni biointeraktivni kompozit istog omjera punila i

matrice kakav imaju konvencionalni ortodontski kompoziti.

Kompoziti s bioaktivnim staklenim punilima su takoder predmet istrazivanja.
Bioglass® 45S5 je materijal sastava 45% SiO2, 24,5% Na20, 24,5% CaO i 6% P20s
koji moze ostvariti kemijsku vezu s kosti i pokazuje osteokonduktivna svojstva te se
prvenstveno koristio u oralnoj kirurgiji u terapiji postekstrakcijskih defekata alveolarne
kosti. Obzirom da ima bioaktivno djelovanje, pokazao je remineralizacijski u€inak na
bijele mrljaste lezije in vitro, ali njegova ucinkovitost jo$ nije kliniCki dokazana [175].
Kompozit s 61,3% masenim udjelom biostakla pokazao je klinicki zadovoljavajucu
snagu veze s bravicom [197]. UnoSenje srebra i cinka u strukturu biostakla u sastavu

ekperimentalnog ortodontskog kompozita dovodi do znaCajno vece antibakterijske
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aktivnosti nad S. mutans te boljih remineralizacijskih svojstava u odnosu na

konvencionalne kompozite [82].
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1.5. Polimerizacijai stupanj konverzije ortodontskih adezivnih sustava

Dva su nacina polimerizacije kompozita: osvjetljavanje smola koje sadrze
fotoinicijator (svjetlosna polimerizacija) i mijeSanje dvofaznih sustava (kemijska
polimerizacija). Potonje je tehnicki zahtjevnije i pokazuje veéu poroznost materijala te
se sve rjede primjenjuje u kliniCkoj praksi [48]. Svjetlosno polimeriziraju¢i kompoziti
sadrze inicijatore slobodnih radikala poput CQ ili N, N-dimetil-amino-etil-metakrilata u
koncentracijama do 1,4%, $to je dovoljno za uspjeSnu inicijaciju polimerizacije.
Adhezivni sustavi s dvojnom polimerizacijom aktiviraju se osvjetljavanjem, a reakcija
se nastavlja kemijski i nakon osvjetljavanja te opéenito pokazuju viSu snagu veze od
svjetlosno polimeriziraju¢ih kompozita, ali ta razlika nije klinicki zna€ajna [20]. Za
svjetlosnu polimerizaciju koriste se razni uredaji za stvaranje svjetla - halogeni,
plazma, laserski i visoko sjajne svjetle¢e diode (engl. light emitting diode, LED), a

emitiraju spektar plave i ljubiCaste boje valne duljine 400-500 nm [40].

Klini€ki, nakon jetkanja, ispiranja i susenja, na caklinu se u tankome sloju nanosi
adheziv, a na bazu bravice kompozit. Bravica se zatim postavlja na caklinu, viSkovi
adhezivnoga sustava oko bravice se uklanjaju te se adheziv i kompozit zajedno
osvjetljavaju. Transmisija svjetla do kompozita je slabija kada se osvjetljava kroz
bravicu, $to je velik problem kod metalnih, a neSto manje znacajan kod keramickih
bravica [46]. Uputa proizvodaca kompozita stoga je da se bravica osvijetli indirektno,

jednako vrijeme s mezijalne i distalne, ili cervikalne i okluzalne strane.

Stupanj konverzije (engl. degree of conversion, DC) jest stupanj prijelaza
dvostrukih veza izmedu atoma ugljika (C=C) u molekulama monomera u jednostruke
veze (C-C) u polimeru i izrazava se u postotnom udjelu. DC utjeCe na mehanicke
karakteristike kompozita te njihovu degradaciju i topivost [46], a sam ovisi 0 intenzitetu
svjetla i1 blizini izvora, o trajanju osvjetljavanja [61], ali i o kemijskim svojstvima
monomera [59, 128]. Za potpunu polimerizaciju kompozita potrebno je 10 000 mJ
energije, $to se u teoriji moze postiéi sliedeéim izrazom: intenzitet svjetla (mW/cm?) x
vrijeme osvjetljavanja (sekude) = 10 000 (mJ/cm?) [61]. Medutim, dimetakrilatni
monomeri stvaraju trodimenzionalnu mrezu te se napredovanjem polimerizacije
znacajno smanjuje difuzija slobodnih radikala i monomera koji jo$ nisu usli u reakciju,
Sto onemogucava potpunu konverziju [128]. Dvostruke veze u materijalu ostaju u mrezi

kao zaostatni monomer ili, ako je jedan kraj molekule proSao reakciju polimerizacije,
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kao bocni lanci koji kompozit €ine plasticnijim i manje postojanim [20]. Osim toga,
prisutnost hidroksilnih skupina i interakcija aromatskih prstenova povecava viskoznost
Bis-GMA i time onemogucuje visoki DC [46]. DC se povecava sljedec¢im redoslijedom:
Bis-GMA < Bis-EMA < UDMA < TEGDMA [153]. In vitro istrazivanja su pokazala DC
ortodontskih kompozita od 67 do 88% prilikom izravnog osvjetljavanja [37] i od samo
47% prilikom osvjetljavanja ispod metalne bravice [63]. Sto je veéi sadrzaj punila,

svjetlost teze prodire kroz matricu [200].

Interakcija izmedu svih navedenih faktora je slozena. DC se zna¢ajno smanjuje
povecanjem udaljenosti lampe od bravice s 0 do 5 mm [168]. Duze vrijeme
osvjetljavanja je vezano uz veéi DC [31, 120]. Cini se da izvor svjetla ima znadajnu
ulogu obzirom da je osvjetljavanje svjetloS¢éu dvostrukog intenziteta iz LED lampe u
dvostruko kracemu trajanju dovelo do znacajno vec¢ega DC-a nego osvjetljavanje
halogenom lampom, iako je efektivha energija bila jednaka [42]. Vjerojatno je razlog
tome uski spektar emisije LED lampi u odnosu na halogene koji ih €ini u€inkovitijima i
pri kracemu vremenu osvjetljavanja. DC je u dosadasnjim istrazivanjima odredivan na
uzorcima samih kompozita bez adheziva. Obzirom da je za ortodontske adhezivne
sustave karakteristicno da se dvije komponente osvjetljavaju zajedno, pri C¢emu nastaje
mjeSavina adheziva i kompozita koja sadrzi veci udio dimetakrilata nego sam

kompozit, potrebno je ispitati takvu kombinaciju koja vjernije simulira klini¢ku situaciju.

Metoda koja se najCeSce koristi u analizi DC-a je infracrvena spektroskopija s
Fourierovom transformacijom (engl. Fourier transform infrared, FTIR spectroscopy).
Infracrveno zrac¢enje valnoga broja 4000 do 400 cm™ u organskim molekulama dovodi
do vibracija rastezanja (ritmi¢no rastezanje kovalentne veze) ili svijanja (promjena kuta
izmedu kovalentnih veza na zajedniCkom atomu). Kako bi doslo do apsorpcije,
frekvencija infracrvenoga zracenja iz uredaja i frekvencija vibracije veze moraju biti
identi¢ne, a uredaj moze detektirati samo one koje mijenjanju dipol molekule [157].
Infracrveni spektar na x osi sadrzi valne brojeve (cm), a na y osi apsorbanciju (%) te
prikazuje vrpce istezanja pojedinih kovalentnih veza pri karakteristicnim valnim
brojevima. Intenzitet vrpce C=C veze pri 1637 cm se prilikom konverzije metakrilata
smanijuje, dok se vrpca istezanja benzena pri 1608 cm ne mijenja te se moze koristiti
kao referentna [37, 46, 63, 154]. DC nije istovjetan stupnju polimerizacije koji je
definiran kao broj ponavljajucih jedinica u polimernom lancu i odreduje se mjerenjem
molekularne mase [188]. Ipak, stupanj polimerizacije prati DC obzirom da je kod
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kompozitnih smola prisutna reakcija poliadicije uvjetovana slobodnim radikalima u

kojoj je poCetni DC nizak, a nastaju polimeri velike molekularne mase [42].

TvrdocCa je otpor materijala na plasticnu deformaciju te se generalno ispituje
mjerenjem veli€ine otiska nastalog utiskivanjem dijamantne piramide u povrsinu
materijala tijekom odredenoga vremena. Za tanke materijale obi¢no se koriste sile
utiskivanja ispod 10 N te se tako ispitano svojstvo definira kao mikrotvrdo¢a. Ona je
vazno fizikalno svojstvo kompozita [155, 186], koje pozitivho korelira s masenim
udjelom punila [69]. lako je zabiljezena snazna linearna veza izmedu DC i mikrotvrdoée
[141], druga istrazivanja nisu ukazala na znaCajnu povezanost [78, 176]. Istrazivanje
mikrotvrdo¢e zanimljivo je i stoga $to njezina promjena moze ukazivati na kemijsku
degradaciju materijala [198] te je vjerojatno da bi biointeraktivni kompoziti s topivim

solima fluorida pokazali vecu strukturnu nestabilnost od konvencionalnih kompozita.

Nije jasno moze li mikrotvrdo¢a ukazivati i na posmicnu &vrsto¢u veze (engl.
shear bond strength, SBS) koja se naj¢es¢ée koristi kao mjera jakosti veze izmedu zuba
i bravice, unato€ brojnim nedostacima eksperimentalnoga protokola [47]. Obzirom da
je vedi udio punila povezan s jacom vezom [52], mikrotvrdoéa bi mogla biti sekundarni
pokazatelj Cvrstoce veze [2], iako je recentno istrazivanje pokazalo da nema korelacije
izmedu mikrotvrdoce i mikrovlaéne Cvrstoce veze [18], koja se ponekad ispituje kao

alternativa SBS.

1.6. Ispitivanje biokompatibilnosti dentalnih materijala

Ortodontska terapija edgewise napravom traje prosjecno dvije do tri godine te
je zbog dugotrajnoga kontakta s oralnom sluznicom iznimno vazno da naprava ne
uzrokuje Stetne bioloSke ucinke [49]. Implantati prve generacije u ljudskome tijelu
poceli su se koristiti Cetrdesetih godina 20. stoljeca te se smatralo da se najbolji bioloski
odgovor moze dobiti kemijski najmanje aktivnim materijalima. Vremenom je postalo
jasno da se bioloSki odgovor na isti materijal razlikuje od tkiva do tkiva i ovisno o mjestu
ugradnje. Osim toga, neke su primjene trazile reakciju materijala s tkivima, a ne
potpunu inerciju [193]. Stoga je formulirana definicija biokompatibilnosti kao
sposobnosti materijala da, u specificnoj situaciji, djeluje uz primjereni odgovor

domacina [192]. Ujedno, biokompatibilnost podrazumijeva neskodljivu interakciju

15



materijala i bioloSkog okruzenja i to u oba smjera - materijala prema okruzenju te
okruzenja prema materijalu [7]. Williams inzistira kako se sam materijal ne moze opisati
pridjevom ,biokompatibilan“ obzirom da je biokompatibilnost svojstvo sustava, a ne
materijala [195]. U prilog tome ide i Cinjenica da proizvodacli sirovine za sintezu
materijala deklariraju kao ,biokompatibilne“, no, one se mogu promijeniti prilikom
pripreme ili obrade te ih stoga treba ispitivati u stadiju u kojem se nalaze u doticaju s
okolnim tkivom [127]. Biomaterijalom se smatra bilo koji strukturni nezivi materijal koji
se koristi u interakciji s bioloSkim sustavima ljudskoga tijela [147], iako, napretkom
biotehnologije i medicinskih znanosti, danas definicija obuhvaca i sintetizirane viruse,

stanice, tkiva i organe [194].

U Europskoj uniji, najvaznije regulacije pod koje spadaju biomaterijali koji se
koriste u dentalnoj medicini su Direktiva 93/42/EEZ o medicinskim proizvodima i
Uredba 1907/2006 o registraciji, evaluaciji, autorizaciji i ograni€avanju kemikalija
(REACH) [147]. Prema Direktivi 93/42/EEZ, proizvodac je odgovoran za sigurnost i
kvalitetu proizvoda, a REACH trazi da podaci o sigurnosti priloZzeni proizvodu sadrze
sve informacije o mogucim opasnostima i rizicima od koriStenja materijala. Osim toga,
doktori dentalne medicine odgovorni su za primjenu materijala sukladno indikacijama
koje donosi proizvodag, a sami potpadaju pod definiciju proizvodaca kada se radi o
protetskim nadomjescima. Dok proizvodi klasificirani u kategoriju lla prema Direktivi
93/42/EEZ (u koju spadaju kompoziti za restauraciju zuba) moraju proci ,klinicko
ispitivanje“, ono ne mora nuzno slijediti standard ISO 14155-1:2003 za kliniCka
ispitivanja medicinskih proizvoda za ljudsku upotrebu. Proizvodi koji su na trziste
stavljeni suglasno Direktivi nose oznaku ,CE", iako su i kod takvih materijala za ispune
zabiljeZeni problemi poput frakture zuba i boli [147]. Nuzno je stoga da prakti¢ar kriticno
procijeni materijale s kojima radi. Neophodno je i uklju€ivanje znanstvenika u javne
rasprave o Stetnosti odredenih materijala obzirom da je laicima teSko na realistiCan
nacin povezati rezultate testova toksi¢nosti s rizicima za populaciju [146]. Nuzne
metode ispitivanja toksiCnosti materijala izabiru se prema procjeni rizika koju donosi
stru¢njak na temelju podataka dostupnih o materijalu iz literature. Ako se na trziste
donosi materijal koji je znaCajno drugaciji od postojecih, zapo€inje se in vitro
ispitivanjima, nakon Cega se, ovisno o0 rezultatima, provode in vivo testiranja na

zivotinjama i eventualno klini¢ke studije na ljudima. Izmedu svake faze ponovno se
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provodi procjena rizika. Ako se rizik procijeni malenim i prihvatljivim, daljnja ispitivanja

nisu potrebna [147].

ToksiCan ucinak materijala je oSteCenje bioloSkoga sustava (naruSavanje
homeostaze), u ovom slu€aju, kemijskim putem. Ovisno o udaljenosti od mjesta
aplikacije materijala razlikujemo lokalnu i sustavnu toksicnost. Sustavna toksi¢nost
istrazuje se na laboratorijskim Zivotinjama, akutno ili kroni¢no, tijekom nekoliko
mjeseci. Generalno, dentalni materijali pokazuju nisku akutnu sustavnu toksi¢nost

[144] dok su saznanja o kronicnoj toksi¢nosti joS uvijek nedostatna.

Nisu sve lokalne reakcije toksi¢ne, obzirom da se upala moze javiti i zbog
prisutnosti bakterija ili mehanicke iritacije [147]. Citotoksi¢an u€inak manifestira se kao
smrt stanice koja mozZe biti u obliku nekroze ili apoptoze. Nekrozu karakterizira
funkcionalno i morfoloSko oSteCenje organela, bubrenje stanice i mitohondrija te
njihovo raspadanje i oslobadanje ¢imbenika upale (histamini, citokini, TNF i dr.) [13].
U apoptozi dolazi do kondenzacije kromatina, fragmentacije jezgre, smezuranosti
stanice i, kona¢no, do organiziranoga raspadanja na apoptotiCka tjeleSca [125].
Obzirom da nema nekoordiniranog istjecanja citoplazme, apoptoza nacelno ne
uzrokuje upalni odgovor, kao $to to Cini nekroza. No, primjerice, kod ishemijsko-
reperfuzijske ozljede prisutna je apoptoza, ali i jaka upala koju se eksperimentalno
ublazilo inhibicijom apoptoze [41]. lako su morfoloSke razlike izmedu nekroze i
apoptoze jasne i dobro o€uvane izmedu najrazli€itijih vrsta stanica, na molekularnoj
razini postoje razli€iti putevi za koje su klju¢ne kaspaze, mitohondriji i slobodni radikali
[56]. In vivo, unutar iste lezije dio stanica moze umirati apoptozom, a drugi nekrozom.
Usto, ponekad je postapoptoticka ili sekundarna nekroza konac¢an ishod programirane
staniCne smrti [125, 156]. In vitro, utvrdivanjem aktivnosti kaspaza 3 i 7, odnosno
mjerenjem prisutnosti citokina i drugih faktora upale, te na kraju istovremenim vitalnim
bojanjem etidijevim bromidom i naran€asto-akridinom moze se utvrditi umire li stanica
apoptozom ili nekrozom [10, 13, 44, 165]. Kulture stanica za ispitivanje citotoksi¢nosti
mogu biti trajne ili primarne. Prednost trajnih kultura je predvidljivost rasta i pona$anja
Primarne kulture uzgajaju se iz uzorka donora, ali takve su stanice vrlo osjetljive, brzo
stare i tada se sve sporije dijele. Moguce je imortalizirati ih onkogenima, $to omogucuje
njihov dugotrajni rast u kulturi, teoretski beskonacan [145]. No, genetska manipulacija
kojoj su podloZene moze rezultirati promjenom u fenotipu i stjecanjem obiljeZja kojima
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se znacajno razlikuju od primarnih stanica [79]. To je, ujedno, slucaj u ispitivanjima
genotoksicnosti koriStenjem trajnih kultura kojima je geneticki materijal izmijenjen ne
bi li mogle opstati u uvjetima izvan organizma i kontinuirano se dijeliti. U takvim
kulturama Ceste su i promjene u broju kromosoma §to utjeCe na veli€inu interfazne
jezgre, time nukleoida i rezultate komet tehnike. Relativha toksikoloSka analiza provodi
se usporedbom ispitivanog materijala sa slicnim materijalom poznatoga klini¢kog
ucinka [143].

Ostali oblici toksi¢nih ucinaka su mutageni, kancerogeni i teratogeni efekti.
Genotoksicnost je definirana kao promjena u genomskoj deoksiribonukleinskoj kiselini
(DNK) nastala djelovanjem kemijske tvari. Mehanizmi popravka DNK ili apoptoza takve
stanice nacini su na koji organizam prevenira prenosenje oSte¢enja na novu generaciju
stanica. Ako takav mehanizam izostane ili dode do aktivacije ,error prone“ (engl. error
prone, sklon greSci) mehanizama popravaka koji dodatno induciraju promjene u gradi
kromosoma na mjestu popravka, ucCinak c¢e biti mutagen. Kancerogenost
podrazumijeva djelovanje koje poti¢e nastanak malignoga tumora i za nju je najceSce

potrebno viSe mutacija [147].

1.6.1. Komet test

Jedna od metoda kojom se moZe procijeniti genotoksi¢ni ucinak supstance u
eukariotskim stanicama je komet test (elektroforeza pojedinaéne stanice). Na razini
pojedine stanice, ukoliko su prisutna oS$tecenja genetickog materijala nakon
elektroforeze, pod fluorescentnim mikroskopom ona ima izgled kometa [158]. Komet
test je osjetljiv, jednostavan za izvodenje, ekonomi¢an i brz [35]. Metodi je prethodilo
otkrice tehnike izolacije nukleoida pomoc¢u deterdZenta i superzasi¢ene otopine
natrijevoga klorida koji uzrokuju raspadanje membrana, dezintegraciju
makromolekulskih komplekasa i odvajanje histona od DNK nakon ¢ega ostaje izoliran
nukleoid. Zbog proteina matriksa koji se ne uklanjaju i energetske stabilnosti, DNK u
nukleoidu zadrzava oblik negativne superuzvojnice koji je imala prije izolacije, $to
onemogucava njezinu slobodnu rotaciju [202]. Unato€ negativnome naboju fosfatnih
skupina u DNK, ona zbog takve rigidne strukture ne moze putovati kroz agarozni gel u
elektricnom polju. Medutim, kod lomova lanaca DNK gubi se njezina visoko-

organizirana struktura, dolazi do ,opustanja“ dijelova DNK koji su bili negativno
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superzavijeni u obliku fleksibilnihn om¢i, formiranja slobodnih krajeva na mjestima
indukcije lomova i fragmentacije. Sve nabrojene strukture posjeduju mogucénost
kretanja kroz gel u elektricnom polju prema anodi, obzirom na negativnhu nabijenost
molekule DNK uslijed fosfatnih skupina [35]. U podru€ju nukleoida ostaje DNK koju
nazivamo glavom. Sav dio DNK koji je otputovao u elektricnom polju nazivamo repom
kometa (slika 5) [202].

rep kometa glava

Slika 5. Prikaz dvaju nukleoida limfocita. (A) stanica bez genomskih osteéenja, (B)

stanica s osteCenjima DNA, uz prikaz duzine glave i repa.

Ustanovljeno je da izlaganje DNK luznatom pH iznad 13 dovodi do pojave
lomova na mjestima kemijskih oste¢enja koja sama po sebi nisu promjena strukture
[34]. Alkalna inaCica komet-testa omogucava utvrdivanje jednolananih lomova te
oStecenja osjetljivih na alkalnu sredinu kao $to su adukti na DNK, alkilacije, kovalentno
vezanje proteina te kovalentne medulancCane veze i apurinska i apiridiminska mjesta
(slika 6) [202].
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Slika 6. OStec¢enja DNA koja se mogu otkriti komet testom: a) jednolancani i dvolancani

lom, b) mjesta osjetljiva na luznate uvjete koja se pri pH>13 prevode u lomove DNK.

Obzirom da je najveci dio primarnih oSte¢enja genoma koja komet test detektira
popravljiv [34], uputno je ovu metodu Koristiti u kombinaciji s drugim metodama

utvrdivanja genotoksi¢nosti [174].

1.6.2. Citohalazinom B blokirani mikronukleus test

Mikronukleus je kromatinska struktura smjeStena u citoplazmi, potpuno
odvojena i manja od jezgre, ali je morfoloSki jednaka jezgri. Mikronukleus nastaje
oSte¢enjem DNK koje rezultira morfoloSkim i numeri¢kim oStecenjima kromosoma. U
sluaju numeri¢kih osteéenja govorimo da se ne radi o genotoksi¢nom, vecé
aneugenom djelovanju koje je rezultat oSte¢enja proteina mikrotubula zaduZenih za
razdvajanje nasljednoga materijala u anafazi. Citohalazinom B blokiranim
mikronukleus testom (engl. cytokinesis-block micronucleus, CBMN assay) se stoga
mogu otkriti i kvantificirati klastogeni (strukturna oStecenja kromosoma) i aneugeni
ucinci (oStecenja diobenog vretena) [53, 85]. Podrijetlo mikronukleusa moZe biti
kromosomski fragment ili cijeli kromosom. Dodatno oste¢enje koje se prati CBMN-
testom su nukleoplazmatski mostovi koji nastaju tijekom anafaze, kada diobeno
vreteno povlaci centromere dicentricnih kromosoma na suprotne polove stanice i
pokazatelji su jakoga genetiCkog ostecenja [55]. Ujedno, zaostatni monomeri iz
dentalnih kompozitnih smola putem dvostruke formacije epoksida mogu kovalentno
povezati komplementarne DNK [149] i time onemoguciti njihovo razdvajanje i dovesti

do pojave mikronukleusa. Jo$ jedna anomalija povezana s kromosomskom
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nestabilnoS¢u je pojava jezgrinih pupova. Pupanjem jezgra nastoji ukloniti dio
genetiCkog materijala koji na malom segmentu sadrzi veci broj oStec¢enja DNK i na
kojem su zapoceti njihovi popravci, ili, rjede, amplificiranu DNK uz ovojnicu kako bi
sprijeCila dodatno nakupljanje mutacija uslijed velikog broja popravaka ili oCuvala
cjelovitost genoma. Takva ekstruzija zavrSava formiranjem mikronukleusa [151]. U
rijetkim slu€ajevima pupovi mogu potjecati od fragmenata slomljenoga mosta koji se
povlaCe prema jezgrama. Tada su oni vidljivi na obje novonastale jezgre, jedan
nasuprot drugome [185]. U CBMN-testu koristi se mikotoksin citohalazin B koji ne
utjeCe na kariokinezu, ali snazno inhibira citokinezu. Na taj nacin se u kulturi pojavljuju
prepoznatljive binuklearne stanice u kojima se mogu brojati mikronukleusi, mostovi i
pupovi (slika 7). U citogenetickome nadzoru populacija profesionalno izloZenih
mutagenima, CBMN-test se provodi na limfocitima periferne krvi koji zbog cirkulacije
kroz sva tkiva imaju svojstvo surogatnih ciljnih stanica [85]. Zbog svojih karakteristika
kao dobrih surogatnih stanica za somatske stanice, limfociti donora se ujedno mogu
koristiti u in vitro ispitivanjima genotoksi¢nog u€inka biomaterijala [10, 173]. Kriteriji za
identifikaciju  jezgrinih anomalija standardizirani su HUMN (engl. HUman
MicroNucleus) projektom [54]. Uobi¢ajeno je pregledati 1000 binuklearnih stanica po
ispitivanome materijalu. Bojanjem Giemsa bojom nije moguce razlikovati potjecu li
mikronukleusi kromosomskih fragmenata ili cijelih kromosoma. U tu svrhu danas se
CBMN-test kombinira s fluorescencijskom in situ hibridizacijom (FISH) sa specifiCnim

centromernim ili telomernim sondama [32, 91].

o = .
. b) C)

Slika 7. Citohalazinom B blokirani mikronukleus test, izgled stanica pod opti¢kim

a)

mikroskopom. Jezgrine anomalije u binuklearnim limfocitima: a) mikonukleus (gornja

stanica), b) most, c) pup
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1.7. Degradacija kompozita i toksi€nost monomera

Prema smjernicama ISO 10993-1:2009, kontakt materijala s domacinom duzi
od 30 dana smatra se trajnim [73]. Bravice, cjevcice, prstenovi i zice edgewise naprave
stoga su u trajnome, povrsinskom kontaktu s oralnom sluznicom i tvrdim tkivima [189].
Isto se odnosi i ha ortodontske adhezivne sustave koji su s caklinom u dodiru cijelom
svojom povrSinom, a s oralnom sluznicom rubno ispod bravice, na 20 do 28 zuba.
Prema smjernicama, za utvrdivanje njihove neskodljivosti potrebno je, izmedu ostalog,
provesti in vitro testove citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti [189]. Metalni elementi
izraduju se od plemenitoga Celika te legura koje sadrze zZeljezo, molibden, krom, nikal
i titan. Estetske bravice izradene su od polimera, kompozitnih smola i keramike.
IstraZivanja biokompatibilnosti u ortodonciji uglavhom su pratila koroziju metalnih
dijelova edgewise naprave kao i citotoksi¢nost [49, 86, 127] i genotoksi¢nost [21] in

vitro.

Usna Supljina je dinami¢no okruzenje. Prisutnost sline varijabilnog pH, zvacnih
i ortodontskih sila, mikroorganizama i promjene temperature utjeCu na strukturnu i
kemijsku stabilnost ortodontskih adhezivnih sustava i, posljedicno, na
biokompatibilnost sustava biomaterijal — domacin. Voda iz sline prodire u polimernu
mrezu matrice [20], omogucujuci difuziju neizreagiranih monomera [67] | drugih tvari
poput fluorida [191]. Esteraze iz sline kataliziraju daljnju hidrolizu monomera,
primjerice, Bis-GMA i TEGDMA razgraduju se do metakrilne kiseline (MAA) [57].
Oralne bakterije mogu svojim metabolizmom uzrokovati degradaciju kompozitnih
materijala [67], Sto bi kod edgewise naprave mogao biti zna€ajan problem, obzirom da

je biofilm u mikroporozitetima oko ruba bravica vrlo teSko ukloniti [116, 166].

Nizi DC takoder moze uzrokovati poviseno ispiranje monomera ili produkata
njihove razgradnje iz kompozita [88, 168]. Ono se najbrze odvija prilikom polimerizacije
kompozita, ali je vezano uz DC i dugoro¢no [65, 133]. Zbog niZze molekularne mase,
vece fleksibilnosti lanca i topivosti, HEMA i TEGDMA se otpuStaju lakSe nego UDMA i
Bis-GMA [57]. Kompozit osvjetljavan ispod metalne bravice otpustio je znacajno vise

TEGDMA od istog materijala osvjetljavanog ispod keramicke bravice [46].
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Bis-GMA, TEGDMA, UDMA i HEMA su toksic¢ni in vitro [66]. TEGDMA uzrokuje
mutacije i pojavu mikronukleusa, kao i apoptozu inhibicijom fosfatidilinozitol 3-kinaznog
signalnog puta u stanicama pulpe [149] te oStec¢enje mitohondrija u gingivnim
fibroblastima [87]. UDMA uzrokuje stvaranje slobodnih radikala, poremecaj stani¢nog
ciklusa te apoptozu i nekrozu [26]. Osim toga, inducira pojavu mikronukleusa u
stani¢noj kulturi V79 [148]. Svi monomeri u zivom organizmu dovode do nastanka
epoksida koji otvara troclani alifatski prsten s kisikom pri ¢emu nastaje radikal koji se
veze uz DNK. Monomeri uglavnom sadrze dva atoma kisika na suprotnim krajevima
molekule. Time su sposobni tvoriti dva epoksidna prstena c¢ijim otvaranjem mogu
vezati susjedne baze u istom lancu DNK ili kovalentno povezati komplementarne lance
[149]. Citotoksi¢nost Bis-GMA ocituje se oStecenjem DNK i aktivacijom kaspaza $to
dovodi do apoptoze i, kod vecih koncentracija, nekroze bez sudjelovanja kaspaza [89].
Obzirom da Bis-GMA utjeCe na migraciju keratinocita, mogla bi utjecati na cijeljenje
oStecene oralne sluznice [178]. HEMA djeluje klastogeno povecavajuci broj
mikronukleusa [151] te, zajedno s MAA koja se pojavljuje kao raspadni produkt HEMA,
inducira dvostruke lomove DNK i apoptozu kod humanih gingivnih fibroblasta [170].
Vjerojatno je da bi ovi monomeri mogli mijenjati signalne puteve i u koncentracijama
mnogo nizima od onih koje uzrokuju akutnu toksi¢nost, inducirajuéi time promjene u

regulaciji homeostaze ili cijeljenja tkiva [149].

U literaturi su opisani citotoksi¢ni i genotoksicni [84] te mutageni [9] ucinci
dentalnih kompozitnih materijala na humanim limfocitima in vitro. | studije
citotoksiCnosti ortodontskih kompozita pokazala su nezeljene ucinke nekih
komercijalnih materijala. Gioka et al. pokazali su blagi citostatski u€inak ortodontskih
kompozita na humane gingivne fibroblaste [63], dok su u ostalim istrazivanjima neki
kompoziti djelovali citotoksi¢no na stanice bubrega majmuna (Vero stanice) [74] i miSje
fibroblaste L929 [100]. Medutim, uzorci su pripremani bez tekuée adhezivne
komponente, $to bi moglo znacajno utjecati na DC i eventualnu toksi¢nost, obzirom da
adhezivi povecavaju udio monomera u adhezivhome sustavu u odnosu na sami
kompozit. IstraZivanja genotoksi¢nosti provedena su za metalne komponente
edgewise naprave [109, 190] kao i za cemente kojima se uévrdc¢uju prstenovi [3]. Jedna
je in vivo studija pokazala povecani citotoksicni ucinak na epitel sluznice obraza kod

ispitanika s fiksnom napravom, a genotoksicni u€inci nisu zabiljeZeni [181]. Medutim,
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u takvoj je studiji nemoguce utvrditi je li citotoksiCan efekt posljedica djelovanja

metalnih iona ili monomera iz adezivnih sustava.

Ortodontski adhezivni sustavi dugotrajno su prisutni u usnoj Supljini, sadrze
dimetakrilatne monomere poznate toksicnosti i otezano se osvjetljavaju ispod metalne
bravice. Osim toga, biointeraktivni i eksperimentalni bioaktivni kompoziti otpustaju
remineralizacijske tvari, a fluoridi pokazuju citotoksiCno djelovanje [11]. Ispitivanje
genotoksi¢nosti neizostavno je u procjeni sigurnosti materijala za pacijenta [137], stoga

je potrebno istraZziti i ortodontske adhezivne sustave.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA.

Temeljni je cilj ovog istrazivanja bio utvrditi sastav ortodontskog adhezivnoga

sustava primjerenog stupnja konverzije i, sukladno istome, sigurnosti za pacijenta.

Standardna je preporuka proizvodaca osvjetljavanje od 10 sekundi, a cilj je bio
ustanoviti hoce li produzeno osvjetljavanje imati zna€ajni utjecaj na povecanje stupnja
konverzije i smanjenje genotoksi¢nosti. Kako bi se to postiglo, kvalificirao se i
kvantificirao utjecaj sastava organskog i anorganskoga dijela ortodontskih adhezivnih
sustava na stupanj konverzije (odreden FTIR spektroskopijom) i mikrotvrdocu
(odredenu Vickersovim testom). Usto, genotoksi¢nim testovima (mikronukleus i komet)
odredeno je koje razine genetiCkih osSteCenja i promjena u organizaciji kromatina
uzrokuju ortodontski kompozitni sustavi te je kvantificirano u kojoj je mijeri
genotoksi¢nost ovisna o trajanju osvjetljavanja i stupnju konverzije, a u kojoj mjeri o
sastavu materijala. Ispitano je na koji na€in dodatak biointeraktivnih i bioaktivnih tvari

mijenja stupanj konverzije i genotoksi¢nost.
Radne hipoteze istrazivanja bile su sljedece:

Kompoziti s veé¢im udjelom UDMA i TEGDMA postizu veéi stupanj konverzije od
onih s Bis-GMA. Kompozitni sustav s dodatkom ACP vjerojatno postize nizi stupanj
konverzije, a eksperimentalni kompozit s inertnim staklenim punilom, pokazuje bolju

konverziju te ujedno ima vecu tvrdocCu.

Ortodontski adhezivni sustavi uzrokuju lomove lanaca DNK i formiranje

mikronukleusa.

Genotoksi¢nost vjerojatno ne ovisi primarno o trajanju osvjetljavanja i stupnju
konverzije monomera u polimer, ve¢ o sastavu materijala: o organskoj i anorganskoj
komponenti te o dodatku i vrsti remineralizacijskih tvari. Genotoksi¢nost je najvec¢a kod
materijala s najveéim udjelom UDMA, a smanjuje se kod materijala baziranih na
TEGDMA te onih na Bis-GMA.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijal

3.1.1. Formulacija eksperimentalnih kompozita

Smolasta matrica eksperimentalnih kompozita zamijeSana je iz komercijalno dostupnih
monomera Bis-EMA, TEGDMA, HEMA i MEP (Esstech, Essington, SAD) te foto-
oksidanta CQ i foto reduktanta 4E (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) prema Skrti¢u et al.
[102, 104, 160].

ACP i stroncijevo staklo zamijeSani su u smolastu matricu u posudicama
nepropusnima za svjetlost u centrifugalnoj mjesalici Speed Mixer TM DAX 150 FVZ
(Hauschild & Co KG, Hamm, Njemacka) na Zavodu za endodonciju i restaurativhu

stomatologiju StomatoloSkoga fakulteta u Zagrebu.

3.1.2. Kompoziti, adhezivi i njihove kombinacije

Uzorak za ispitivanje DC-a i genotoksi¢nosti Cinili su kompoziti, adhezivi i njihove

kombinacije (adhezivni sustavi).

Kompoziti:

1) eksperimentalni kompozit s 40% masenim udjelom ACP (ACP40)

2) eksperimentalni kompozit sa 70% masenim udjelom stroncijevoga stakla G018-
163 (Schott, Mainz, Njemacka) (Sr70)

3) Transbond XT (3M Unitek, Monrovia, SAD) (TBXT)

4) Transbond Plus (3M Unitek, Monrovia, SAD) (TB+)

5) Light Bond Paste (Reliance Orthodontic Products Inc., Itasca, SAD) (LB)
UDMA, TEGDMA

6) Light Bond Paste With Fluoride (Reliance Orthodontic Products Inc., Itasca, SAD)
(LB+)

7) Geristore (DenMat, Lompoc, SAD) (GS)

Adhezivi:
8) Transbond XT Primer (3M Unitek, Monrovia, SAD) (TBXT bond)
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9) Light Bond Sealant (Reliance Orthodontic Products Inc., Itasca, SAD) (LB bond)

10) Light Bond Sealant With Fluoride (Reliance Orthodontic Products Inc., Itasca,
SAD) (LBF bond)

11) Tenure (DenMat, Lompoc, SAD)

Kombinacije (adhezivni sustavi):

12) ACP40 + TBXT bond (ACP40 komb)
13) Sr70 + TBXT bond (Sr70 komb)

14) TBXT + TBXT bond (TBXT komb)
15) TB+ + TBXT bond (TB+ komb)

16) LB + LB bond (LB komb)

17) LBF + LBF bond (LBF komb)

18) GS + Tenure (GS komb)

Sastav materijala prema deklaraciji proizvodaca prikazan je u tablici 1.
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Tablica 1. Kompoziti i adhezivi koriSteni u istraZivanju (prema deklaraciji proizvodaca)

Proizvodac (LOT broj)

matrica (maseni %)

punilo (maseni %)

TBXT

TB+

LB

LBF

GS

ACP40

Sr70

3M Unitek, Monrovia, SAD
(N740303)

3M Unitek, Monrovia, SAD
(N869111)

Reliance Orthodontic Products
Inc., Itasca, SAD (171926)

Reliance Orthodontic Products
Inc., Itasca, SAD (172767)

DenMat, Lompoc, SAD
(2436199A)

10-20% Bis-GMA

5-15% PEGDMA*, <10% CA-DMA*** <1%
Bis-GMA

>5% UDMA, >5% TEGDMA
>5% UDMA, >5% TEGDMA

15-25% Bis-EMA, 2-10% HEMA, <5% MEP, -
<5% PMDM?, £5% NTG-GMAP -natrijeva sol;
5% polikakrilna kiselina

38% Bis-EMA, 14% TEGDMA, 6% HEMA, 2%
MEP

19% Bis-EMA, 7% TEGDMA, 3% HEMA, 1%
MEP

70-80% silikatno staklo, CAS*
100402-78-6

70-90% silikatno staklo CAS
100402-78-6 sa sadrzajem
fluorida

>50% silikatno staklo CAS
60675-86-0

>50% silikatno staklo CAS
60675-86-0, <1% NaF

<5% silikatno staklo CAS
68611-44-9

40% ACP

70% stakleno punilo: 60%SiOz,
15%SrO, 15% B203, 15% Al20s3,

2% F

*jedinstveni broj iz Registra Chemical Abstracts Service, Columbus, SAD; **polietilenglikol-dimetakrilat; ***dimetakrilat s limunskom

kiselinom; 2piromeliti¢ni dimetakrilat; °N-toliglicin glicidil metakrilat
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Tablica 1. (nastavak) Kompoziti i adhezivi koriSteni u istrazivanju (prema deklaraciji proizvodaca)

Proizvodac (LOT broj)

matrica (maseni %)

punilo (maseni %)

TBXT bond 3M Unitek, Monrovia, SAD
(712-034)
LB bond Reliance Orthodontic

Products Inc., Itasca, SAD

LBF bond

Products Inc., Itasca, SAD

Tenure
komponenta A

Tenure
komponenta B

Tenure
komponenta S

(172776)
Reliance Orthodontic

(16557)

DenMat, Lompoc, SAD
(1727900014)

DenMat, Lompoc, SAD
(1727900014)

DenMat, Lompoc, SAD
(1727900014)

45-55% Bis-GMA, 45-55% TEGDMA

>20% Bis-GMA, >20% UDMA

>20% Bis-GMA, >20% UDMA, >5%
TEGDMA, 1-3% hidrofluorid metakrilat

85-95% aceton, 3-% NTG-GMA?P -
natrijeva sol

80-90% aceton, 10-15% Bis[2-[(2-metil-1-
oksoalil)oksi]etil]divodikov benzen-
1,2,4,5-tetrakarboksilat
45-55% Bis-EMA, 30-40% HEMA, 10-
15% TEGDMA

b N-toliglicin glicidil metakrilat
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3.2. Metode

3.2.1. Izrada uzoraka

U simulaciji kliniCkoga postupka, na metal-keramic¢ku ploc€icu boje A2 prema Vita
kljuCu boja (Vita Zahnfabrik H. Rauter GmbH & Co. KG, Bad Sackingen, Njemacka)
dimenzija 30x20 mm, koja je imitirala povrSinu zuba, stavljena je folija Hawe Striproll
(Kerr, Bioggio, Svicarska), izradena od polietilen tereftalata. Na nju je nanesen
kompozit (za uzorke 1-7), adheziv (za uzorke 8-11) ili adheziv pa kompozit (za uzorke
12-18). Materijali GS i Tenure sastoje se od vise komponenti koje su ru¢no zamijeSane
Spatulom, odnosno kisticem te potom nanijele na foliju. Zatim je na uzorak ponovno
stavljena folija izrezana prema obliku gornje premolarne metalne bravice i pritisnuta
bravicom no$enom pincetom ujednacenom masom. ViSkovi materijala pazljivo su
odstranjeni dentalnom sondom. Uzorak je osvjetljavan 10 sekundi (po 5 sekundi s
mezijalne i distalne strane), odnosno 20 sekundi (po 10 sekundi s mezijalne i distalne
strane) lampom Bluephase Syle (lvoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) pri
intenzitetu svjetlosti 1100 mW/cm? (slika 8) koiji je provjeravan radiometrom Bluephase
Meter (lvoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein). Uzorci kompozita i kombinacija zatim
su odstranjeni izmedu folija, dok su uzorci adheziva, obzirom na lomljivost, ostavljeni

na donjoj foliji koja je sluZila kao nosac.

Slika 8. Polozaj lampe neposredno prije osvjetljavanja uzoraka.
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3.2.2. Odredivanje stupnja konverzije ortodontskih adhezivnih sustava

FTIR spektroskopija provedena interferometrom EQUINOX 55 (Bruker
Corporation, Billerica, SAD) tehnikom priguSene totalne refleksije (engl. attenuated
total reflectance, ATR) pomocu MIRacle ATR nosaca s refleksijskim elementom od
kristala dijamanta i cinkova selenida (Pike Technologies, Fitchburg, SAD). Spektri su
ocCitani i obradeni u programu OPUS (Bruker Corporation, Billerica, SAD). Svaki od
uzoraka za odredivanje stupnja konverzije pripremljen je u 10 primjeraka. Ukupno je
izradeno 360 uzoraka polimeriziranih materijala (18 materijala u dva vremena
osvjetljavanja s 10 primjeraka po materijalu). Uzorci nepolimeriziranih materijala
naneseni su izravno na refleksijski kristal, takoder u 10 primjeraka po materijalu

(ukupno 180 uzoraka).

Spektar svakoga primjerka snimljen je u podrucju infracrvenoga zracenja 4000
do 600 cm™ pri razlu€ivanju od 4 cm i kao rezultat uprosjecivanja 32 snimke. Izmedu
svakoga snimanja i postavljanja novog uzorka povrSina je kristala ocis¢ena 96%
etanolom. Svi snimljeni ATR spektri korigirani su algoritmom “extended ATR
correction” i normalizirani. Prilikom konverzije metakrilata smanjuje se intenzitet vrpce
koja odgovara istezanju dvostruke C=C veze monomera na 1637 cm™, dok se vrpca
istezanja benzena pri 1608 cm™ ne mijenja, stoga je ona uzeta kao referentna (slika
9). Udio dvostrukih veza preostalih u uzorku nakon konverzije (engl. residual double

bonds, RDB) izraCunat je prema izrazu:
RDB = Ap(C=C) * Am(benz) / Am(C=C) * Ap(benz)

pri ¢emu je A(C=C) povrsina vrpce istezanja dvostruke C=C veze, a A(benz) povrSina
vrpce istezanja benzena. Subskripti p i m u izrazu oznafavaju polimer odnosno

monomer. DC je izraCunat prema izrazu:

% DC = 100 * (1-RDB).
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Slika 9. Analiza povrSina vrpci C=C veza i benzena na nepolimeriziranim (gore) i
polimeriziranim (dolje) uzorcima u programu OPUS (Bruker Corporation, Billerica,
SAD). Superponirane su vrpce za deset uzoraka. Vidljivo je smanjenje u povrSinama
vrpca C=C veza kod polimeriziranih uzoraka, dok su povrSine vrpci benzena ostale

jednake.
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3.2.3. Mjerenje mikrotvrdoée kombinacija adheziva i kompozita

Mikrotvrdo¢a je mjerena za kombinacije adheziva i kompozita, na 10 uzoraka
po materijalu, uredajem Leica VMHT MOT (Walter Uhl, Asslar, Njemacka). KoriStena
je Vickersova metoda, utiskivanjem Cetverostrane dijamantne piramide vrSnoga kuta
136° aplikacijom sile od 1 N (100 g) tijekom 15 sekundi. Tvrdoc¢a po Vickersu (engl.

hardness Vickers, HV) izraunata je prema izrazu
HV=0,0018544 x L/d?

,L“ izraZzava optereéenje u gramima, a ,d“ je prosjek izmjerenih duZina
dijagonala piramide u milimetrima. Ocitanja su radena pri povecanju 10x na dva mjesta
na svakom uzorku kako bi se kontrolirala homogenost uzorka te je svako ocCitanje

radeno dva puta za kontrolu preciznosti.

Potom je svaki uzorak stavljen u 1 mL umjetne sline (sastav: 1.5g/L KCI, 1.5g/L
NaHCOs, 0,5¢g/L NaH2PO4xH20, 0,5g/L KSCN, 0.9g/L mlije¢na kiselina, pH 4.8 [90] u
epruvetama od 1.5 mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD). Uranjanje je trajalo 28 dana i
slina nije mijenjana. Uzorci su stavljeni u inkubator pri 37° C, a pH 4.8 je bio simulacija

acidogenoga pH profila dentobakterijskoga plaka staroga jedan i dva dana [71].

Nakon uranjanja, ponovno je izmjerena mikrotvrdoca istih uzoraka kako je gore

opisano.

33

3)



3.2.4. Citohalazinom B blokirani mikronukleus test

Za CBMN-test pripremljeno je 36 uzoraka polimeriziranih materijala (18
materijala u dvama vremenima osvjetljavanja). Osim toga, pripremljena su dva uzorka
prozirne folije kao negativna kontrola za uzorke koji su u kulturu uneseni s folijjom,
jedan osvjetljavan 10 sekundi, a drugi 20 sekundi. Uzorci su pripremani u sterilnim
uvjetima u bezprasnoj komori. Masa uzoraka mjerena je na analitickoj vagi Nimbus®
NBL 124i (Adam Equipment Co Ltd, Milton Keynes, UK) te je prosje¢no iznosila 5,5
mg. Uzorci su imali volumen 0,004 cm? i povrSinu 0,27 cm? u 5 mL ekstrakcijskoga

volumena.

U pilot-istrazivanju koristena je komercijalna kultura imortaliziranih humanih
gingivnih fibroblasta HGF-1 (ATCC® CRL-2014™, American Type Culture Collection,
Manassas, SAD). Medutim, stanice su vrlo brzo dosegle senescenciju i nisu nastavile
rasti. Stoga je odlu€eno istrazivanje provesti na humanim limfocitima periferne krvi
uzetim od zdravoga donora. Na pripremljenu kulturu limfocita stavljen je po 1 uzorak.
Kao negativna kontrola koristen je stani¢ni medij Roswell Park Memorial Institute
(RPMI-1640, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD), a kao pozitivna kontrola
etilmetanosulfonat (EMS) u konacnoj koncentraciji 10 pg/mL kulture. Istrazivanja su
obavljena u duplikatnim kulturama. Kulture su izlozene ortodontskim materijalima 24
sata, nakon Cega je dodan fitohemaglutinin kao mitogen limfocita, nakon 44. sata
dodan je citohalazin B u koncentraciji 6 ug/mL B i 72. sata prekinuta je kultura u svrhu
izrade preparata. Svaki je preparat fiksiran, octenom kiselinom i metanolom u v:v=1:3.
Preparati su se suSili 24 sata, a zatim su obojani 5% otopinom Giemse u trajanju 10

minuta.

Analiza preparata provedena je pod svjetlosnim mikroskopom Olympus BM-2
(Olympus, Tokio, Japan). Za svaki preparat, pod poveéanjem 400x, odreden je indeks
diobe jezgara (engl. cytokinesis block proliferation index, CBPI) kao kontrola

citotoksi¢nosti, na 1000 stanica [121]. CBPI se raCuna prema sljede¢em izrazu:

CBPI = [(1x broj mononuklearnih stanica) + (2x broj binuklearnih stanica) + (3x broj

multinuklearnih stanica)]/ukupan broj stanica

Kromatinske anomalije analizirane su pod povecanjem 1000x, prema kriterijima
HUMN [53], na 1000 binuklearnih stanica, u duplikatu.
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3.2.5. Komet test na limfocitima periferne krvi €ovjeka

Nakon 24 sata tretmana 1 mL pune humane krvi u prisustvu 1 mL medija RPMI-
1640 uzorcima kompozita, pozitivnom kontrolom (10 pg/ml EMS) i negativhom
kontrolom fosfatnim puferom PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) uzorci su
centrifugirani 4 minute na 1000 rpm te je odstranjen supernatant. Kultura limfocita je
resuspendirana i 6 pL kulture je pomijeSano sa 100 pl 0,5% otopine agaroze niskoga
talista (engl. low melting point, LMP) zagrijane na 37°C. Suspenzija je hanesena na
predmetna stakla oblozena agarozom normalnog taliSta (engl. normal melting point,
NMP) i ostavljena na ledu 10 minuta da LMP agaroza polimerizira. Stakalca s
limfocitima uronjena su u otopinu za lizu (2,5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM Tris
HCI, 1% Na-lauroilsarkozinat, 1% Triton X-1000 i 10% dimetil sulfoksid, pH 10,0) u
hladnjaku u mraku na 4°C kroz 1 dan. Preparati su zatim denaturirani u otopini 300
mM NaOH i 1 mM Na2EDTA kojoj je pH 13, kroz 20 minuta. Stakalca su postavljena u
vodoravni sustav za elektroforezu (kadica) koji se puni puferom jednakoga sastava kao
pufer za denaturaciju. Elektroforeza je provodena 20 minuta uz napon 1 V/cm i jakost
struje 300 mA. Potom su stakalca isprana u svrhu neutralizacije i renaturizacije DNK.
Stakalca su dehidrirana serijom etanola (75% i 100%), suSena na zraku i pohranjena
do analize. Prije analize preparati su bojani otopinom etidijevoga bromida 10%
(tezina/volumen), zatim analizirana epifluorescentnim mikroskopom Olympus BX 51
(Olympus, Tokyo, Japan). KoriStenjem programa za analizu preparata komet testa
Comet Assay IV (Perceptive Instruments Ltd. Suffolk, Halstead, UK) odredeni su
duzina repa i intenzitet fluorescencije (% DNK) repa kometa za 100 nukleoida po

tretmanu. Rezultati su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna devijacija.
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3.3. Statisticka obrada podataka

Veliina je uzorka za ispitivanje DC-a odredena u statistiCkome softveru
MedCalc 14.8.1 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgija) prema objavljenim
podacima [59, 63, 74]. Uz pretpostavku da ¢e razlika u DC-u izmedu dva sli¢na
materijala biti vrlo mala i iznositi 2 uz nejednaka rasprsenja u ispitivanim skupinama -
standardne devijacije od 1,7 i 1,3 uz veli€inu ucinka od 80% i razinu znacajnosti 0,05,

bilo je potrebno po 10 uzoraka da bi se pronasla detektabilna razlika.

Shapiro-Wilkovljev test koriSten je za procjenu normalnosti razdiobe. Kako
vrijednosti DC nisu slijedile normalnu razdiobu, podaci su prikazani kao medijan i
interkvartilni raspon, a u statistickoj analizi koriSteni su neparametrijski testovi za
usporedbu razlika izmedu grupa kompozita, adheziva i kombinacija (Kruskal-Wallisov
test s Mann-Whitneyevim post-hoc testovima uz Bonferronijevu korekciju p-vrijednosti
za viSestruke usporedbe) te izmedu vremena osvjetljavanja u istoga materijala (Mann-
Whitneyev test). Veligina uginka je kvantificirana formulom r=z/VN i interpretirana po
Cohenovim i Rosenthalovim kriterijima r=0,1 mala, 0,3=umjerena, 0,5=velika i 0,7=vrlo
velika [140].

Mikrotvrdoéa je za svaki uzorak prikazana je kao medijan i interkvartilni raspon
obzirom da podaci nisu slijedili normalnu razdiobu. Razlike u mikrotvrdoc¢i unutar istih
materijala jednakog vremena osvjetljavanja prije i poslije uranjanja u umjetnu slinu
analizirane su Wilcoxonovim testom parova. Za analizu razlika u mikrotvrdoéi izmedu
istih materijala osvjetljavanih 10 i 20 sekundi proveden je Mann-Whitneyjev test.
Kruskal-Wallisovim testom s Mann-Whitneyjevim testom uz Bonferronijevu korekciju
za viSestruke usporedbe analizirane su razlike izmedu razli¢itih materijala jednakog
vremena osvijetljavanja. Pearsonova korelacija koriStena je za ispitivanje povezanosti

izmedu DC i mikrotvrdoce.

Rezultati CBMN-testa analizirani su x? testom. Za ispitivanje korelacije rezultata
CBMN-testa s DC-em koriStena je Pearsonova korelacija. Za rezultate komet testa,
normalizacija parametra duzine repa ucinjena je logaritmiranjem mjerenja po bazi 10
[95]. Istovremeno, vrijednosti intenziteta repa prije logaritmizacije dodana je vrijednost
1,0 kako bi se izbjegli negativni rezultati normalizacije razdiobe [96], nakon Cega je
provedena jednofaktorska analiza varijance (ANOVA) uz Tukeyjevu post hoc analizu

u slu€aju statistiCke znacajnosti. Multiplom linearnom i logistiCkom regresijom
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procijenjeno je u kojoj su mijeri vrsta materijala (kompozit, bond ili kombinacija),
bioaktivnost/biointeraktivost, prisutnost fluorida, vrijeme polimerizacije te stupanj

konverzije odrednice genotoksi¢nosti.

Analiza podataka provedena je u statistiCckim programima SPSS 10.0 (SPSS
Inc, Chicago, SAD) i Statistica 13.2 (Dell Software, Round Rock, SAD) uz razinu

znacajnosti p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Analiza stupnja konverzije kompozita, adheziva i njihovih kombinacija

Podaci o DC-u kompozita nisu slijedili normalnu razdiobu (Shapiro-Wilkovljev test,
p=0,002), ni za kompozite osvjetllavane 10 sekundi (p=0,002), ni za kompozite
osvjetljavane 20 sekundi (p=0,002). Za adhezive ukupno podaci su slijedili normalnu
razdiobu (p=0,188), za adhezive osvjetljavane 10 sekundi nisu slijedili normalnu
razdiobu (p=0,022), dok su podaci za adhezive osvjetljavane 20 sekundi slijedili
normalnu razdiobu (p=0,419). Za kombinacije adheziva i kompozita ukupno, podaci
nisu slijedili normalnu razdiobu (p<0,001), ni za za kombinacije osvjetljavane 10

sekundi (p=0,030), kao ni za kombinacije osvjetljavane 20 sekundi (p=0,007).

Nakon osvjetljavanja 10 sekundi, razlike izmedu kompozita bile su znacajne
(p<0,001) te su se srediSnje vrijednosti DC-a povecavale sliede¢im redom:
TBXT<ACP40<TB+<Sr70<LBF<LB<GS (slika 10, tablica 2). TBXT je imao znacajno
nizi DC od svih materijala osim ACP40 uz veliku do vrlo veliku veli€inu u€inka (r=-0,693
do -0,845; p<0,002). GS je imao najvec¢i DC, znacajno veci od svih ostalih uz vrlo veliku
veli€inu ucdinka (r=-0,845; p<0,001). TB+, LB, LBF, Sr70 i ACP40 se nisu znatno

razlikovali.
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Slika 10. Razdioba stupnja konverzije (DC) izmedu ispitivanih kompozita pri 10 sekundi

osvjetljavanja.
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Tablica 2. Deskriptivna statistika za stupanj konverzije s naznaenim znacajnim razlikama izmedu kompozita pri 10 sekundi

osvjetljavanja

kompozit N medijan* 25 Q-75Q prosjek SD 95% CI min max
TBXT 10 39,692 38,75-41,41 39,67 2,48 37,90-41,45 34,78 43,69
TB+ 10 47,31° 45,75-49,18 47,59 3,67 44,96-50,21 40,98 53,13
LB 10 49,32b 47,49-51,38 49,42 3,47 46,94-51,90 44,40 55,65
LBF 10 49,21° 45,85-54,03 49,64 5,02 46,05-53,23 42,54 57,86
GS 10 69,29¢ 68,36-71,75 68,96 4,22 65,94-71,98 58,13 72,81
ACP40 10 41,132 36,22-45,50 41,78 8,66 35,58-47,97 27,98 57,75
Sr70 10 48,05° 41,27-49,42 46,89 4,47 43,69-50,9 40,64 53,15

*Kruskal-Wallisov test s Mann-Whitneyjevim testom uz Bonferronijevu korekciju za viSestruke usporedbe. Vrijednosti koje dijele ista
slova u eksponentu ne razlikuju se statistiCki znacajno. N, veli€¢ina uzorka; 25 Q-75 Q, interkvartilni raspon; SD, standardna devijacija;

95% ClI, 95% interval pouzdanosti; min, minimum; max, maksimum.
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DC se znacajno razlikovao izmedu kompozita i nakon osvjetljavanja 20 sekundi
(p<0,001). Povecavao se sljede¢im redom: TBXT<TB+<LB<LBF<Sr70<GS<ACP40
(slika 11, tablica 3). ACP40 je imao znacajno veci DC od svih ostalih materijala uz vrlo
veliku veli€inu ucinka (r=-0,837; p<0,001). TBXT je imao znatno manji DC od svih
ostalih materijala, osim od TB+ uz vrlo veliku veliinu ucinka (r=-0,778 do -0,845;
p<0,001). Izmedu LB, LBF i GS nije bilo znatnih razlika.
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Slika 11. Razdioba stupnja konverzije (DC) izmedu ispitivanih kompozita pri 20

sekundi osvjetljavanja
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Tablica 3. Deskriptivna statistika za stupanj konverzije s naznaenim znacajnim razlikama izmedu kompozita pri 20 sekundi

osvjetljavanja

kompozit N  medijan* 25 Q-75Q prosjek SD 95% ClI min max
TBXT 10 46,812 44,71-49,63 47,50 3,21 45,20-49,79 43,78 53,04
TB+ 10 51,002 47,80-53,73 50,75 3,45 48,28-53,22 46,23 55,08
LB 10 59,45 58,75-60,05 59,67 1,67 58,47-60,86 56,93 63,45
LBF 10 59,70° 55,75-62,82 59,15 4,57 55,88-62,42 50,65 65,69
GS 10 69,10° 61,84-73,10 66,34 8,40 60,33-72,35 48,55 74,02
ACP40 10 77,24°¢ 75,51-78,46 76,86 2,76 74,89-78,83 70,86 80,84
Sr70 10 59,78° 56,32-63,10 62,94 12,08 54,30-71,58 54,13 96,04

*Kruskal-Wallisov test s Mann-Whitneyevim testom uz Bonferronijevu korekciju za viSestruke usporedbe. Vrijednosti koje dijele ista
slova u eksponentu ne razlikuju se statisticki znacajno. N, veli€ina uzorka; 25 Q-75 Q, interkvartilni raspon; SD, standardna devijacija;

95% ClI, 95% interval pouzdanosti; min, minimum; max, maksimum.
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DC je za adhezive osvjetllavane 10 sekundi rastao sljede¢im redoslijedom:
Tenure<LBF bond<TBXT bond<LB bond (slika 12, tablica 4). LB je postigao zna¢ajno
viSi DC od ostalih adheziva uz veliku, odnosno vrlo veliku veli€¢inu ucinka (r=-0,600-
0,837; p<0,001). Razlika izmedu LB i LBF imala je vrlo veliku veli€inu ucinka (r=0,837;
p<0,001). Tenure je pokazao najvece rasprsenje podataka. Tenure nije imao znatno

nizi DC od LBF, ali jest od ostalih uz vrlo veliku veli€¢inu ucinka (r=0,837; p<0,001).
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Slika 12. Razdioba stupnja konverzije (DC) izmedu ispitivanih adheziva pri 10

sekundi osvjetljavanja.
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Tablica 4. Deskriptivna statistika za stupanj konverzije s naznaenim znacajnim razlikama izmedu adheziva pri 10 sekundi

osvjetljavanja
Adheziv N  median* 25Q-75Q prosjek SD 95% CI min max
TBXT bond 10 58,292 56,87-59,07 57,65 2,27 56,03-59,28 52,05 59,89
LB bond 10 62,12° 59,91-63,36 61,46 2,76 59,49-63,43 56,28 64,90
LBF bond 10 47,70°¢ 46,97-51,69 48,60 3,62 46,01-51,19 41,87 54,01
Tenure 10 42,21° 38,66-47,59 41,55 7,74 36,01-47,08 26,99 50,41

*Kruskal-Wallisov test s Mann-Whitneyevim testom uz Bonferronijevu korekciju za viSestruke usporedbe. Vrijednosti koje dijele ista
slova u eksponentu ne razlikuju se statistiCki znacajno. N, veli€¢ina uzorka; 25 Q-75 Q, interkvartilni raspon; SD, standardna devijacija;

95% ClI, 95% interval pouzdanosti; min, minimum; max, maksimum.
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SrediSnja je vrijednost DC-a za adhezive osvjetllavane 20 sekundi rasla
sliedeéim redoslijedom: LBF bond<TBXT bond<LB bond<Tenure (slika 13, tablica 5).
LBF bond imao je znatno nizi DC samo od TBXT bonda uz vrlo veliku veli€inu u€inka
(r=0,837; p<0,001). Tenure je ponovno pokazao najvece rasprsenje podataka, stoga,

iako je imao najveci DC, razlika nije bila znac¢ajna.
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Slika 13. Razdioba stupnja konverzije (DC) izmedu ispitivanih skupina adheziva pri 20

sekundi osvjetljavanja.
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Tablica 5. Deskriptivna statistika za stupanj konverzije s naznaenim znacajnim razlikama izmedu adheziva pri 20 sekundi

osvjetljavanja
adheziv N medijan* 25Q-75Q prosjek SD 95% ClI min max
TBXT bond 10 65,922 64,21-66,48 65,53 1,16 64,70-66,36 63,73 66,84
LB bond 10 66,10% 58,45-67,86 63,36 6,38 58,80-67,92 54,03 70,33
LBF bond 10 57,27° 56,50-59,63 57,14 3,23 54,83-59,45 51,16 61,63
Tenure 10 71,45% 54,91-76,29 65,75 13,18 56,32-75,17 39,37 79,07

*Kruskal-Wallisov test s Mann-Whitneyevim testom uz Bonferronijevu korekciju za viSestruke usporedbe. Vrijednosti koje dijele ista
slova u eksponentu ne razlikuju se statistiCki znacajno. N, veli€ina uzorka; 25 Q-75 Q, interkvartilni raspon; SD, standardna devijacija;

95% ClI, 95% interval pouzdanosti; min, minimum; max, maksimum.
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Nakon osvjetljvanja 10 sekundi, srediSnje vrijednosti DC-a su se povecavale
sliede¢éim redom: Sr70komb < ACP40komb < LBFkomb <GSkomb<
LBkomb<TBXTkomb<TB+komb (slika 14, tablica 6). TB+komb i TBXTkomb su imale
znatno veci DC samo od LBFkomb i Sr70komb, uz veliku do vrlo veliku veli€inu u€inka
(r=0,685-0,752; p<0,002). Sr70komb je imala znatno manji DC i od LBkomb uz vrlo
veliku veli¢inu ucinka (r=0,718; p=0,001), ali ne od ACP40 komb, GS komb i LBF komb.

Gl

60 t -

50 | .

40

DC (%)

30+

20

10

TEXTkamb LEkomb ACP40 Srr0 GSkomb medijan
TB+komb LEFkomb komb komb 0 L%*E{,‘E.‘.;ﬂ rtilni

min-maks

materijal

Slika 14. Razdioba stupnja konverzije (DC) izmedu ispitivanih kombinacija kompozita

i adheziva pri 10 sekundi osvjetljavanja.
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Tablica 6. Deskriptivna statistika za stupanj konverzije s naznacenim znacajnim razlikama izmedu kombinacija kompozita i

adheziva pri 10 sekundi osvjetljavanja

kombinacija N medijjan* 25Q-75Q prosjek SD 95%ClI min max
TBXTkomb 10 58,692 55,81-62,43 59,39 4,92 55,87-62,91 51,94 69,66
TB+komb 10 62,482 56,02-65,79 61,74 5,41 57,87-65,62 53,92 70,03
LBkomb 10 58,002 54,83-65,82 60,32 7,61 54,87-65,76 51,17 75,85
LBFkomb 10 51,54  49,04-54,38 51,73 4,71 48,36-55,09 42,69 60,29
GSkomb 10 55,49%¢  46,29-60,74 54,22 11,63 45,90-62,54 31,21 72,69
ACP40komb 10 49,573¢  48,53-55,49 52,21 9,65 45,30-59,11 36,99 70,96
Sr70komb 10 38,93° 35,33-45,03 39,14 12,70 30,05-48,22 15,59 63,36

*Kruskal-Wallisov test s Mann-Whitneyevim testom uz Bonferronijevu korekciju za viSestruke usporedbe. Vrijednosti koje dijele ista

slova u eksponentu ne razlikuju se statistiCki znacajno. N, veli€¢ina uzorka; 25 Q-75 Q, interkvartilni raspon; SD, standardna devijacija;

95% ClI, 95% interval pouzdanosti; min, minimum; max, maksimum.
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Nakon osvijetljavanja 20 sekundi srediSnje vrijednosti DC su se povecavale
sliede¢im redom: LBF komb < TBXT komb < LB komb<Sr70 komb<TB+ komb<ACP40
komb<GS komb (slika 15, tablica 7). GS komb i ACP40 komb su imale znatno veci DC
od LB komb, LBF komb, TBXT komb i Sr70 komb, uz veliku do vrlo veliku veli€inu
ucinka, ali ne od i TB+ komb (r=-0,685-0,837; p<0,002). LBF komb je imala najmaniji
DC, znatno manji od TB+ komb, LB komb, GS komb i ACP40 komb, uz veliku do vrlo
veliku veli€inu ucinka, ali ne od TBXT komb i Sr70 komb (r=0,685-0,837; p<0,002).
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Slika 15. Razdioba stupnja konverzije (DC) izmedu ispitivanih skupina kombinacija
kompozita i adheziva pri 20 sekundi osvjetljavanja.
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Tablica 7. Deskriptivna statistika za stupanj konverzije s naznacenim znacajnim razlikama izmedu kombinacija kompozita i

adheziva pri 20 sekundi osvjetljavanja

kombinacija N medijan* 25 Q-75Q prosjek SD 95% CI min max
TBXT komb 10 61,5724  61,20-63,55 60,06 6,89 55,13-64,99 41,08 64,53
TB+ komb 10 69,26  67,83-73,12 70,40 4,01 67,54-73,27 66,19 79,08
LB komb 10 63,37¢ 62,76-67,95 65,24 3,49 62,74-67,74 61,61 70,92
LBF komb 10 61,03 59,88-62,17 61,09 1,87 59,76-62,43 58,59 64,96
GS komb 10 75,80° 73,64-76,68 74,98 3,80 72,26-77,69 66,78 80,74

ACP40 komb 10 73,50¢ 72,12-74,78 73,29 2,92 71,20-75,38 66,65 77,31
Sr70 komb 10 64,692  58,61-70,44 64,38 6,14 60,00-68,77 57,19 73,52

*Kruskal-Wallisov test s Mann-Whitneyevim testom uz Bonferronijevu korekciju za visestruke usporedbe. Vrijednosti koje dijele ista

slova u eksponentu ne razlikuju se statistiCki znacajno. N, veli€¢ina uzorka; 25 Q-75 Q, interkvartilni raspon; SD, standardna devijacija;

95% ClI, 95% interval pouzdanosti; min, minimum; max, maksimum.
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Mann-Whitneyev test pokazao je da porastom vremena osvjetljavanja, znacajno

raste i DC kod svih kompozita osim GS uz umjerenu do vrlo veliku veli€inu u€inka (slika
16; p<0,04 r=0,456-0,845). Kod GS je prosjecan DC kod 20 sekundi bio nesto nizi nego
nakon 10 sekundi osvjetljavanja.
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Slika 16. Usporedba stupnja konverzije (DC) kompozita osvjetljavanih 10 i 20

sekundi.
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Porastom vremena osvjetljavanja, rastao je i DC kod svih adheziva (Mann-
Whitneyjev test; slika 17). Razlike su bile zna€ajne za TBXT bond, LBF bond te Tenure
uz vrlo velike veli€ine ucinka (r=0,727-0,845; p<0,001).
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Slika 17. Usporedba stupnja konverzije (DC) adheziva osvjetljavanih 10 i 20 sekundi.
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Porastom vremena osvjetljavanja, rastao je i DC kod svih kombinacija
kompozita i odgovarajucih adheziva (Mann-Whitneyjev test; slika 18). Za TBXT komb
razlika je bila minimalna i nije bila znacajna. Za LB komb razlika je bila znacajna, ali uz
umjerenu veli€inu ucinka (r=0,443; p=0,049), dok su kod ostalih kombinacija veli€ine
uc€inka bile vrlo velike (r=0,761-0,828; p<0,001).
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Slika 18. Usporedba stupnja konverzije (DC) kombinacija kompozita i adheziva
osvjetljavanih 10 i 20 sekundi.

53



Mann-Whitneyjev test pokazao je kako su kombinacije kompozita i
odgovarajuceg adheziva imale znacajno vec¢i DC nego sami kompoziti pri 10 sekundi
osvjetljavanja za TBXT komb, TB+ komb, LB komb i ACP40 komb uz velike do vrlo
velike veli€ine ucinka (slika 19; r=-0,507 do -0,845; p<0,02). Sr70 komb i GS komb
pokazale su viSe vrijednosti DC-a nego ekvivalentni kompoziti uz umjerenu i veliku
veli€inu uc€inka (r=0,456 i 0,659; p<0,04). TBXT komb i TB+ komb pokazale su
vrijednost DC-a sli€nu onoj samoga adheziva TBXT bond (57,65%). Izmedu LBF i LBF
komb nije bilo znatnih razlika.
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Slika 19. Usporedba stupnja konverzije (DC) kompozita i kombinacija osvjetljavanih 10
sekundi.
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Mann-Whitneyjev test je pokazao kako su, nakon 20 sekundi osvjetljavanja,
kombinacije imale znac¢ajno veci DC nego sami kompoziti za TBXT komb, TB+ komb,
LBkomb i GSkomb uz velike do vrlo velike veli€ine uc€inka (slika 20; r=-0,659 do -0,845;
p<0,003). ACP40 komb je pokazala znacajno nizi DC od samog ACP40, uz veliku
veli¢inu ucinka (r=0,575; p=0,01), dok razlika izmedu Sr70 i Sr70 komb nije bila

znacajna.
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Slika 20. Usporedba stupnja konverzije (DC) kompozita i kombinacija osvjetljavanih
20 sekundi.
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Razlika u DC-u izmedu ACP40 i Sr70 nakon 10 sekundi osvjetljavanja nije bila znac¢ajna, dok se nakon 20 sekundi pojavila

znatna razlika uz veliku veli€inu ucinka (tablica 8; r=0,675; p=0,003).

Tablica 8. Razlike stupnja konverzije (DC) izmedu ACP40 i Sr70

kompozit t(s) N medijan* 25 Q-75Q p r
ACP40 10 10 41,13* 36,22-45,50

Sr70 10 10 48,05 41,27-49,42 0,082 -0,389
ACP40 20 10 77,24 75,51-78,46

Sr70 20 10 59,78 56,32-63,10 0,003 0,675

*Mann-Whitneyjev test; t, vrijeme; N, veli€ina uzorka; 25 Q-75 Q, interkvartilni raspon; p, razina statisticke znacajnosti; r, veli€ina

udinka
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4.2. Analiza mikrotvrdo¢e (MH) kombinacija adheziva i kompozita

Kod kombinacija TBXT komb, TB+ komb, GS komb, ACP40 komb i Sr70 komb
vrijednosti yH znacajno su se smanjile nakon uranjanja u umjetnu slinu, uz veliku
veli€inu ucinka (tablica 9; r=0,626; p=0,005). Za LB komb i LBF komb razlike nisu bile

znacajne, no vrijednosti su se nesto povecale.
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Tablica 9. Deskriptivna statistika za yH kombinacija osvjetljavanih 10 sekundi prije i poslije uranjanja u umjetnu slinu

N medijan 25Q-75Q prosjek  SD 95% ClI min max p* r

TBXT komb t1 10 37,13* 31,00-42,25 36,66 5,92 31,87-41,44 28,30 45,15
TBXT komb t2 10 28,75 27,10-29,60 28,24 2,54 24,64-31,83 22,60 32,10 0,005 0,626

TB+ komb t1 10 50,55 44,40-54,35 49,19 5,92 44,41-53,98 39,15 55,35
TB+ komb t2 10 27,65 25,00-28,80 26,54 4,56 22,94-30,13 15,15 31,80 0,005 0,626
LB komb t1 10 38,70 33,15-47,10 39,79 11,89 35,01-44,58 21,10 60,15
LB komb t2 10 40,95 33,80-45,90 40,84 6,15 37,25-44,43 32,40 49,30 0,799 0,195
LBF komb t1 10 34,45 25,25-40,35 33,99 11,15 29,21-38,78 14,75 54,60
LBF komb t2 10 34,55 26,50-46,00 37,05 10,45 33,46-40,64 2485 52,45 0,386 0,195
GS komb t1 10 23,53 22,30-26,05 2480 4,97 20,02-29,59 18,80 34,85
GS komb t2 10 941 8,84-11,60 10,46 2,13 6,86-14,05 8,26 14,10 0,005 0,626
ACP40komb t1 10 0,35 0,28-0,44 0,41 0,19 -4,37-5,20 0,27 0,77
ACP40komb t2 10 0,26 0,26-0,26 0,26 0,00 -3,33-3,85 0,26 0,26 0,005 0,626
Sr70 komb t1 10 1,00 0,78-1,18 1,04 0,33 -3,74-5,83 0,67 1,83
Sr70 komb t2 10 0,26 0,26-0,26 0,26 0,00 -3,33-3,85 0,26 0,26 0,005 0,626

*Wilcoxonov test parova,; t1, prije uranjanja, t2, poslije uranjanja; N, veli€ina uzorka; 25 Q-75 Q, interkvartilni raspon; SD,
standardna devijacija; 95% CI, 95% interval pouzdanosti; min, minimum; max, maksimum; p, razina statistiCcke znacajnosti; r,

veli¢ina ucdinka
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Kod kombinacija TB+ komb, GS komb, ACP40 komb i Sr70 komb vrijednosti yH zna€ajno su se smanjile nakon uranjanja u

umijetnu slinu, uz veliku veli€¢inu u€inka (tablica 10; r=0,626; p=0,005). Za TBXT komb, LB komb i LBF komb razlike nisu bile zna¢ajne.

Tablica 10. Deskriptivna statistika za mikrotvrdo¢u (uH) kombinacija osvjetljavanih 20 sekundi prije i poslije uranjanja u umjetnu
slinu

N medijan 25Q-75Q prosjek SD 95% ClI min max p* r
TBXTkomb t1 10 38,60 31,50-4295 36,64 7,72 31,85-41,42 22,80 44,40
TBXTkomb t2 10 39,90 29,30-44,10 38,32 7,90 34,72-41,91 25,70 47,40 0,139 0,330
TB+ komb t1 10 49,65 47,30-57,25 51,45 6,57 46,66-56,23 40,55 62,30
TB+ komb t2 10 31,10 27,20-36,00 30,75 5,57 27,16-34,34 21,60 38,30 0,005 0,626
LB komb t1 10 64,25 55,00-67,75 59,14 14,83 54,36-63,93 23,90 72,45
LB komb t2 10 46,90 43,10-64,10 51,54 12,63 47,95-55,13 3550 69,30 0,185 0,297
LBF komb t1 10 57,20 48,30-59,25 55,46 10,17 50,67-60,24 36,25 73,10
LBF komb t2 10 53,45 48,90-55,70 52,60 4,91 49,01-56,19 43,70 59,90 0,169 0,309

GS komb t1 10 25,65 22,30-28,40 25,25 5,55 20,46-30,03 14,70 33,05
GS komb t2 10 12,69 10,20-13,80 12,02 2,39 8,43-15,62 731 1490 0,005 0,626
ACP40 komb t1 10 0,94 0,65-1,71 1,16 0,63 -3,62-5,95 0,45 2,18
ACP40komb t2 10 0,26 0,26-0,26 0,26 0,00 -3,33-3,85 0,26 0,26 0,005 0,626
Sr70 komb t1 10 2,22 1,97-2,65 2,42 0,81 -2,37-7,20 1,33 4,33
Sr70 komb t2 10 0,26 0,26-0,26 0,26 0,00 -3,33-3,85 0,26 0,26 0,005 0,626

*Wilcoxonov test parova, t1, prije uranjanja, t2, poslije uranjanja; N, veli€ina uzorka; 25 Q-75 Q, interkvartilni raspon; SD, standardna

devijacija; 95% CI, 95% interval pouzdanosti; min, minimum; max, maksimum; p, razina statisticke znac¢ajnosti; r, veli€¢ina ucinka
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Mann-Whitneyjev test ukazao je na razlke u pH izmedu kombinacija
osvjetljavanih 10 i 20 sekundi prije uranjanja u umjetnu slinu. Razlike su kod TBXT
komb, TB+ komb i GS komb bile minimalne, dok su LB komb, LBF komb, ACP40 komb
te Sr70 komb imali znacajno ve¢u pH nakon duzeg osvjetljavanja, uz veliku i vrlo veliku
veli€inu uc€inka (slika 21; r=0,592-0,828; p<0,008)
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Slika 21. Razdioba mikrotvrdo¢e (uH) prije uranjanja, unutar istoga materijala,

izmedu osvjetljavanja od 10 i 20 sekundi.
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Mann-Whitneyjev test ukazao je na razlike izmedu kombinacija osvjetljavanih
10 i 20 sekundi poslije uranjanja u umjetnu slinu. TBXT komb, LB komb i LBF komb
osvjetljavani 20 sekundi pokazali su znacajno vece vrijednosti uH, uz umjerenu do
veliku veli€inu ucinka (slika 22; r=-0,439 do -0,701; p<0,049). Ista je tendencija bila
prisutna i kod TB+ komb i GS komb, ali uz neznatne razlike. ACP40 komb i Sr70 komb

su nakon uranjanja pokazali vrlo malu pH, 0,26 i manju, koja se nije mogla izmijeriti.
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Slika 22. Razdioba mikrotvrdoce (uH) poslije uranjanja, unutar istoga materijala,

izmedu osvjetljavanja od 10 i 20 sekundi.
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Kruskal-Wallisov test pokazao je znacCajne razlike u pH prije uranjanja izmedu
kombinacija osvjetljavanih 10 sekundi (p<0,001). Mann-Whitneyjevi post hoc testovi
ukazali su na razlike izmedu materijala pri Bonferronijevoj korekciji p vrijednosti od
p<0,0024. Tvrdoca se povecavala sljedec¢im redoslijedom ACP40 komb < Sr70 komb
< GS komb <LBF komb<TBXT komb<LB komb<TB+ komb. ACP40 komb je imala
znacajno manju mikrotvrdo¢u od svih ostalih uz vrlo velike veli€¢ine ucinka (r=0,845;
p>0,001), Sr70 komb takoder znatno nizu od ostalih (r=0,845; p<0,001), a vec¢u jedino
od ACP40 komb (r=0,845; p<0,001). TB+komb je imala znatno ve¢u mikrotvrdo¢u od
svih osim LB komb i LBF komb, uz vrlo veliku veli€inu u€inka (r=0,854; p<0,001).

Temeljem Kruskal-Wallisovog testa, razlike u pH prije uranjanja izmedu
kombinacija osvjetljavanih 20 sekundi bile su znacajne (p<0,001). Mann-Whitneyjevi
post hoc testovi ukazali su na razlike izmedu materijala pri Bonferronijevoj korekciji p
vrijednosti od p<0,0024. Tvrdo¢a se povecavala sljede¢im redosliiedom ACP40komb
< Sr70komb < GSkomb <TBXTkomb<TB+komb<LBFkomb<LBkomb. ACP40komb i
Sr70komb imali su zna¢ajno manju mikrotvrdo¢u od svih ostalih uz vrlo veliku veli€ina
ucinka (r=0,845; p<0,001). LB komb, LBF komb i TB+ komb imale su vecu
mikrotvrdo¢u od ostalih kombinacija uz vrlo velike veli¢ine ucinka (r=0,727-0,845;
p<0,001), a medusobno se nisu znacajno razlikovale. Razlika izmedu TBXT komb i

GS komb nije bila znacajna.

Izmedu kompozita osvjetljavanih 10 sekundi, Kruskal-Wallisov test pokazao je
znacajne razlike u yH poslije uranjanja (p<0,001). Mann-Whitneyjevi post hoc testovi
ukazali su na razlike izmedu materijala pri Bonferronijevoj korekciji p vrijednosti od
p<0,0024. Mikrotvrdo¢a se povecavala sljede¢im redoslijedom ACP40 komb=Sr70
komb< GS komb < TB+ komb<TBXT komb<LBF komb<LB komb. ACP40 komb i Sr70
komb imale su znac¢ajno manju mikrotvrdocu od svih ostalih (r=0,845; p<0,001). LB je
pokazala vecu od ostalih kombinacija, osim LBFkomb. GS komb imala je znacajno
manju mikrotvrdo¢u od LB komb, LBF komb, TB+ komb i TBXT komb. Razlika izmedu
TBXT komb, TB+ komb i LBF komb nije bila znac¢ajna. Veli¢ina ucinka za sve navedene
razlike bila je vrlo velika (r=0,845; p<0,001).

Kruskal-Wallisov test pokazao je zna€ajne razlike u yH poslije uranjanja izmedu
kompozita osvjetljavanih 10 sekundi (p<0,001). Mann-Whitneyjevi post hoc testovi
ukazali su na razlike izmedu materijala pri Bonferronijevoj korekciji p vrijednosti od
p<0,0024. uH se povecavala sljede¢im redoslijedom ACP40 komb= Sr70 komb< GS
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komb < TB+ komb< TBXT komb< LB komb< LBF komb. ACP40 komb i Sr70 komb
imale su znacajno manju uH od svih ostalih, uz vrlo veliku veli€¢inu ucinka (r=0,845;
p<0,001). LBF komb je imala znatno vecu od svih kombinacija, uz vrlo velike veli€ine
ucinka (r=0,761-0,845; p<0,001), osim LB komb.
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4.3. Korelacije stupnja konverzije i mikrotvrdo¢e kombinacija kompozita i

adheziva

Za sve kombinacije kompozita i adheziva, korelacija yH s prosje¢nim DC-em
kombinacije prije uranjanja bila je pozitivha, linearna, ali slaba (slika 23; r=0,254;
p=0,002). Prema regresijskoj jednadzbi (uHu =-7,099 + 60,871 * DC) porastom DC-a
za jednu skalarnu jedinicu pH ¢e porasti za 60,87 ako nije vazno osvjetljava li se 10 ili
20 sekundi.
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Slika 23. Korelacija stupnja konverzije (DC) i mikrotvrdoée (uH) prije uranjanja za

kombinacije u oba vremena osvijetljavanja.
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Za kombinacije kompozita i adheziva osvjetljavane 10 sekundi, korelacija s
prosje¢nim DC-em kombinacije bila je pozitivna, linearna, i vrlo jaka (slika 24; r=0,762;
p<0,001). Prema regresijskoj jednadzbi (uHt1 = -81,24 + 198,82 * DC), porastom DC-
a za jednu skalarnu jedinicu, pyH prije uranjanja c¢e rasti za 198,82 prilikom

osvjetljavanja u trajanju od 10 sekundi.
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Slika 24. Korelacija stupnja konverzije (DC) i mikrotvrdoce (pH) prije uranjanja za

kombinacije osvjetljavane 10 sekundi.
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Za kombinacije kompozita i adheziva osvjetljavane 20 sekundi, korelacija s
prosje¢nim DC-em kombinacije bila je negativna, linearna i umjerena (slika 25; r=-
0,356; p=0,002). Prema regresijskoj jednadzbi (uHu = 137,44 - 155,6 * DC), porastom
DC-a za jednu skalarnu jedinicu, uH prije uranjanja ¢e se smanijiti za 155,6 kod

kombinacija osvjetljavanih 20 sekundi.
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Slika 25. Korelacija stupnja konverzije (DC) i mikrotvrdo¢e (uH) prije uranjanja za

kombinacije osvjetljavane 20 sekundi.

Korelacija DC-a i yH prije uranjanja za kombinacije osvjetljavane 10 sekundi
bila je znaCajno veca od korelacije prije uranjanja za kombinacije osvjetljavane 20
sekundi (p<0,001).
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Za sve kombinacije kompozita i adheziva, korelacija s prosjecnim DC

kombinacije nakon uranjanja nije bila znacajna (r=0,131; p=0,124).

Za kombinacije kompozita i adheziva osvjetljavane 10 sekundi, korelacija s
prosjeénim DC-em kombinacije bila je linearna, pozitivna i velika (slika 26; r=0,639;
p<0,001). Prema regresijskoj jednadzbi (uHw2 = -57,49 + 143,88 * DC), porastom DC-
a za jednu skalarnu jedinicu, uH poslije uranjanja cCe rasti za 143,88 za kombinacije

osvjetljavane 10 sekundi.
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Slika 26. Korelacija stupnja konverzije (DC) i mikrotvrdoée (uH) poslije uranjanja za

kombinacije osvjetljavane 10 sekundi.
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Za kombinacije kompozita i adheziva osvjetljavane 20 sekundi, korelacija s
prosje¢nim DC-em kombinacije bila je linearna, negativna i jaka (slika 27; r=-0,576;
p<0,001). Prema regresijskoj jednadzbi (uHw = 180,78 - 230,0 * DC), porastom DC-a
za jednu skalarnu jedinicu, yH poslije uranjanja ¢e se smanjivati za 230 za kombinacije

osvjetljavane 20 sekundi.
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Slika 27. Korelacija stupnja konverzije (DC) i mikrotvrdoce (uH) poslije uranjanja za

kombinacije osvjetljavane 20 sekundi.

Korelacija DC-a i yH poslije uranjanja za kombinacije osvjetljavane 10 sekundi
bila je zna€ajno veca od korelacije poslije uranjanja za kombinacije osvjetljavane 20
sekundi (p<0,001).
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Prosjecni DC je slabo linearno pozitivho korelirao s promjenom mikrotvrdoce
(ApH; r=0,261; p=0,002; slika 28). Porastom DC-a za jednu skalarnu jedinicu,

promjena uH ¢&e rasti za 0,27.
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Slika 28. Korelacija prosje¢nog stupnja konverzije (DC) s promjenom mikrotvrdoce
(HH).
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4.4. Citotoksic¢ni i genotoksi¢ni ucinci kompozita, adheziva i njihovih

kombinacija in vitro

4.4.1. Citotoksi€nost kompozita, adheziva i njihovih kombinacija

Pozitivha kontrola i ispitivani materijali pokazali su vrlo slicne rezultate indeksa
diobe jezgara kao negativnha kontrola (tablica 11). Tretman nije doveo do znacajnih

zastoja u replikaciji limfocita.
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Tablica 11. Indeks diobe jezgara za pozitivhu i negativnu kontrolu te sve ispitivane

materijale obzirom na vrijeme osvjetljavanja

tretman CBPI

PK 1,25

NK 1,69

vrijeme 10s 20s
TBXT 1,56 1,68
TB+ 1,35 1,36
LB 1,69 1,77
LBF 1,81 1,81
ACP 1,56 1,44
Sr70 1,64 1,61
GS 1,70 1,72
TBXT bond 1,66 1,73
LB bond 1,76 1,57
LBF bond 1,73 1,72
Tenure 1,66 1,67
TBXT komb 1,64 1,67
TB+ komb 1,48 1,47
LB komb 1,74 1,80
LBF komb 1,79 1,69

ACP komb 1,59 1,70
Sr70 komb 1,69 1,70
GS komb 1,74 1,69
Traka 1,67 1,72

CBPI, indeks diobe jezgara; NK, negativha kontrola; PK, pozitivha kontrola

etilmetanosulfonat u konaénoj koncentraciji 10 ug/mL kulture
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Hi-kvadrat test pokazao je znaCajan porast broja binuklearnih stanica s
mikronukleusom (BN s MN) kod pozitivne kontrole u odnosu na negativhu kontrolu

(tablica 12; p<0,001). Time je utvrdeno da je test valjan.

Tablica 12. Rezultati citohalazinom B blokiranog mikronukleus testa za pozitivnu i

negativnu kontrolu

f(BN's MN)* % udio* (BN s MN)

PK 35 1,75
NK 8 0,4
p* <0,001

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; PK, pozitivha kontrola;
NK, negativna kontrola; p, razina statistiCcke znacajnosti
*Hi-kvadrat test

**na 2000 binuklearnih stanica
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4.4.2. Razlike u rezultatima citohalazinom B blokiranog mikronukleus testa

obzirom na vrijeme osvjetljavanja

Generalno, materijali osvjetljavani 20 sekundi pokazali su veéi broj BN s MN,
binuklearnih stanica s jezgrinim pupom (BN s NB) i binuklearnih stanica s
nukleoplazmatskim mostom (BN s NPB) nego materijali osvjetljavani 10 sekundi, ali

razlike nisu bile znacajne (tablica 13).

Tablica 13. Broj stanica s mikronukleusom, jezgrinim pupom ili nukleoplazmatskim

mostom na 2000 pregledanih binuklearnih stanica po materijalu

10s** 20s p*

f (BN s MN) 138 155

% udio (BN s MN)** 0,38 043 0,319
f (BN s NB) 319 320

% udio (BN s NB)** 0,89 0,89 0,968
f (BN s NPB) 2 6

% udio (BN s NPB)* 0,01 001 0,683

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna

stanica s jezgrinim pupom; BN s NPB binuklearna stanica s nukleoplazmatskim
mostom; p, razina statistiCke znacajnosti
*Hi-kvadrat test s Yatesovom korekcijom za N<5

**ukupno pregledano 36000 binuklearnih stanica po vremenu osvjetljavanja

73



Kompoziti osvjetljavani 10 sekundi pokazali su veci broj BN s MN, BN s NB i BN
s NPB nego materijali osvjetljavani 20 sekundi, ali razlike nisu bile znaCajne (tablica
14).

Tablica 14. Broj stanica s mikronukleusom, jezgrinim pupom, odnosno

nukleoplazmatskim mostom na 2000 pregledanih binuklearnih stanica po kompozitu

10 s** 20s p*

f (BN s MN) 59 50

% udio (BN s MN)** 0,42 0,36 0,388
f (BN s NB) 123 111

% udio (BN s NB)** 0,88 0,79 0,431
f (BN s NPB) 2 0

% udio (BN s NPB)** 0,01 0,00 0,500

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna

stanica s jezgrinim pupom; BN s NPB binuklearna stanica s nukleoplazmatskim
mostom; p, razina statistiCke znacajnosti
*Fisherov test

**ukupno pregledano 14000 binuklearnih stanica po vremenu osvjetljavanja
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Adhezivi osvjetljavani 20 sekundi pokazali su veci broj BN s MN i BN s NB nego
oni osvjetljavani 10 sekundi, ali razlike nisu bile znaCajne. Kod adheziva nije bilo

binuklearnih limfocita s nukleoplazmatskim mostom (tablica 15).

Tablica 15. Broj stanica s mikronukleusom, jezgrinim pupom, odnosno

nukleoplazmatskim mostom na 2000 pregledanih binuklearnih stanica po adhezivu

10 s** 20s p*

f (BN s MN) 30 38
% udio (BN s MN)** 0,38 048 0,331
f (BN s NB) 59 75
% udio (BN s NB)** 0,74 094 0,165
f (BN s NPB) 0 0

% udio (BN s NPB)** 0,00 0,00 1,000

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna

stanica s jezgrinim pupom; BN s NPB binuklearna stanica s nukleoplazmatskim
mostom; p, razina statistiCke znacajnosti
*Fisherov test

**ukupno pregledano 8000 binuklearnih stanica po vremenu osvjetljavanja
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Kombinacije adheziva i kompozita osvjetljavane 10 sekundi pokazale su maniji
broj BN s MN i BN s NPB, a viSe BN s NB od kombinacija osvjetljavanih 20 sekundi.

Razlike nisu bile znacajne (tablica 16).

Tablica 16. Broj stanica s mikronukleusom, jezgrinim pupom, odnosno
nukleoplazmatskim mostom na 2000 pregledanih binuklearnih stanica po kombinaciji

kompozita i adheziva

10 s** 20 s p*

f (BN s MN)* 49 67

% udio (BN s MN)** 035 048 0,094
f (BN s NB) 137 134

% udio (BN s NB)** 098 096 0,855
f (BN s NPB) 0 4

% udio (BN s NPB)** 000 003 0,453

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna
stanica s jezgrinim pupom; BN s NPB binuklearna stanica s nukleoplazmatskim
mostom; p, razina statistiCke znacajnosti

*Fisherov test

**ukupno pregledano 14000 binuklearnih stanica po vremenu osvjetljavanja
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Gledajuéi svaki materijal zasebno, nije bilo znacajnih razlika u broju BN s MN

obzirom na vrijeme osvjetljavanja (tablica 17).

Tablica 17. Deskriptivna statistika za broj binuklearnih stanica s mikronukleusom kod
svih materijala nakon 10 i 20 sekundi osvjetljavanja

f (BN s NB)** 6 udio™ f (BN s NB)** 76 udio™ p*
(BN s NB) (BN s NB)

vrijeme 10s 20s

TBXT 10 0,50 6 0,30 0,316
TB+ 14 0,70 14 0,70 1,000
LB 4 0,20 3 0,15 1,000
LBF 1 0,05 5 0,25 0,220
GS 4 0,20 6 0,30 0,752
ACP40 12 0,60 7 0,35 0,250
Sr70 14 0,70 9 0,45 0,296
TBXT bond 9 0,45 16 0,80 0,160
LB bond 5 0,25 13 0,65 0,059
LBF bond 5 0,25 5 0,25 1,000
Tenure 11 0,55 4 0,20 0,121
Traka 4 0,20 5 0,25 1,000
TBXT komb 6 0,30 12 0,60 0,156
TB+komb 14 0,70 10 0,50 0,413
LB komb 10 0,50 13 0,65 0,530
LBF komb 6 0,30 7 0,35 0,781
GS komb 5 0,25 6 0,30 0,763
ACP40 komb 7 0,35 9 0,45 0,616
Sr70 komb 1 0,05 10 0,50 0,016

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; p, razina statisticke
znacajnosti
*Hi-kvadrat test uz Yatesovu korekciju za N<5

**na 2000 binuklearnih stanica
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Tablica 18. Deskriptivha statistika za broj binuklearnih stanica s pupom kod svih

materijala nakon 10 i 20 sekundi osvjetljavanja uz naznacene znacajne razlike

% udio** % udio**
f (BN s NB)** f (BN s NB)** p*
(BN s NB) (BN s NB)

vrijeme 10s 20s

TBXT 11 0,55 13 0,65 0,682
TB+ 32 1,60 15 0,75 0,013***
LB 22 1,10 22 1,10 1,000
LBF 8 0,40 17 0,85 0,071
GS 13 0,65 9 0,45 0,392
ACP40 17 0,85 18 0,90 0,865
Sr70 20 1,00 17 0,85 0,620
TBXT bond 8 0,4 27 1,35 0,001 ***
LB bond 16 0,8 22 1,10 0,328
LBF bond 16 0,8 14 0,70 0,714
Tenure 19 0,95 12 0,60 0,207
Traka 18 0,90 4 0,20 0,005***
TBXT komb 22 1,10 21 1,05 0,878
TB+komb 27 1,35 9 0,45 0,003***
LB komb 16 0,80 24 1,20 0,204
LBF komb 10 0,50 17 0,85 0,176
GS komb 11 0,55 11 0,55 1,000
ACP40 komb 37 1,85 28 1,40 0,260
Sr70 komb 14 0,70 24 1,20 0,103

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna
stanica s jezgrinim pupom; p, razina statisticke zna€ajnosti

*Hi-kvadrat test uz Yatesovu korekciju za N<5

**na 2000 binuklearnih stanica

*k%

znacajna razlika pri p<0,05

Kompozit TB+ pokazao je znaCajno viSe BN s NB prilikom 10 sekundi, nego
nakon 20 sekundi osvjetljavanja (tablica 18; p=0,013). Kod teku¢eg adheziva TBXT

bond, prilikom 20 sekundi osvjetljavanja, znac¢ajno je viSe BN s NB u odnosu na 10
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sekundi osvjetljavanja (p=0,001). Kod negativne kontrole ,Traka“ zna¢ajno manje BN
s NB prilikom 20 sekundi osvjetliavanja u odnosu na 10 sekundi osvjetljavanja
(p=0,005). Kod adhezivnog je sustava TB+ komb znacajno vise BN s NB prilikom 10
sekundi osvjetljavanja, nego prilikom 20 sekundi osvjetljavanja (p=0,003).
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Tablica 19. Deskriptivna statistika za binuklearne stanice s nukleoplazmatskim

mostom kod svih materijala nakon 10 i 20 sekundi osvjetljavanja

f (BN s NPB)** 7 udio™ f (BN s NPB)** 6 udio™ p*
(BN s NPB) (BN s NPB)

vrijeme 10 s 20 s
TBXT 0 0,00 0 0,00 1,000
TB+ 1 0,05 0 0,00 1,000
LB 1 0,05 0 0,00 1,000
LBF 0 0,00 0 0,00 1,000
GS 0 0,00 0 0,00 1,000
ACP40 0 0,00 0 0,00 1,000
Sr70 0 0,00 0 0,00 1,000
TBXT bond 0 0,00 0 0,00 1,000
LB bond 0 0,00 0 0,00 1,000
LBF bond 0 0,00 0 0,00 1,000
Tenure 0 0,00 0 0,00 1,000
Traka 0 0,00 0 0,00 1,000
TBXT
vormb 0 0,00 2 0,10 0,500
TB+komb 0 0,00 1 0,05 1,000
LB komb 0 0,00 0 0,00 1,000
LBF komb 0 0,00 0 0,00 1,000
GS komb 0 0,00 0 0,00 1,000
ACP40
cormb 0 0,00 0 0,00 1,000
Sr70 komb 0 0,00 0 0,00 1,000

f, frekvencija; BN s NPB binuklearna stanica s nukleoplazmatskim mostom; p, razina
statisticke znacajnosti
*Fisherov test

**na 2000 binuklearnih stanica

Nakon 10 sekundi osvjetljavanja, po jedan BN s NPB javio se samo u kulturama

tretiranima TB+ i LB, a nakon 20 sekundi osvjetljavanja BN s NPB javili su se kod TBXT
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komb i LB komb (tablica 19). Razlike nisu bile zna¢ajne. Daljnje analize BN s NPB nisu

ucinjene.
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4.4.3. Razlike u rezultatima citohalazinom B blokiranog mikronukleus testa

obzirom na vrstu materijala

Nakon 10 sekundi osvjetljavanja, TB+ i Sr70 su pokazali najve¢u frekvenciju BN
s MN, ujedno i zna¢ajno vecéu od LBF, ali uz malu veli€inu u€inka (tablica 20; Cramerov
V=0,045; p<0,001). Izmedu ostalih kompozita nije bilo znacajnih razlika te se niti jedan
nije znacajno razlikovao od negativnhe kontrole. TB+ je pokazao znacajno vecu
frekvenciju BN s NB od negativne kontrole, LBF i TBXT, uz male veli€ine ucinka
(Cramerov V=0,047-0,067; p<0,001).

Tablica 20. Razdioba frekvencija binukelarnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih

stanica s pupom uz naznacene razlike izmedu kompozita osvjetljavanih 10 s

% udio** %udio**
f(BNsMN)* (BNsMN) f(BNsNB)* (BNsNB)

TBXT 10 0,50 abe 11 0,55*a
TB+ 14 0,70¢ 32 1,60°
LB 4 0,203b¢ 22 1,102
LBF 1 0,05P 8 0,402
GS 4 0,203b¢ 13 0,652
ACP 40 12 0,6020¢ 17 0,852
Sr 70 14 0,70 20 1,002
NK 8 0,4030¢ 6 0,302
p* 0,004 <0,001
Cramerov V 0,036 0,045

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna
stanica s jezgrinim pupom; NK, negativna kontrola; p, razina statisticke znac¢ajnosti
*Hi-hvadrat test uz Yatesovu korekciju za N<5 s post hoc testom uz Bonferronijevu
korekciju za viSestruke usporedbe. Vrijednosti koje dijele ista slova u eksponentu ne
razlikuju se statistiCki znacajno.

**na 2000 binuklearnih stanica
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Nakon 20 sekundi osvjetljavanja, ponovno je najveci broj BN s MN pokazao
TB+, dok je najmaniji broj bio prisutan kod LB (tablica 21). Medutim, razlike izmedu
kompozita nisu bile znacajne, a ujedno se niti jedan nije znatno razlikovao od negativne

kontrole.

Tablica 21. Razdioba frekvencija binukelarnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih
stanica s pupom kod kompozita osvjetljavanih 20 sekundi

% udio** %udio**
f (BN s MN)* (BN sMN) f(BNsNB)* (BNsNB)
TBXT 6 0,30* 13 0,65
TB+ 14 0,70 15 0,75
LB 3 0,15 22 1,10
LBF 5 0,25 17 0,85
GS 6 0,30 9 0,45
ACP40 7 0,35 18 0,90
Sr70 9 0,45 17 0,85
NK 8 0,40 6 0,30
p* 0,164 0,077
Cramerov V 0,026 0,028

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna
stanica s jezgrinim pupom; NK, negativna kontrola; p, razina statistiCke znacajnosti
*Hi-hvadrat test uz Yatesovu korekciju za N<5

**na 2000 binuklearnih stanica
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Frekvencije BN s MN nisu se razlikovale medusobno, ni od kontrole Traka, ni
od negativne kontrole za adhezive nakon 10 sekundi osvjetljavanja (tablica 22).

Izmedu adheziva i kontrola nije bilo razlika ni u broju BN s NB.

Tablica 22. Razdioba frekvencija binukelarnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih

stanica s pupom kod adheziva osvjetljavanih 10 sekundi

% udio** % udio**

f (BN s MN)* (BNsMN) f(BNsNB) (BNsNB)
TBXT bond 9 0,45 8 0,40*
LB bond 5 0,25 16 0,80
LBF bond 5 0,25 16 0,80
Tenure 11 0,55 19 0,95
Traka 4 0,20 18 0,90
NK 8 0,40 6 0,30
p* 0,364 0,055
Cramerov V 0,021 0,030

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna
stanica s jezgrinim pupom; NK, negativna kontrola; p, razina statistiCke znacajnosti
*Hi-hvadrat test uz Yatesovu korekciju za N<5

**na 2000 binuklearnih stanica

84



Nakon 20 sekundi osvjetljavanja, razlike u broju BN s MN izmedu materijala i
kontrola bile su znac€ajne, ali uz vrlo malu veli€inu ucinka, zbog ¢ega post hoc test nije
detektirao znacajne razlike (tablica 23). U broju BN s NB, TBXT bond i LB bond
pokazali su znacajno veci rezultat od negativne kontrole (Cramerov V=0,058, odnosno
0,048; p<0,004) i od kontrole Traka (Cramerov V=0,042, odnosno, 0,030; p<0,001), uz

male veli¢ine udinka.

Tablica 23. Razdioba frekvencija binukelarnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih

stanica s pupom uz naznacene razlike izmedu adheziva osvjetljavanih 20 sekundi

% udio** % udio**

f (BN s MN)** (BN s MN) f (BN s NB)** (BN s NB)
TBXT bond 16 0,80*2 27 1,35*
LB bond 13 0,652 22 1,102
LBF bond 5 0,252 14 0,702
Tenure 4 0,202 12 0,602
Traka 5 0,252 4 0,20P
NK 8 0,402 6 0,30°
p* 0,014 <0,001
Cramerov V 0,035 0,049

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna
stanica s jezgrinim pupom; NK, negativna kontrola; p, razina statistiCcke znacCajnosti
*Hi-hvadrat test uz Yatesovu korekciju za N<5 s post hoc testom uz Bonferronijevu
korekciju za viSestruke usporedbe. Vrijednosti koje dijele ista slova u eksponentu ne
razlikuju se statisticki znacajno.

**na 2000 binuklearnih stanica
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Nakon 10 sekundi osvjetljavanja, u frekvenciji BN s MN, TB+ komb je pokazala
znacajno visi rezultat od Sr70 komb uz malu veli€inu ucinka (tablica 24; Cramerov
V=0,030; p<0,001), ali se nije znacajno razlikovala od NK, kao ni ostale kombinacije

kompozita i adheziva.

U frekvenciji BN s NB, jedino su se ACP40 komb i TB+ komb znacajno
razlikovale od negativne kontrole (Cramerov V=0,075; p<0,001), a ACP40 komb je
ujedno imala visi rezultat od LBF komb, GS komb i Sr70 komb, ali uz male veli€ine
ucinka (Cramerov V=0,051-0,063; p<0,001).

Tablica 24. Razdioba frekvencija binukelarnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih
stanica s pupom uz naznacCene razlike izmedu kombinacija kompozita i adheziva
osvjetljavanih 10 sekundi

% udio** % udio**
f (BNs MN)** (BN sMN) f(BNsNB)* (BNs NB)
TBXT komb 6 0,30%ab 22 1,10%abcde
TB+ komb 14 0,70P 27 1,35bce
LB komb 10 0,502 16 0,803bcde
LBF komb 6 0,302 10 0,509%
GS komb 5 0,252 11 0,553bde
ACP40 komb 7 0,352 37 1,85¢
Sr70 komb 1 0,052 14 0,70abde
NK 8 0,402 6 0,302
p* 0,048 <0,001
Cramerov V 0,030 0,051

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna
stanica s jezgrinim pupom; NK, negativna kontrola; p, razina statistiCke znacajnosti
*Hi-hvadrat test uz Yatesovu korekciju za N<5 s post hoc testom uz Bonferronijevu
korekciju za viSestruke usporedbe. Vrijednosti koje dijele ista slova u eksponentu ne
razlikuju se statistiCki znacajno.

**na 2000 binuklearnih stanica
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Nije bilo znaajnih razlika izmedu kombinacija kompozita i adheziva
osvjetljavanih 20 sekundi u broju BN s MN, kao ni zna&ajnih razlika izmedu kombinacija
i NK (tablica 25). ACP40 komb, LB komb i Sr70 komb pokazale su zna¢ajno vecéu
frekvenciju BN s NB od negativne kontrole, uz malu veliCinu u€inka (Cramerov
V=0,060, odnosno, 0,052; p<0,001). Ujedno je TB+ komb pokazala znatno manje BN
s NB of ACP komb.

Tablica 25. Razdioba frekvencija binukelarnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih
stanica s pupom uz naznacCene razlike izmedu kombinacija kompozita i adheziva

osvjetljavanih 20 sekundi

% udio** % udio**
f (BN s MN)** (BN sMN) f(BNsNB)* (BN s NB)
TBXTkomb 12 0,60*a 21 1,053bcd
TB+komb 10 0,502 9 0,45¢d
LBkomb 13 0,652 24 1,20vd
LBFkomb 7 0,352 17 0,852bcd
GSkomb 6 0,302 11 0,552abcd
ACP40komb 9 0,452 28 1,4QP
Sr70komb 10 0,502 24 1,20vd
NK 8 0,402 6 0,30
p* 0,748 <0,001
Cramerov V 0,016 0,040

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna
stanica s jezgrinim pupom; NK, negativna kontrola; p, razina statisticke znacajnosti
*Hi-hvadrat test uz Yatesovu korekciju za N<5 s post hoc testom uz Bonferronijevu
korekciju za viSestruke usporedbe. Vrijednosti koje dijele ista slova u eksponentu ne
razlikuju se statisticki znacajno.

**na 2000 binuklearnih stanica
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Hi-kvadrat test je pokazao znacajno vise BN s MN kod Sr70 u odnosu na Sr70
komb nakon 10 sekundi osvjetljavanja te znacajno vise BN s NB kod ACP40 komb u

odnosu na sami kompozit (tablica 26).

Tablica 26. Razlike u frekvenciji binuklearnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih
stanica s pupom izmedu kompozita i kombinacije istog kompozita s odgovaraju¢im

adhezivom pri 10 sekundi osvjetljavanja

f(BN s % udio** f(BN s % udio**

MN)** (BNsMN)  p* NB)** (BNsMN)  p*
TBXT 10 0,50* 11 0,55
TBXT komb 6 0,30 0,316 22 1,10 0,054
TB+ 14 0,70 32 1,60
TB+ komb 14 0,70 1,000 27 1,35 0,512
LB 4 0,20 22 1,10
LB komb 10 0,50 0,180 16 0,80 0,327
LBF 1 0,05 8 0,40
LBF komb 6 0,30 0,130 10 0,50 0,636
GS 4 0,20 13 0,65
GS komb 5 0,25 0,739 11 0,55 0,682
ACP40 12 0,60 17 0,85
ACP40 komb 7 0,35 0,250 37 1,85 0,006
Sr70 14 0,70 20 1,00
Sr70 komb 1 0,05 0,001 14 0,70 0,301

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna
stanica s jezgrinim pupom; p, razina statistiCke znacajnosti
*Hi-hvadrat test uz Yatesovu korekciju za N<5

**na 2000 binuklearnih stanica
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Hi-kvadrat test je pokazao znacajno viSe BN s MN kod LB komb u odnosu na
LB nakon 20 sekundi osvjetljavanja. Razlike u frekvenciji BN s NB unutar parova

kompozita i njegove kombinacije s adhezivom nisu bile znacajne (tablica 27).

Tablica 27. Razlike u frekvenciji binuklearnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih
stanica s pupom izmedu kompozita i kombinacije istoga kompozita s odgovarajuéim

adhezivom pri 20 sekundi osvjetljavanja

f(BN s % udio** p* f(BN s % udio** p*

MN)** (BN s MN) NB)* (BN 's MN)
TBXT 6 0,30 13 0,65
TBXT komb 12 0,60 0,156 21 1,05 0,168
TB+ 14 0,70 15 0,75
TB+ komb 10 0,50 0,413 9 0,45 0,219
LB 3 0,15 22 1,10
LB komb 13 0,65 0,024 24 1,20 0,767
LBF 5 0,25 17 0,85
LBF komb 7 0,35 0,563 17 0,85 1,000
GS 6 0,30 9 0,45
GS komb 6 0,30 1,000 11 0,55 0,654
ACP40 7 0,35 18 0,90
ACP40 komb 9 0,45 0,616 28 1,40 0,138
Sr70 9 0,45 17 0,85
Sr70 komb 10 0,45 0,818 24 1,20 0,272

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna
stanica s jezgrinim pupom; p, razina statistiCke znacajnosti
*Hi-hvadrat test uz Yatesovu korekciju za N<5

**na 2000 binuklearnih stanica

89



Kruskal-Wallisov test nije pokazao znacajne razlike u broju MN kod BN s MN

izmedu kompozita, kao ni izmedu kompozita i negativne kontrole (tablica 28).

Tablica 28. Razlike u broju mikronukleusa u stanicama s mikronukleusima izmedu

kompozita i negativne kontrole u oba vremena osvjetljavanja

f (BN s MN)**  prosjek (MN)  95% ClI

TBXT 16 1,1 0,9-1,2
TB+ 28 1,0 1,0-1,1
LB 7 1,0 -
LBF 6 1,7 0,0-3,4
GS 10 1,1 0,9-1,3
ACP40 19 1,0 -
Sr70 23 1,0 -
NK 8 1,0 -

p* 0,250

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; MN, mikronukleus;
95% CI, 95%-tni interval pouzdanosti; NK, negativha kontrola; p, razina statistiCke
znacajnosti

*Kruskal-Wallisov test

**na 2000 binuklearnih stanica

90



Kruskal-Wallisov test nije pokazao znacajne razlike u broju MN kod BN s MN

izmedu adheziva, kao ni izmedu kompozita i kontrole Traka, te negativhe kontrole

(tablica 29).

Tablica 29. Razlike u broju mikronukleusa u stanicama s mikronukleusima izmedu

adheziva i negativne kontrole u oba vremena osvijetljavanja

f (BN s MN)**  prosjek (MN) 95% ClI

TBXT bond 25 1,08 0,97-1,19
LB bond 18 1,22 0,86-1,59
LBF bond 10 1,00 -
Tenure 15 1,07 0,92-1,21
Traka 1,00 -

NK 1,00 -

p* 0,421

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; MN, mikronukleus;

95% CI, 95%-tni interval pouzdanosti; NK, negativna kontrola; p, razina statistiCke

znacajnosti

*Kruskal-Wallisov test

**na 2000 binuklearnih stanica
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Kruskal-Wallisov test nije pokazao znacajne razlike u broju MN kod BN s MN

izmedu kombinacija, kao ni izmedu kombinacija i negativne kontrole (tablica 30).

Tablica 30. Razlike u broju mikronukleusa u stanicama s mikronukleusima izmedu

kombinacija i negativne kontrole u oba vremena osvjetljavanja

f (BN s MN)**  prosjek (MN) 95 % ClI

TBXT komb 18 1,0 -
TB+ komb 24 1,0 -

LB komb 23 1,0 0,95-1,13
LBF komb 13 1,1 0,91-1,24
GS komb 16 1,0 -
ACP40 komb 11 1,0 -
Sr70 komb 11 1,0 -

NK 8 1,0 -

p* 0,4714

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; MN, mikronukleus;

95% CI, 95%-tni interval pouzdanosti; NK, negativha kontrola; p, razina statistiCke

znacajnosti

*Kruskal-Wallisov test

**na 2000 binuklearnih stanica
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U oba vremena osvijetljavanja ACP40 i Sr70 se nisu razlikovali ni u broju BN s MN, ni u broju BN s NB (tablica 31).

Tablica 31. Razlike u broju binuklearnih stanica s mikronukleusima izmedu eksperimentalnih kompozita ACP40 i Sr70

% udio** % udio**
f (BN s MN)* (BN s MN) p* f (BN s NB)* (BNsNB) p*

vrijeme 10 s

ACP40 12 0,006 17 0,009

Sr70 14 0,007 0,694 20 0,010 0,620
vrijeme 20 s

ACP40 7 0,004 18 0,009

Sr70 9 0,005 0,616 17 0,009 0,865

f, frekvencija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna stanica s jezgrinim pupom; p, razina statisticke
znacajnosti
*Hi-hvadrat test

**na 2000 binuklearnih stanica
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4.4.4. Korelacije stupnja konverzije i rezultata citohalazinom B blokiranog

mikronukleus testa

Porastom DC-a rasla je i frekvencija BN s MN kada se u analizu uzmu sve
kombinacije kompozita i adheziva bez obzira na vrstu osvjetljavanja (tablica 32, slika
29; r=0,548; p=0,042), kao i kod kombinacija kompozita i adheziva osvjetljavanih 10
sekundi (tablica 32, slika 30; r=0,839; p=0,018). Korelacija je bila linearna, pozitivna i
jaka za kombinacije bez obzira na vrstu osvjetljavanja, a vrlo jaka za osvjetljavanje 10
sekundi. Za kombinacije osvjetljavane 20 sekundi, korelacija je bila negativna, ali nije
bila zna¢ajna (tablica 32; p=0,316)

Porastom DC-a za jednu skalarnu jedinicu proporcija binuklearnih stanica s
mikronukleusima ¢e porasti za 0,01 ako nije vazno osvijetljava li se 10 ili 20 sekundi,
odnosno za 0,02 ako se osvjetljava 10 sekundi. Regresijske jednadzbe su:

BN s MN = -0,0021 +0,01023 * DC, odnosno BN s MN =-0,0085 + 0,02216 * DC.

Korelacija pri osvjetljavanju 10 sekundi nije bila jaa nego ona kada se uzorak

ne dijeli po vremenu osvijetljavanja (tablica 32; p=0,968).

Porastom DC-a rasla je i proporcija BN s NB, kada se u analizu uzmu sve
kombinacije kompozita i adheziva bez obzira na vrstu osvjetljavanja, medutim,
korelacija nije bila znacajna (tablica 32; r=0,030; p=0,919). Sli¢no kao i kod korelacija
DC-a i proporcije BN s MN, porastom DC-a povec¢avala se i proporcija BN s NB kod
kombinacija osvjetljavanih 10 sekundi, a smanijivala se kod kombinacija osvjetljavanih
20 sekundi. Medutim, korelacije DC-a i p (BN s NB) nisu bile zna¢ajne (tablica 32; p =
0,410)
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Tablica 32. Pearsonove korelacije prosje¢noga stupnja konverzije s proporcijom binuklearninh stanica s mikronukleusom te

prosje€noga stupnja konverzije s proporcijom binuklearnih stanica s pupom

korelacije DC i p (BN s MN) korelacije DC i p (BN s NB)
N r p* N r p
kompoziti 14 -0,407 0,149 14 -0,098 0,739
kompoziti 10s 7 -0,507 0,246 7 -0,121 0,796
kompoziti 20s 7 -0,242 0,601 7 0,152 0,745
adhezivi 8 0,105 0,805 8 0,116 0,784
adhezivi 10s 4 -0,535 0,465 4 -0,590 0,410
adhezivi 20s 4 0,406 0,594 4 0,371 0,629
kombinacije 14 0,548 0,043* a 14 0,030 0,919
kombinacije 10s 7 0,839 0,018** 2 7 0,264 0,567
kombinacije 20s 7 -0,446 0,316 7 -0,260 0,567

DC, stupanj konverzije; p, proporcija; BN s MN, binuklearna stanica s mikronukleusom; BN s NB, binuklearna stanica s jezgrinim
pupom; N, veli€ina uzorka; p, razina statistiCke znacajnosti

*Hi-hvadrat test uz Yatesovu korekciju za N<5

**znacCajna korelacija

aizmedu korelacija za sve kombinacije i kombinacije osvjetljavane 10 sekundi nema znacajne razlike (p=0,968)
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Slika 29. Korelacija prosjecnog stupnja konverzije (DC) i proporcije binuklearnih

stanica s mikronukleusom (BN s MN) za sve kombinacije kompozita i adheziva.
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Slika 30. Korelacija prosje€¢noga stupnja konverzije (DC) i proporcije binuklearnih
stanica s mikronukleusom (BN s MN) za kombinacije kompozita i adheziva
osvjetljavane 10 sekundi.
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4.4.5. Regresijski modeli za predikciju pojave mikronukleusa i pupova

U logistiCku regresiju uklju€eni su ispitivani ortodontski materijali te je ona
radena na osnovi ukupno pregledane 72 000 stanica. Nije bilo zna€ajnih odrednica
pojave BN s MN (tablica 33). Jedina zna¢ajna odrednica prisustva BN s NB bio je

bioaktivni ACP koji povecava izgled za nastanak pupova za 1,4x (Cl 1,1-1,8).

Tablica 33. Rezultati logistiCke regresije za prisustvo binuklearnih stanica s pupom

B SE p OR 95% Cl za OR

Prisutni fluoridi (O=ne; 1=da) -0,109 0,087 0,210 0,9 0,8-1,1
Bioaktivni sustav (O=ne; 1=da) 0,346 0,117 0,003 1.4 1,1-1,8
konstanta -4,716 0,060

B, nestandardizirani koeficijent; SE, standardna pogreska; p, razina statisticke

znacajnosti; OR, omjer izgleda; 95% CI, 95% interval pouzdanosti
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Sliéno je ostalo i kada su u model dodane ostale varijable (tablica 34). U

linearnoj regresiji nije bilo zna¢ajnih odrednica broja BN s MN ni BN s NB.

Tablica 34. Rezultati logisticke regresije za prisustvo binuklearnih stanica s pupom uz

kontrolu ostalih varijabli

B SE p OR 95% Cl za OR

Prisutni fluoridi (0=ne; 1=da) -0,498 0,126 <0,001 0,6 0,5-0,8
Bioaktivni sustav (0O=ne; 1=da) 0,330 0,118 0,005 1,4 1,1-1,8
Vrijeme osvijetljvanja (0=10s; 1=20s) 0,030 0,097 0,761 1,0 0,9-1,3
Samo kompozit (O=ne; 1=da) -0,151 0,199 0,447 0,9 0,6-1,3
Samo kombinacija (O=ne; 1=da) 0,031 0,174 0,857 1,0 0,7-1,5
Samo adheziv (O=ne; 1=da) -0,065 0,138 0,639 0,9 0,7-1,2
DC (0<60; 1>60) -0,038 0,104 0,719 1,0 0,8-1,2
konstanta -4,640 0,198

B, nestandardizirani koeficijent; SE, standardna pogreska; p, razina statisticke

znacajnosti; OR, omjer izgleda; 95% CI, 95% interval pouzdanosti
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4.4.6. Rezultati komet testa

Pozitivna kontrola pokazala je znaCajno ve¢u duzinu repa te znacajno veci udio
DNK u repu kometa od negativne kontrole (tablica 35; p<0,014), ¢ime je utvrdeno da
je test valjan. VeliCina ucCinka bila je mala za razliku u duzini, a vrlo velika za razliku u

intenzitetu repa.

Jednofaktorska ANOVA nije pokazala znacajne razlike u duzini i intenzitetu repa
kometa unutar skupina kompozita, adheziva te njihovih kombinacija, u oba vremena
osvjetljavanja. Ujedno se nijedan ispitivani materijal nije znaCajno razlikovao od

negativne kontrole, stoga rezultati nisu prikazani.

Tablica 35. Razlike u rezultatima komet testa izmedu pozitivne i negativne kontrole

Prosjek duzine Prosjek intenziteta repa
repa (um) SD (% DNK u repu) SD
NK 17,3 1,8 14 0,7
PK 32,8 12,6 38 21,4
p* 0,014 <0,001
Cohenov d 0,350 1,250

SD, standardna devijacija; PK, pozitivha kontrola etilmetanosulfonat u konaénoj
koncentraciji 10 pg/mL kulture; NK, negativna kontrola; p, razina znacajnosti

*Studentov t-test za nezavisne uzorke
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5. RASPRAVA
5.1. Stupanjkonverzije ortodontskih adhezivnih sustavai njihovih komponenti

Razlike u DC-u izmedu ortodontskih kompozita bile su znacajne u oba vremena
osvjetljavanja, to se moze pripisati razlikama u njihovom sastavu. Obzirom da
proizvodaci to€an sastav materijala Cuvaju kao poslovnu tajnu, razlike nije jednostavno

obrazloziti.

GS je pokazao znacajno veéi DC od ostalih komercijalnih kompozita u oba
vremena osvijetljavanja. On je staklenoionomer modificiran smolom te polimerizira
dvojako: smolasta komponenta svjetlosno, a stakloionomerna komponenta kemijski.
Prema dostupnim podacima iz deklaracije proizvodaca, Cini se kako upravo GS ima
najsloZeniji sastav od svih ispitivanih materijala, a ujedno je maseni udio smolaste
komponente dominantan u odnosu na staklenoionomernu. Naime, poliakrilna kiselina
i stakleno punilo zajedno €ine samo oko 10% sastava GS. Najveci je sadrzaj Bis-EMA,
koji pokazuje znacajno vec¢i DC od Bis-GMA [38], vjerojatno zato $to ne sadrZi
hidroksilne skupine koje kod Bis-GMA stvaraju vodikove veze smanjujuci fleksibilnost
i mobilnost [153]. Manji dio matrice GS Cini sustav NTG-GMA i PMDM koji promovira
adheziju na caklinu i metalne povrsine [19], ali podaci o njegovom DC-u nisu dostupni
u literaturi. Obzirom da nakon 20 sekundi osvjetljavanja DC za GS nije bio znacajno
veli, oCito je da ovaj hibridni materijal svoj maksimalni DC dostize ve¢ nakon 10

sekundi osvjetljavanja te je daljnje osvjetljavanje nepotrebno.

TBXT je baziran na Bis-GMA i oekivano je pokazao zna¢ajno manji DC od svih
kompozita, uz izuzetak ACP40, nakon 10 sekundi osvjetljavanja. Preporuka
proizvodaca je osvjetljavanje od po 5 sekundi s mezijalne i distalne strane pri 1000
mW/cm?. Vrijednost DC-a za ovaj kompozit od 39,7% niza je od vrijednosti dobivenih
u prijasnjim istrazivanjima [63, 74]. Medutim, Jagdish et al. ne opisuju uvjete
osvjetljavanja, navodeci samo da je ono ucinjeno prema preporuci proizvodaca [74],
dok su Gioka et al. osvjetljavali po 10 sekundi s incizalne i cervikalne strane metalne
bravice, ali pri intenzitetu svjetlosti od 650 mW/cm?[63]. Zbog razli¢itih ekperimentalnih
uvjeta, izravne usporedbe rezultata nisu moguce. U ovome je istrazivanju TBXT
postigao zna€ajno vec¢i DC nakon ukupno 20 sekundi osvjetljavanja, to navodi na

zakljuCak da vrijeme koje je predvidio proizvodaC nije dovoljno za postizanje
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maksimalne konverzije. No, i nakon 20 sekundi, DC je za TBXT bio znac¢ajno nizi od
svih ispitivanih kompozita, uz izuzetak TB+. Bazni monomer u TB+ je PEGDMA, dok
je Bis-GMA prisutan u manje od 1% masenog udjela. Kod eksperimentalnih kompozita
s ova dva monomera, DC je rastao s promjenom omjera u korist PEGDMA [77], &to
moze objasniti razlike izmedu TBXT i TB+. DuZe osvjetljavanje je znac¢ajno povecalo

DC i kod TB+, ali u manjem iznosu nego kod TBXT.

Kompoziti LB i LBF su bazirani isklju€ivo na UDMA i TEGDMA, iako se, zbog
neprecizne deklaracije proizvodaca, ne moze jednoznacno tvrditi da su istoga sastava
matrice. Cini se da 1% sadrzaj fluorida ne utje¢e na DC kod LBF. Razlike u DC-u
izmedu ovih dvaju kompozita bile su minimalne, a duZe vrijeme osvjetljavanja ga je
kod oba materijala znac¢ajno poboljsSalo. Preporuka je proizvodaca osvjetljavanje od 6
do 20 sekundi, ovisno o intenzitetu svjetlosti, koji nije dalje specificiran. Obzirom da se
intenzitet od 1100 mW/cm? kori§ten u ovom istrazivanju smatra visokim [132], oCito je

da je osvjetljavanje krace od 20 sekundi nepovoljno za LB i LBF te se ne preporuca.

Eksperimentalni kompoziti ACP40 i Sr70 znacajno su se razlikovali u DC-u
samo nakon 20 sekundi osvjetljavanja, kada je ACP40 pokazao najvec¢i DC medu
ispitivanim kompozitima, $to je vjerojatno posljedica visokoga sadrzaja Bis-EMA. Ocito
je da osvjetljavanje od 10 sekundi nije dovoljno za primjerenu polimerizaciju ACP40,
tim viSe Sto se ona u ortodonciji odvija ispod metalne bravice. Dosadasnja istrazivanja
DC-a za ovaj eksperimentalni materijal provedena su izravnim osvjetljavanjem uzoraka
tijekom 30 i 40 sekundi, ¢ime je ostvaren DC iznad 70% [102, 105]. Zanimljivo je da je
rasprsenje vrijednosti DC-a kod ACP40 mnogo vece prilikom 10 sekundi nego pri 20
sekundi osvjetljavanja. Mogucée objasnjenje nalazimo u Cinjenici da, obzirom da
polimerizacija nije zavrSena, infracrvena analiza zahvaca raznolike regije polimerne
mreze i joS uvijek slobodnih monomera te prema tome detektira manje ili viSe C=C
veza. lako je smolasta matrica kod oba eksperimentalna kompozita istoga sastava,
Sr70 nije dostigao DC ACP40 nakon 20 sekundi osvjetljavanja. Vjerojatni je razlog

tome mnogo veci udio punila u Sr70 koje moZe otezavati prodor svjetlosti [200].

Ispitivani adhezivi takoder su se razlikovali sastavom. Obzirom da je LBF bond
pokazao znacajno nizi DC od TBXT bonda u oba vremena osvjetljavanja, vjerojatno je
kod njega vedi udio Bis-GMA u odnosu na TEGDMA nego kod TBXT bonda. LB bond

sadrZi Bis-GMA i UDMA i imao je najveci DC te znac€ajno veci od LBF nakon 10 sekundi
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osvjetljavanja. Nije jasno je li sadrzaj hidrofluorid metakrilata mogao utjecati na DC
LBF bonda koji je bio najnizi medu adhezivima u oba vremena osvjetljavanja. Ujedno
je to i jedini adheziv kod koga duze osvijetljavanje nije dovelo do znacajno boljega DC-
a. Tenure je pokazao najvece rasprSenje podataka, moguée zbog nehomogenosti
nastalih prilikom ru¢noga mijeSanja komponenti, a imao je i najveée povecanje DC-a

prilikom duzeg osvjetljavanja.

Kombinacije kompozita i odgovarajuc¢eg adheziva odgovaraju klini¢ki prisutnom
adhezivnom sustavu izmedu bravice i cakline. U ovom je istrazivanju analiziran DC
pojedinacnih komponenti kako bi se mogao procijeniti njihov utjecaj na DC sustava.
Utjecaj adheziva na DC sustava jasan je na primjeru GS komb: dok je kod samih
kompozita nakon 10 sekundi osvjetljavanja GS imao najveci DC, 69,3%, u kombinaciji
s Tenure pokazao je nizi DC od 55,5%, $to je logi¢no obzirom da je DC samog Tenure
bio 42,2%. Nakon 20 sekundi osvjetljavanja, DC za GS komb je ponovno bio najveci

medu svim kombinacijama, Sto takoder slijedi rezultate za pojedinacne komponente.

Cini se da je TBXT bond zna&ajno pridonio veéem DC-u i kod TBXT komb i TB+
komb u oba vremena osvjetljavanja. Neobi¢no je da je Sr70 komb pokazala nizi DC od
pojedinacnih komponenti nakon 10 sekundi osvjetljavanja, Sto bi se djelomi¢no moglo
objasniti velikim rasprSenjem podataka zbog nepotpune polimerizacije, ali i moguce
nehomogenosti eksperimentalnoga materijala. LB komb nije se zna¢ajno razlikovala
od TBXT u oba vremena osvjetljavanja, a LBF komb je imala znacajno nizi DC od
TBXT komb nakon 10 sekundi osvjetljavanja. Kada su analizirane razlike samih
kompozita, TBXT je imao znacajno nizi DC i od LB i od LBF u oba vremena. Vjerojatno
su razlike kod kompozita prisutne zbog toga sto je TBXT baziran na Bis-GMA, a LB i
LBF na UDMA i TEGDMA. S druge strane, TBXT bond u TBXT komb unosi TEGDMA,
a LB bond i LBF bond u kombinacije s odgovaraju¢im kompozitima unose Bis-GMA,
zbog Cega se rezultati za kombinacije materijala doimaju opre€nima. Stoga je u
buducim istrazivanjima DC ortodontskih kompozitnih sustava uputno Kkoristiti obje

klini¢ki prisutne komponente.

Op¢enito, DC je kod svih kombinacija adheziva i kompozita bio veci nakon 20
sekundi osvjetljavanja, Sto ponovno navodi na zakljuCak da je, unato€ preporuci

proizvodaca, krace osvjetljavanje nedostatno za postizanje primjerenoga DC-a.
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5.2. Mikrotvrdoé¢a kombinacija kompozita i adheziva

U ovome je dijelu istraZivanja ispitana mikrotvrdo¢a kombinacija kompozita i
adheziva obzirom da one odgovaraju materijalu prisuthom u klini¢koj situaciji. Uzorci
su potpuno uronjeni u umjetnu slinu kiseloga pH, dok je klini¢ki samo rubni dio
adhezivnoga sustava izloZen djelovanju sline i dentobakterijskoga plaka. No, cilj je bio
intenzivirati djelovanje navedenih Cimbenika tijekom mjesec dana inkubacije pri
tielesnoj temperaturi kako bi se u kraéemu vremenu simulirali uvjeti kojima su

adhezivni sustavi u usnoj Supljini izloZeni tijekom dvije ili tri godine.

Nakon 10 sekundi osvjetljavanja, TB+ komb je imala znafajno vecu
mikrotvrdo¢u od TBXT komb. Oni sadrze isto punilo, ali, unato€ nepreciznoj deklaraciji
proizvodaca, postoji naznaka da ga u TB+ ima viSe, $to bi moglo objasniti ovu razliku.
LB komb i LBF komb, koje su sli€noga sastava, nisu se medusobno znacajno
razlikovale. GS komb je imala nisku mikrotvrdoéu, $to je u suglasju s rezultatima
Gladys et al. [64]. Izuzetno nisku mikrotvrdo¢u pokazali su ACP40, ali i Sr70, unato¢
visokom udjelu punila. Stoga je vjerojatno da kod ovih materijala sastav matrice utjeCe
na njihove mehanicke karakteristike. Nakon mjesec dana uranjanja u umjetnu slinu
kiseloga pH, mikrotvrdo¢a se znaCajno smanjila za sve kombinacije osim LB komb i
LBF komb te se pokazalo da su ova dva materijala dugoro¢no strukturno stabilnija od
TB+ komb i TBXT komb, ako su osvjetljavani 10 sekundi. lako je zbog slozenog
sastava ovih materijala teSko odrediti uzrok takve razlike, moguce je da prisutnost
UDMA u LB komb i LBF ove materijale €ini tvrdima obzirom da je dodatak UDMA
poboljSao tvrdoc¢u Bis-GMA/TEGDMA smolaste matrice u istrazivanju Chowdhury et
al. [30]. Smanjenje mikrotvrdoce GS moze se pripisati apsorpciji vode [24]. Takoder,
pokazalo se da izlaganje umjetnoj slini uzrokuje smanjenje povrSinske mikrotvrdoce
kompozita [113]. Obzirom da su uzorci ortodontskih adhezivnih sustava izuzetno tanki,

kod njih je povrSinska mikrotvrdoca jedina mjerljiva i relevantna.

Nakon 20 sekundi osvjetljavanja, LB komb, LBF komb i TB+ komb postigle su
znacajno vecu mikrotvrdo¢u od TBXT komb. Nakon uranjanja, LB komb i LBF komb
su ponovno pokazale velu postojanost, a TB+ komb znacCajno smanjenje
mikrotvrdo¢e. Opcenito, duze osvjetljavanje je poboljSalo mikrotvrdo¢u nakon
uranjanja kod svih komercijalnih sustava, iako se kod TB+ komb i GS komb time ne

moze posti¢i znaCajan u€inak. Suprotno hipotezi, rezultati su pokazali da sadrZzaj NaF
104



u LBF komb nije povezan sa smanjenjem mikrotvrdo¢e. Cini se da topive soli fluorida
nemaju znacajnu ulogu u strukturnoj stabilnosti kompozita, ve¢ ona ovisi 0 sastavu
matrice i punila. S druge strane, u TB+ komb fluoridi se nalaze u sastavu staklenog
punila koje bi trebalo osigurati njihovo otpustanje uz zadrzavanje dobrih mehanickih
karakteristika [6], no TB+ komb se nije pokazala dovoljno postojanom nakon izlaganja
umjetnoj slini kiseloga pH. Eksperimentalni kompoziti su pokazali izuzetno nisku
mikrotvrdo¢u nakon uranjanja u umjetnu slinu, neovisno o trajanju osvjetljavanja. lako
je problem apsorpcije vode problem kod ACP40 zbog hidrofilnosti samog ACP [5],
niska tvrdo¢a i postojanost Sr70 ukazuju na problem u matrici te ovi materijali nemaju

zadovoljavajuc¢e mehaniCke karakteristike za kliniCku upotrebu u ortodonciji.
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5.3. Korelacije stupnja konverzije i mikrotvrdo¢e ortodontskih adhezivnih

sustava

Op¢éenito, mikrotvrdo¢a adhezivnih sustava netom po polimerizaciji pokazala je
pozitivhu, no slabu korelaciju s DC-em. Osim toga, DC nije bio zna€ajno povezan s
mikrotvrdo¢om materijala nakon mjesec dana uranjanja u umjetnu slinu. Medutim,
kada su materijali grupirani prema vremenu osvijetljavanja, i prije i nakon uranjanja,
pokazalo se da se mikrotvrdo¢a adhezivnih sustava osvjetljavanih 10 sekundi
povec¢ava s porastom DC-a, dok je kod sustava osvjetljavanih 20 sekundi trend
suprotan te je veéi DC povezan s nizom mikrotvrdo¢om. Ujedno, korelacije su pri 20
sekundi bile zna€ajno slabije nego pri 10 sekundi osvjetljavanja. To se moze objasniti
¢injenicom da su nakon 20 sekundi medu sustavima s najve¢im DC-em bili GS,
ACP40, i Sr70, materijali koji su ujedno pokazali najnize vrijednosti mikrotvrdoce.
Obzirom da su svi materijali imali ve¢i DC nakon 20 sekundi, nego pri 10 sekundi
osvjetljavanja, vjerojatno je da duzim osvjetljavanjam postizu maksimum konverzije
nakon koga ¢e mikrotvrdo¢a ovisiti o fizikalnim svojstvima polimerizirane matrice i
punila, uz sto je povezana i apsorpcija vode tijekom uranjanja, dok je visoki DC samo
posljedica reakcije polimerizacije. Suprotno tome, tijekom kraceg osvjetljavanja, kada
nije jo$ postignuta maksimalna moguca konverzija, DC je indikator nagloga
stvrdnjavanja zbog prelaska vrlo mekane monomerne paste u polimer i zbog toga je
korelacija mikrotvrdoée i DC-a u istrazivanju bila pozitivha i jaka. Ovime bi se mogla

objasniti proturje€nost rezultata dosadasnjih istrazivanja [78, 141, 176].

Korelacija DC-a i razlike u mikrotvrdoci prije i poslije izlaganja umjetnoj slini vrlo
je slaba. Porastom DC-a rasla je i razlika mikrotvrdoée, vjerojatno zato sto su ACP40
i Sr70 i prije izlaganja umjetnoj slini imali vrlo nisku tvrdoc¢u te nisu mogli postati mnogo

meksi tijekom uranjanja.
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5.4. Genotoksi¢nost ortodontskih adhezivnih sustava i njihovih komponenti

CBMN-test nije pokazao znacajne razlike u frekvenciji jezgrinin anomalija
obzirom na vrijeme osvijetljavanja kada su materijali bili grupirani u skupine kompozita,
adheziva i kombinacija. Stoga je potvrdena hipoteza da genotoksi¢nost generalno ne
ovisi o trajanju osvjetljavanja. Obzirom na heterogenost ovih skupina, analizirani su i
rezultati po pojedinachome materijalu te se kod kompozita TB+ i kombinacije TB+
komb kod kra¢eg osvjetljavanja javio zna€ajno vecéi broj binuklearnih limfocita s
pupovima. Zanimljivo je da je adheziv koji ulazi u sustav TB+ komb, TBXT bond,
pokazao suprotan rezultat, znacajno manje binuklearnih stanica s pupovima prilikom
kraceg osvjetljavanja. Obzirom da je maseni udio kompozita unutar adhezivhoga
sustava mnogo veé¢i od udjela adheziva, vjerojatno je i doprinos kompozita
genotoksi¢nosti kombinacije veci. TB+ sadrzi hidrofilni metakrilat PEGDMA zbog koga
bi, prema tvrdnjama proizvodaca, materijal trebao biti manje osjetljiv na vlaznu sredinu
prilikom polimerizacije, Sto osigurava dobru vezu bravice i zuba i u slu€aju
kontaminacije cakline slinom tijekom postave [183]. Nakon polimerizacije, PEGDMA
oblikuje hidrogel koji se istrazuje kao sintetski analog izvanstani€énoga matriksa u
pokusSaju regeneracije raznih vrsta tkiva [81] te, kao takav, nije pokazao citotoksi¢an
ucinak nad humanim glatkim miSi¢nim stanicama [101] i govedim hondrocitima [92].
Genotoksic¢an uc¢inak PEGDMA do sada nije istrazen. Obzirom da je TB+ osvjetljavan
10 sekundi pokazao i znac€ajno viSe binuklearnih stanica s pupovima od negativne
kontrole, moguce je da je razlog tome otpustanje monomera PEGDMA. TB+ i TB+
komb osvjetljavani 20 sekundi nisu se znacajno razlikovali od negativne kontrole, Sto
bi mogla biti posljedica vec¢ega DC-a i, posljedicno, manjeg otpustanja PEGDMA. S
druge strane, hidrofilna svojstva ovoga materijala trebala bi olakSati difuziju fluoridnih
iona iz punila te je njihovo otpustanje oko 500 ug/g materijala u prvome danu [183],
Sto je kod uzoraka u ovome istraZivanju, prosjec¢ne mase 5,5 mg, znacilo otpustanje
od 2,7 uyg u 5 mL staniénoga medija. Ta je koncentracija oko 2,5 puta manja od
koncentracije NaF od 10 ug/7 mL stani€nog medija koja je imala genotoksic¢an u€inak
u obliku povecanog broja izmjena sestrinskin kromatida u kulturi humanih limfocita
[119]. Obzirom da fluoridni ion €ini oko 50% mase NaF, koncentracija fluorida koja je
u navedenom istrazivanju imala genotoksi¢an u€inak zapravo je sli€na onoj koju bismo

oCekivali u naSem eksperimentu. Ipak, 70-90% mase TBXT i TB+ Cini isto stakleno
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punilo u koje su kod TB+ dodani fluoridi, a izmedu ovih materijala nije bilo zna¢ajnih
razlika u genotoksicnosti. Osim toga, logistiCka regresija koja je u obzir uzela i druge
kompozite i kombinacije s fluoridima osim TB+ (LB, LB komb, GS, GS komb, Sr70,
Sr70 komb) pokazala je da sadrzaj fluorida nije odrednica pojave mikronukleusa ni

pupova.

Generalno, svi su kompoziti, adhezivi i njihove kombinacije uzrokovali
povecanje broja binuklearnih stanica s pupovima, ali ne i s mikronukleusima. No, to je
povecanje bilo statistiCki znacajno samo za kompozit TB+ nakon 10 sekundi, adhezive
TBXT bond i LB bond nakon 20 sekundi, adhezivni sustav TB+ komb nakon 10 sekundi
te sustave ACP40 komb i Sr70 komb nakon 20 sekundi. Povecanje broja pupova
oCekivano je obzirom da izlaganje kemijskim spojevima koji uzrokuju stvaranje

epoksida dovodi do pojacanog popravka DNK.

Dok se sam kompozit ACP40 nije razlikovao od kontrole, u kombinaciji s
adhezivom TBXT bond pokazao je znagajno viSe binuklearnih stanica s pupovima u
oba vremena osvjetljavanja. Pri 10 sekundi osvjetliavanja TBXT bond se nije
razlikovao od trake na kojoj je unesen u kulturu stanica, ali je rezultat nakon 20 sekundi
bio zna€ajno veéi. Obzirom da je sustav ACP40 komb unesen bez trake, a ujedno je
ACP40 komb pokazala znacajno vecu frekvenciju binuklearnih limfocita s pupovima
od samog ACP40, moguce je da monomeri u ACP40 i TBXT bond pokazuju aditivni
ucinak i pri 10 sekundi osvjetljavanja. ACP40 je baziran najveéim dijelom na Bis-EMA,
koji je djelovao citotoksiéno na imortalizirane miSje odontoblaste i pulpne stanice, ali
znacajno slabije od Bis-GMA [17], vjerojatno stoga Sto, opcéenito, metakrilati s
hidroksilnim skupinama imaju veéi toksi¢ni potencijal [201]. Prema dosadasnjim
saznanjima, citotoksi¢nost i indukcija dvostrukih lomova DNK uzrokovane dentalnim
metakrilatima smanjuju se sljedec¢im redosliiedom: Bis-GMA > UDMA> TEGDMA >
HEMA [184]. lako jo$ uvijek nedostaju ciljana istrazivanja genotoksi¢nosti Bis-EMA,
endodontski cementi u Cijem se sastavu nalazi pokazali su bioloSki irelevantnu
genotoksic¢nost [10]. Moguée je da je u ovom istraZivanju Bis-EMA uz dodatak Bis-
GMA iz TBXT bond mogao uzrokovati pupanje iz jezgara limfocita izlozenih ACP40
komb. Kaspaza-3 ima znacajnu ulogu u nastanku mikronukleusa [43], a Bis-GMA
povec¢ava njezinu ekspresiju u misjim makrofazima RAW264.7 te je ulestalost
mikronukleusa ovisna o dozi Bis-GMA [89]. Moguce je da je koliina Bis-GMA
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otpustena iz TBXT bond bila nedovoljna da bi uzrokovala gubitke kromosoma ili
kromosomske lomove, ali je u sinergiji s Bis-EMA iz ACP40 komb dovela do poveéane
aktivnosti reparatornin mehanizama DNK. Takvom ucinku mogao je pridonijeti i
TEGDMA, koji se zbog relativno male molekularne mase lak$e otpusta nego Bis-GMA
[57]. LogistiCka regresija pokazala je kako je ACP40 znacajna odrednica pojave
pupova. Vjerojatnije je da je uzrok ostecenja i popravka DNK prisutnost Bis-EMA i

drugih monomera nego samog ACP [161].

Sr70 komb je nakon 20 sekundi osvjetliavanja pokazala znacajno vise
binuklearnih stanica s pupovima od kontrole, a sam kompozit nije imao takav ucinak.
Slicno kao kod ACP40, tome je mogao doprinijeti TBXT bond. Medutim, obzirom da je
udio punila u Sr70 mnogo veci, a genotoksic¢nost je bila prisutna samo pri duzem
osvjetljavanju, kada je DC vedi i oCekivalo bi se manje otpustanje monomera, moguce
je da je razlog tome stroncijevo stakleno punilo ili fluoridni ioni koji se u njemu nalaze.
Poznato je da moze doci do ispiranja stroncijevih i silicijevih iona u vodeni medij ili do
ispiranja stakla zbog raspadanja veze izmedu punila i matrice posredovane silanom
[152], a modifikacija stakla ionima barija ili stroncija povecava ispiranje [162, 163].
Barij-alumino-silikatno staklo induciralo je sekreciju proupalnih citokina u kulturi
humanih bronhijalnih epitelnih stanica [4], a dokazano je i aditivno djelovanje TEGDMA
[110]. GenotoksiCan i citotoksi€an ucinak stroncijevih iona ili stroncijevog oksida do
sada nije reportiran. Moguce je da TBXT, koji takoder sadrzi visoki udio punila, nije
pokazao takvo djelovanje jer se punilo kod toga kompozita sastoji samo od
silaniziranoga silicijevog dioksida bez dodataka metalnih iona.

LBF, baziran na UDMA i TEGDMA, nakon 10 sekundi osvjetljavanja pokazao je
manju frekvenciju kromosomskih anomalija od TB+ i Sr70, dok razlike nisu bile
znacajne nakon 20 sekundi osvjetljavanja. Medutim, LB, sli€noga sastava kao i LBF,
nije se razlikovao od ovih materijala. Ujedno nije bilo razlika izmedu TBXT,
formuliranoga na osnovi Bis-GMA te LB i LBF, a tako ni izmedu adheziva temeljenih

na razli¢itim metakrilatima.

Rezultati komet testa i CBMN-testa ukazuju kako ispitivani materijali nisu
inducirali ostec¢enja koja bi nadmasila potencijal mehanizama popravka. Komet test je
pokazao nasumicne varijacije u parametrima primarnog oste¢enja DNK koje nisu bile

statisticki znaCajne, stoga je ocCekivano da adhezivni sustavi nisu uzrokovali ni
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povecanje razine mikronukleusa. Jagdish et al. dokazali su citotoksi¢an ucinak raznih
ortodontskih adhezivnih sustava [74], ali na uzorcima dimenzija 2x2x8 mm koje ne
odgovaraju klini¢koj situaciji. Po dvadeset uzoraka stvarne veli€ine koristili su Gioka et
al. te su pokazali smanjenje sinteze DNK kod humanih gingivnih fibroblasta nakon
izlaganja mediju u kojem su tijekom dva mjeseca uzorci ispirani [63]. U mediju je
otkrivena TEGDMA, ali ne i Bis-GMA. Kiinicki je znaCaj ovih rezultata upitan obzirom
da je intraoralno djelovanju sline izlozen samo periferni dio adhezivog sustava ispod
bravice. Unato€ dokazanom citotoksicnom i genotoksi€nom ucinku metakrilatnih
monomera, vjerojatno je da su koli€ine koje se otpustaju iz ortodontskih kompozitnih
sustava nedostatne da bi uzrokovale bioloski relevantne promjene DNK. Osim toga,
oralni epitel koji je izloZen monomerima neprestano se obnavlja, uz prosje¢no vrijeme
potpune zamjene stanica od 14 dana [164]. Potencijalni problem ostaje bisfenol A,
nusproizvod degradacije Bis-GMA, koji djeluje estrogeno u zivotinjskim modelima [1,
135], te se pojavljuje u slini i urinu nakon postave edgewise naprave, ali u dozama
nizima od tolerabilnih [118]. Potrebno je istraziti nove formulacije matrice bez Bis-GMA

koje bi imale dobra mehanicka svojstva [126].

110



5.5. Korelacija stupnja konverzije i genotoksiénosti ortodontskih adhezivnih

sustava

Za sve adhezivne sustave i one osvijetljavane 10 sekundi, DC je pozitivno i
snazno korelirao s brojem binuklearnih stanica s mikronukleusima. Ovu korelaciju
treba oprezno interpretirati jer DC ni vrijeme osvjetljavanja nisu zna€ajne odrednice
pojave mikronukleusa, a i usporedba s kontrolom pokazala je da frekvencija
mikronukleusa kod adhezivnih sustava nije znacajno veca. Stoga se ne moze zakljuciti

da je veci DC povezan s ve¢om genotoksi¢nosti.
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6. ZAKLJUCCI

Razlike u stupnju konverzije izmedu samih kompozita i njihovih kombinacija s
adhezivima bile su znacajne, Sto znacCi da je potrebno ispitivati obje kliniCki prisutne

komponente.

Svi ispitivani adhezivni sustavi postigli su veci stupanj konverzije nakon 20

sekundi osvjetljavanja.

Sustavi s veéim udjelom UDMA i TEGDMA imaju veéi stupanj konverzije od

sustava s vec¢im udjelom Bis-GMA.

Eksperimentalni adhezivni sustav s dodatkom ACP postize veci stupan;
konverzije od eksperimentalnoga sustava s inertnim staklenim punilom koji sadrZi
fluoride. Oba materijala imaju izuzetno malu tvrdo¢u i nisu primjereni za klini¢ku

upotrebu u ortodonciji.

Ortodontski adhezivni sustavi ne uzrokuju lomove lanaca DNK ni formiranje

mikronukleusa.

Genotoksi¢nost nije povezana s trajanjem osvjetliavanja ni sa stupnjem
konverzije. Sadrzaj fluorida u adhezivnhom sustavu nije povezan s povecanim

stvaranjem pupova. Bioaktivni ACP40 povecava izgled za nastanak pupova.

Materijali s ve¢im udjelom UDMA i TEGDMA nemaju veci genotoksi¢ni u€inak
od onih baziranih na Bis-GMA.

Ortodontski adhezivni sustavi dovode do povecane aktivhosti mehanizama

popravka DNK, ali njihovo genotoksi¢no djelovanje je bioloski irelevantno.
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ILUSTRACIIE

Popis slika

Slika 1. Estetika zubi prije i poslije ortodontske terapije.

Slika 2. Fiksna naprava edgewise tipa s a) metalnim i b) kerami¢kim bravicama.

Slika 3. Bijele mrljaste lezije zuba.

Slika 4. Kemijska struktura monomera Bis-GMA, TEGDMA i UDMA. Preuzeto iz

reference [12].

Slika 5. Prikaz dvaju nukleoida limfocita. (A) stanica bez genomskih oStecenja, (B)

stanica s ostecenjima DNA, uz prikaz duzine glave i repa.

Slika 6. Oste¢enja DNA koja se mogu otkriti komet testom: a) jednolancani i dvolancani

lom, b) mjesta osjetljiva na luznate uvjete koja se pri pH>13 prevode u lomove DNK.

Slika 7. Citohalazinom B blokirani mikronukleus test, izgled stanica pod opti¢kim
mikroskopom. Jezgrine anomalije u binuklearnim limfocitima: a) mikonukleus (gornja

stanica), b) most, c) pup.
Slika 8. Polozaj lampe neposredno prije osvjetljavanja uzoraka.

Slika 9. Analiza povrsina vrpci C=C veza i benzena na nepolimeriziranim (gore) i
polimeriziranim (dolje) uzorcima u programu OPUS (Bruker Corporation, Billerica,
SAD). Superponirane su vrpce za deset uzoraka. Vidljivo je smanjenje u povrSinama
vrpca C=C veza kod polimeriziranih uzoraka, dok su povrSine vrpci benzena ostale

jednake.

Slika 10. Razdioba stupnja konverzije (DC) izmedu ispitivanih kompozita pri 10 sekundi

osvjetljavanja

Slika 11. Razdioba stupnja konverzije (DC) izmedu ispitivanih kompozita pri 20 sekundi

osvjetljavanja.

Slika 12. Razdioba stupnja konverzije (DC) izmedu ispitivanih adheziva pri 10 sekundi

osvjetljavanja.

Slika 13. Razdioba stupnja konverzije (DC) izmedu ispitivanih skupina adheziva pri 20

sekundi osvjetljavanja.
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Slika 14. Razdioba stupnja konverzije (DC) izmedu ispitivanih kombinacija kompozita

i adheziva pri 10 sekundi osvjetljavanja.

Slika 15. Razdioba stupnja konverzije (DC) izmedu ispitivanih skupina kombinacija

kompozita i adheziva pri 20 sekundi osvjetljavanja.
Slika 16. Usporedba stupnja konverzije (DC) kompozita osvjetljavanih 10 i 20 sekundi.
Slika 17. Usporedba stupnja konverzije (DC) adheziva osvijetljavanih 10 i 20 sekundi.

Slika 18. Usporedba stupnja konverzije (DC) kombinacija kompozita i adheziva

osvjetljavanih 10 i 20 sekundi.

Slika 19. Usporedba stupnja konverzije (DC) izmedu kompozita i kombinacija

osvjetljavanih 10 sekundi.

Slika 20. Usporedba stupnja konverzije (DC) izmedu kompozita i kombinacija

osvjetljavanih 20 sekundi.

Slika 21. Razdioba mikrotvrdo¢e (uH) prije uranjanja, unutar istoga materijala, izmedu

osvjetljavanja od 10 i 20 sekundi.

Slika 22. Razdioba mikrotvrdo¢e (uH) poslije uranjanja, unutar istoga materijala,

izmedu osvjetljavanja od 10 i 20 sekundi.

Slika 23. Korelacija stupnja konverzije (DC) i mikrotvrdo¢e (uH) prije uranjanja za

kombinacije u oba vremena osvjetljavanja.

Slika 24. Korelacija stupnja konverzije (DC) i mikrotvrdo¢e (uH) prije uranjanja za

kombinacije osvjetljavane 10 sekundi.

Slika 25. Korelacija stupnja konverzije (DC) i mikrotvrdo¢e (uH) prije uranjanja za

kombinacije osvjetljavane 20 sekundi.

Slika 26. Korelacija stupnja konverzije (DC) i mikrotvrdo¢e (uH) poslije uranjanja za
kombinacije osvjetljavane 10 sekundi.

Slika 27. Korelacija stupnja konverzije (DC) i mikrotvrdo¢e (pH) poslije uranjanja za

kombinacije osvjetljavane 20 sekundi.
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Slika 28. Korelacija prosje¢nog stupnja konverzije (DC) s promjenom mikrotvrdoée
(HH).
Slika 29. Korelacija prosjecnog stupnja konverzije (DC) i proporcije binuklearnih

stanica s mikronukleusom (BN s MN) za sve kombinacije kompozita i adheziva.

Slika 30. Korelacija prosjec¢noga stupnja konverzije (DC) i proporcije binuklearnih
stanica s mikronukleusom (BN s MN) za kombinacije kompozita i adheziva

osvjetljavane 10 sekundi.
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Popis tablica
Tablica 1. Kompoziti i adhezivi koriSteni u istrazivanju (prema deklaraciji proizvodaca)

Tablica 2. Deskriptivna statistika za stupanj konverzije (DC) s naznacenim znacajnim

razlikama izmedu kompozita pri 10 sekundi osvjetljavanja

Tablica 3. Deskriptivna statistika za stupanj konverzije (DC) s naznacenim znacajnim

razlikama izmedu kompozita pri 20 sekundi osvjetljavanja

Tablica 4. Deskriptivna statistika za stupanj konverzije (DC) s naznacenim znacajnim

razlikama izmedu adheziva pri 10 sekundi osvjetljavanja

Tablica 5. Deskriptivna statistika za stupanj konverzije (DC) s naznacenim znacajnim

razlikama izmedu adheziva pri 20 sekundi osvjetljavanja

Tablica 6. Deskriptivna statistika za stupanj konverzije (DC) s naznacenim znacajnim

razlikama izmedu kombinacija kompozita i adheziva pri 10 sekundi osvjetljavanja

Tablica 7. Deskriptivna statistika za stupanj konverzije (DC) s naznacenim znacajnim

razlikama izmedu kombinacija kompozita i adheziva pri 20 sekundi osvjetljavanja
Tablica 8. Razlike u stupnju konverzije (DC) izmedu ACP40 i Sr70

Tablica 9. Deskriptivna statistika za mikrotvrdo¢u (uH) kombinacija osvjetljavanih 10

sekundi prije i poslije uranjanja u umjetnu slin

Tablica 10. Deskriptivna statistika za mikrotvrdo¢u (uH) kombinacija osvjetljavanih 20

sekundi prije i poslije

Tablica 11. Indeks diobe jezgara za pozitivhu i negativhu kontrolu te sve ispitivane

materijale obzirom na vrijeme osvijetljavanja

Tablica 12. Rezultati citohalazinom B blokiranog mikronukleus testa za pozitivhu i

negativnu kontrolu

Tablica 13. Broj stanica s mikronukleusom, jezgrinim pupom ili nukleoplazmatskim

mostom na 2000 pregledanih binuklearnih stanica po materijalu

Tablica 14. Broj stanica s mikronukleusom, jezgrinim pupom, odnosno

nukleoplazmatskim mostom na 2000 pregledanih binuklearnih stanica po kompozitu
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Tablica 15. Broj stanica s mikronukleusom, jezgrinim pupom, odnosno

nukleoplazmatskim mostom na 2000 pregledanih binuklearnih stanica po adhezivu

Tablica 16. Broj stanica s mikronukleusom, jezgrinim pupom, odnosno
nukleoplazmatskim mostom na 2000 pregledanih binuklearnih stanica po kombinaciji

kompozita i adheziva

Tablica 17. Deskriptivna statistika za broj binuklearnih stanica s mikronukleusom kod

svih materijala nakon 10 i 20 sekundi osvjetljavanja

Tablica 18. Deskriptivha statistika za broj binuklearnih stanica s pupom kod svih

materijala nakon 10 i 20 sekundi osvjetljavanja uz naznacene znacajne razlike

Tablica 19. Deskriptivna statistika za binuklearne stanice s nukleoplazmatskim

mostom kod svih materijala nakon 10 i 20 sekundi

Tablica 20. Razdioba frekvencija binukelarnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih

stanica s pupom uz naznacene razlike izmedu kompozita osvjetljavanih 10 sekundi

Tablica 21. Razdioba frekvencija binukelarnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih

stanica s pupom kod kompozita osvjetljavanih 20 sekundi

Tablica 22. Razdioba frekvencija binukelarnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih

stanica s pupom kod adheziva osvjetljavanih 10 sekundi

Tablica 23. Razdioba frekvencija binukelarnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih

stanica s pupom uz naznacene razlike izmedu adheziva osvjetljavanih 20 sekundi

Tablica 24. Razdioba frekvencija binukelarnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih
stanica s pupom uz naznacene razlike izmedu kombinacija kompozita i adheziva

osvjetljavanih 10 sekundi

Tablica 25. Razdioba frekvencija binukelarnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih
stanica s pupom uz naznacene razlike izmedu kombinacija kompozita i adheziva

osvjetljavanih 20 sekundi

Tablica 26. Razlike u frekvenciji binuklearnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih
stanica s pupom izmedu kompozita i kombinacije istog kompozita s odgovaraju¢im

adhezivom pri 10 sekundi osvjetljavanja
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Tablica 27. Razlike u frekvenciji binuklearnih stanica s mikronukleusom i binuklearnih
stanica s pupom izmedu kompozita i kombinacije istoga kompozita s odgovarajuéim

adhezivom pri 20 sekundi osvjetljavanja

Tablica 28. Razlike u broju mikronukleusa u stanicama s mikronukleusima izmedu

kompozita i negativne kontrole u oba vremena osvjetljavanja

Tablica 29. Razlike u broju mikronukleusa u stanicama s mikronukleusima izmedu

adheziva i negativne kontrole u oba vremena osvijetljavanja

Tablica 30. Razlike u broju mikronukleusa u stanicama s mikronukleusima izmedu

kombinacija i negativne kontrole u oba vremena osvjetljavanja

Tablica 31. Razlike u broju binuklearnih stanica s mikronukleusima izmedu

eksperimentalnih kompozita ACP40 i Sr70

Tablica 32. Pearsonove korelacije prosje¢nog stupnja konverzije (DC) s proporcijom
binuklearnih stanica s mikronukleusom te prosje¢nog stupnja konverzije s proporcijom

binuklearnih stanica s pupom
Tablica 33. Rezultati logisticke regresije za prisustvo binuklearnih stanica s pupom

Tablica 34. Rezultati logistiCke regresije za prisustvo binuklearnih stanica s pupom uz

kontrolu ostalih varijabli

Tablica 35. Razlike u rezultatima komet testa izmedu pozitivne i negativne kontrole
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POPIS POKRATA

puH
25Q-75Q
4E

95% ClI

ACP

ACP40
ACP40 komb

ATR
Bis-EMA
Bis-GMA
BN s MN
BN s NB
BN s NPB
CBPI
CQ

DC

DNK
EMS
FISH

FTIR spektroskopija

GS
GS komb

HEMA
ISO

LB

LB bond
LB komb

mikrotvrdo¢a

interkvartilni raspon

etil-4- (dimetilamino) benzoat

95% interval pouzdanosti

amorfni kalcijev fosfat

eksperimentalni kompozit s 40% masenim udjelom ACP
adhezivni sustav koji se sastoji od eksperimentalnog
kompozita s 40% masenim udjelom ACP i adheziva
Transbond XT

tehnika prigusene totalne refleksije

etoksilirani bisfenol-A-glicidil-dimetakrilat
bisfenol-A-glicidil-dimetakrilat

binuklearna stanica s mikronukleusom

binuklearna stanica s pupom

binuklearna stanica s mostom

indeks diobe jezgara

kamforkinon

stupanj konverzije

deoksiribonukleinska kiselina

etilmetanosulfonat

fluorescentna in situ hibridizacija

infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom
kompozit Geristore

adhezivni sustav koji se sastoji od kompozita Geristore i
adheziva Tenure

hidroksietil-metakrilat

Medunarodna organizacija za standardizaciju

kompozit Light Bond

adheziv Light Bond Sealant

adhezivni sustav koji se sastoji od kompozita Light Bond i
adheziva Light Bond Sealant
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LBF
LBF bond
LBF komb

LED

LMP
MAA
MEP
NMP

PBS
PEGDMA
RDB
REACH

SBS
SD
Sr70

Sr70 komb

TB+

TB+ komb

TBXT

TBXT bond

TBXT komb

TEGDMA
UDMA

kompozit Light Bond s fluoridom

adheziv Light Bond Sealant s fluoridom

adhezivni sustav koji se sastoji od kompozita Light Bond
s fluoridom i adheziva Light Bond Sealant s fluoridom
visoko sjajne svjetlece diode

nisko taliste

metakrilna kiselina

metakriloksietil-ftalat

normalno taliste

otopina fosfatnog pufera

polietilenglikol-dimetakrilat

udio dvostrukih veza preostalih u uzorku nakon konverzije
Uredba Europskog parlamenta i Vije¢a 1907/2006 o
registraciji, evaluaciji, autorizaciji i ogranicavanju
kemikalija

posmicna ¢vrstoca veze

standardna devijacija

eksperimentalni kompozit sa 70% masenim udjelom
stroncijevog stakla

adhezivni sustav koji se sastoji od eksperimentalnog
kompozita sa 70% masenim udjelom stroncijevog stakla i
adheziva Transbond XT

kompozit Transbond Plus

adhezivni sustav koji se sastoji od kompozita Transbond
Plus i adheziva Transbond XT Primer

kompozit Transbond XT

adheziv Transbond XT Primer

adhezivni sustav koji se sastoji od kompozita Transbond
XT i adheziva Transbond XT Primer
trietilen-glikol-dimetakrilat

uretan-dimetakrilat
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ZIVOTOPIS

OSOBNE OBAVIJESTI

Ime

Adresa

Telefon

Faks

E-posta

Maticni broj iz Upisnika
znanstvenika

0]]=]

Nacionalnost
Drzavljanstvo
Datum rodenja

Obiteljski status

RADNO ISKUSTVO

e Datum (od — do)

* Naziv i sjediSte tvrtke
zaposlenja

* Vrsta posla ili podrucje
e Zanimanije i polozaj koji
obnasa

* Osnovne aktivnosti i

odgovornosti

Magda Trinajsti¢ Zrinski

Vatroslava Lisinskoga 2, HR-51000 Rijeka
+385 51 345 638

+385 51 345 630
magda.zrinski@medri.uniri.hr

339951

91568251752

hrvatska

hrvatsko

20. rujna 1987.

udana, suprug Kiristijan, kéi Petra (2015.)

Od 2013. do danas

Katedra za ortodonciju Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Rijeci, KreSimirova 40, Rijeka
suradnik u nastavi

asistent

sudjelovanje u nastavi na predmetima
Antropometrija i kefalometrija, Dentalna
fotografija, Dentalno javno zdravstvo, Uvod u

dentalnu medicinu, Pretklinicka ortodoncija,
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* Datum (od — do)

* Naziv i sjediSte tvrtke
zaposlenja

* Vrsta posla ili podrucje
* Zanimanije i polozaj koji
obnasa

¢ Osnovne aktivnosti i

odgovornosti

SKOLOVANJE | IZOBRAZBA

* Datum (od — do)
* Naziv i vrsta obrazovne
ustanove

» Osnovni predmet

/zanimanje

* Naslov postignut

obrazovanjem

» Stupanj nacionalne

kvalifikacije (ako postoji)

* Datum (od — do)
» Naziv i vrsta obrazovne
ustanove

» Osnovni predmet

/zanimanje

KliniCka ortodoncija, Interdisciplinarna

ortodoncija.

znanstveni rad u podrucju ortodoncije.

Od 2012. do 2013.

Ordinacija dentalne medicine Marina Zrinski
Mlacovic¢, dr. med. dent.

ordinacija polivalentne dentalne medicine

doktorica dentalne medicine

pripravnicki staz

Od 2006. do 2011.

Medicinski fakultet Sveucilista u Rijeci

Integrirani preddiplomski i diplomski sveucilidni

studij Dentalna medicina

doktorica dentalne medicine

VSS

Od 2002. do 2006.

Prva suSacka hrvatska gimnazija u Rijeci

opéi smjer
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* Naslov postignut
obrazovanjem

 Stupanj nacionalne
kvalifikacije (ako postoji)
* Datum (od — do)

* Naziv i vrsta obrazovne
ustanove

* Osnovni predmet

/zanimanje

* Naslov postignut

obrazovanjem

« Stupanj nacionalne

kvalifikacije (ako postoji)

* Datum (od — do)

* Naziv i vrsta obrazovne
ustanove

» Osnovni predmet
/zanimanje

* Naslov postignut
obrazovanjem

* Stupanj nacionalne

kvalifikacije (ako postoji)

SSS

Od 2004. do 2005.

Bedgebury School, Kent TN17 2SH (Ujedinjeno
Kraljevstvo)

komunikologija, umjetnost, povijest, kemija

Advanced Subsidiary (AS) Level

Od 30. srpnja do 10. kolovoza 2012.

Odjel za parodontologiju, SveuciliSna bolnica
Sveucilista u Heidelbergu (Njemacka)
Medunarodna ljetna Skola parodontologije i

implantologije

140



OSOBNE VJESTINE |
SPOSOBNOSTI

Stec¢ene radom/zivotom,
karijerom, a koje nisu
potkrijepljene potvrdama i

diplomama.

MATERINJI JEZIK

DRUGI JEZICI

* sposobnost Citanja
* sposobnost pisanja
* sposobnost usmenog

izraZzavanja

* sposobnost Citanja
* sposobnost pisanja
* sposobnost usmenog

izraZzavanja

* sposobnost Citanja
* sposobnost pisanja
* sposobnost usmenog

izrazavanja

SOCIJALNE VJESTINE |
SPOSOBNOSTI

C2
C2
C2

C2
C1
C1

A2
Al
Al

hrvatski

engleski
iskusni korisnik
iskusni korisnik

iskusni korisnik

talijanski
iskusni korisnik
iskusni korisnik

iskusni korisnik

francuski
pocetnik
pocetnik

pocetnik

- stipendistica Foruma za slobodu odgoja u Skolskoj
godini 2004./2005;
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Zivljenje i rad s drugim
liudima u visekulturnim
okolinama gdje je
znacajna komunikacija,
gdje je timski rad osnova
(npr. u kulturnim ili

sportskim aktivnostima).

- britanski certifikat AS razine iz komunikologije;
iskustvo adaptacije na nove i viSekulturalne sredine
steCeno pohadanjem Skole u Ujedinjenom
Kraljevstvu;

- usavrSavanje na poslovima prijave i menadzmenta
projekata financiranih iz fondova EU u okviru
Programa za cjeloZivotno ucenje — Leonardo da
Vinci, projekta ICroME, Venice International
University u Veneciji, lipanj 2014.

- u sklopu Erasmus stipendije za mobilnost
nastavnog osoblja u akademskoj godini 2016./2017.
boravila na Odjelu za ortodonciju Sveucilista u
Trstu, rujan 2017.

Sudjelovanje u znanstvenim projektima

- od 2013. do 2017.- istrazivaC na projektu
,Prediktivni Cimbenici uspjeha ortodontske terapije u
djece i adolescenata“ (13.06.2.1.53), glavnog
istrazivaca Stjepana Spalja pri Sveuéilistu u Rijeci

- od 2016. istrazivaC na projektu ,munosne i
regenerativne  implikacije  korozije  dentalnih
materijala u djece i adolescenata“® glavnog
istrazivaca Stjepana Spalja, pri Hrvatskoj zakladi za
znanost

- od 2018. istraziva¢ na projektu ,Bioaktivni dentalni
materijali — modulacija aktivne matrice radi
unapredenja klinicke ucinkovitosti i redukcije
oStec¢enja DNK* (18.07.2.2.03.) glavnog istrazivaca
Visnje Kati¢

Clanstvo u strukovnim udruZenjima:

- Hrvatska komora dentalne medicine (od 2013.)

- European Orthodontic Society (od 2013.)
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ORGANIZACIJSKE
VJESTINE |
SPOSOBNOSTI

Npr. koordinacija i
upravljanje osobljem,
projektima, financijama;
na poslu, u dragovoljnom
radu (npr. u kulturi i
Sportu) i kod kuce, itd.

TEHNICKE VJESTINE |
SPOSOBNOSTI
S ra¢unalima, posebnim
vrstama opreme,

strojeva, itd.

UMJETNICKE
VJESTINE |
SPOSOBNOSTI
Glazba, pisanje, dizajn,
itd.

DRUGE VJESTINE |
SPOSOBNOSTI
Sposobnosti koje nisu

gore navedene.

- volontiranje na 9. svjetskom bioetiCkom kongresu u
Rijeci, rujan 2008.

-sudionik organizacije teCajeva trajnog usavrSavanja
i Medunarodne ljetne Skole ortodoncije SveuciliSta u

Rijeci

Rad na raCunalu, korisniCka programska podrska
(MS Office, Corel Draw, Last 2000, AudaxCeph,
Moodle), programska podrSka za statistiku
(StatSoft, SPSS)

Rukovanje rtg-rvg sustavom Carestream, strojna
obrada korijenskih kanala sustavom Reciproc,
rukovanje sustavom ortodontskih miniimplantata

Forestadent

sviranje gitare, fotografija

Nagrade i priznanja:

- dekanove nagrade najboljoj studentici studija
dentalne medicine 2007., 2008. i 2009. godine

- izabrana na natje¢aju MZOS za 20 najboljih
kandidata za asistenta na razini Hrvatske 2013.

godine
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VOZACKA DOZVOLA

DODATNE OBAVIJESTI

- nagrada za najpbolju mladu znanstvenicu
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci 2015.
godine u kategoriji klinickih medicinskih znanosti,

dentalne medicine i javnog zdravstva

B kategorija

Autorica/koautorica 11 znanstvenih radova u

Casopisima indeksiranim u bazi CC
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POPIS RADOVA

Izvorni znanstveni i pregledni radovi u Casopisima indeksiranim u bazi CC (10)
Radovi prihvaceni za objavljivanje u ¢asopisima indeksiranim u bazi CC (1)
Radovi prihvaceni za objavljivanje u ¢asopisima indeksiranim u bazi SCIE (1)
SaZeci u zbornicima i Casopisima (9)

Druga sudjelovanja na skupovima (6)

Izvorni znanstveni i pregledni radovi u ¢asopisima indeksiranim u bazi CC

. Manevska I, Pavlic A, Katic V, Trinajstic Zrinski M, Drevensek M, Spal] S.
Satisfaction with facial profile aesthetics: are norms overrated? Int J Oral
Maxillofac Surg 2018;47:72-78.

. Varga S, Spalj S, Anic Milosevic S, Lapter Varga M, Mestrovic S, Trinajstic
Zrinski M, Slaj M. Changes of bite force and occlusal contacts in the retention
phase of orthodontic treatment: A controlled clinical trial. Am J Orthod
Dentofacial Orthop 2017;152:767-777.

. Pavlic A, Trinajstic Zrinski M, Katic V, Spalj S. Neoclassical canons of facial

beauty: Do we see the deviations? J Craniomaxillofac Surg 2017;45:741-747.

. Katalinic A, Trinajstic Zrinski M, Roksandic Vrancic Z, Spalj S. Influence of
manual screwdriver design in combination with and without predrilling on

insertion torque of orthodontic mini-implants. Implant Dent 2017;26:95-100.

. Spalj S, Novsak A, Bilobrk P, Katic V, Trinajstic Zrinski M, Pavlic A. Mediation
and moderation effect of the big five personality traits on the relationship
between self-perceived malocclusion and psychosocial impact of dental
esthetics. Angle Orthod 2016;86:413-420.

. Gavric A, Mirceta D, Jakobovic M, Pavlic A, Trinajstic Zrinski M, Spalj S.
Craniodentofacial characteristics, dental esthetics-related quality of life, and
self-esteem. Am J Orthod Dentofacial Orthop 2015;147:711-718.
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7. Novsak D, Trinajstic Zrinski M, Spalj S. Machine-driven versus manual
insertion mode: influence on primary stability of orthodontic mini-implants.
Implant Dent 2015;24:31-36.

8. Lukez A, Pavlic A, Trinajstic Zrinski M, Spalj S. The unique contribution of
elements of smile aesthetics to psychosocial well-being. J Oral Rehabil
2015;42:275-281.

9. Spalj S, Peric D, Mlacovic-Zrinski M, Bulj M, Plancak D. Predictive value of
dental readiness and psychological dimensions for oral health-related quality of
life in Croatian soldiers: a cross-sectional study. Croat Med J 2012;53:461-469.

10.Spalj S, Mlacovic-Zrinski M, Tudor Spalj V, Ivankovic Buljan Z. In-vitro
assessment of oxidative stress generated by orthodontic archwires. Am J
Orthod Dentofacial Orthop 2012;141:583-589.

Radovi prihvaceni za objavljivanje u ¢asopisima indeksiranim u bazi CC

1. Trinajstic Zrinski M, Miljanic S, Peros K, Turco G, Contardo L, Spalj S. Fluoride
release and recharge potential of remineralizing orthodontic adhesive systems.

Fluoride 2018; prihvacen za objavljivanje

Radovi prihvaceni za objavljivanje u ¢asopisima indeksiranim u bazi SCIE

1. Popovic Z, Trinajstic Zrinski M, Spalj S. Orthodontists' clinical experience is
the most significant predictor of retention protocol — a survey from Croatia. Acta

Clinica Croatica 2018; prihvacen za objavljivanje

SazZeci u zbornicima i Casopisima

1. Kati¢ V, Ringi¢ Mlinari¢ M, Trinajsti¢ Zrinski M, Pavli¢ A, épalj S. Working

properties of nickel-titanium archwires after corrosion in oral antiseptics and
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saliva. European Journal of Orthodontics Book of Abstracts Edinburgh, Velika

Britanija, 2018. (poster, medunarodna recenzija, sazetak, znanstveni)

. Spalj S, Trinajstié Zrinski M, Pero$ K, Turco G, Contardo L. Fluoride release
potential of bioactive orthodontic adhesive systems. European Journal of
Orthodontics Book of Abstracts Stockholm, Svedska, 2016. (poster,

medunarodna recenzija, saZetak, znanstveni)

. Pavlié A, Kati¢ V, Trinajsti¢ Zrinski M, Spalj S. Neoclassical canons in today’s
faces of adolescents and young adults and potential psychosocial
repercussions of deviations from canons. European Journal of Orthodontics
Book of Abstracts Venecija, Italija, 2015. (poster, medunarodna recenzija,

sazetak, znanstveni)

. Trinajstié Zrinski M, Miljanic S, Marovi¢ D, Zeljezi¢ D, Spalj S. Orthodontic
adhesives of new formulation — investigation of polymerisation rate and
biocompatibility. European Journal of Orthodontics Book of Abstracts Venecija,

Italija, 2015. (poster, medunarodna recenzija, sazetak, znanstveni)

. Miskovi¢ |, Muhvi¢ Urek M, Glazar I, Mlacovié-Zrinski M, Prpi¢ J, Kui§ D,
Pezelj-Ribari¢ S. Soft laser, chewing gum and citric acid effects on salivation.
Journal of Dental Research Book of Abstracts Dubrovnik, Hrvatska, 2014.

(poster, medunarodna recenzija, sazetak, struéni)

. Pavlié¢ A, Mlacovié-Zrinski M, Kati¢ V, Spalj S. Do personality traits mediate
the relationship between craniodentofacial features and self- esteem?
European Journal of Orthodontics Book of Abstracts VarSava, Poljska, 2014.

(poster, medunarodna recenzija, sazetak, znanstveni)

. Mlacovié-Zrinski M, Pavli¢ A, Kati¢ V, Spalj S. Do personality traits affect the
relationship between malocclusion and the psychosocial impact of dental
aesthetics? European Journal of Orthodontics Book of Abstracts VarSava,

Poljska, 2014. (predavanje, medunarodna recenzija, sazetak, znanstveni)

. Kati¢ V, Mlacovié-Zrinski M, Pavlié A, Spalj S. Orthognathic quality of life,

craniodentofacial characteristics and personality traits. European Journal of
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Orthodontics Book of Abstracts VarSava, Poljska, 2014. (poster, medunarodna

recenzija, sazetak, znanstveni)

9. Mlacovié-Zrinski M, Spalj S, Ivankovi¢ Buljan Z, Mady Mari¢i¢ B. In vitro
oxidative stress induced by orthodontic archwires. Book of Abstracts, American
Association of Orthodontists. Honolulu, Hawaii, SAD, 2012. (poster,

medunarodna recenzija, sazetak, znanstveni)

Druga sudjelovanja na skupovima

1. Pavli¢ A, Trinajsti¢ Zrinski M, Kati¢ V, Spalj S. Association of malocclusion
with body image, self- esteem and quality of life. Drugi medunarodni kongres
Hrvatskog ortodontskog drustva Zagreb, Hrvatska, 2016. (poster, domaca

recenzija, sazetak, znanstveni)

2. Trinajstié Zrinski M, Miljani¢ S, Spalj S. Polymerisation rate of various
orthodontic adhesive systems in relation to curing time. 12th National Congress
Italian Academy of Orthodontics Rim, ltalija, 2015. (poster, medunarodna

recenzija, neobjavljeni rad, znanstveni)

3. épalj S, élaj M, Pavli¢ A, Trinajsti¢ Zrinski M, Kati¢ V, Roksandi¢ Vranci¢ Z.
Validity and reliability of the Croatian version of the Child Perception
Questionnaire 11-14. 1. medunardni kongres Stomatoloskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu Zagreb, Hrvatska, 2015. (poster, domacéa recenzija,

sazetak, znanstveni)

4. Mlacovié-Zrinski, M. Usne i estetika osmijeha. Estetika osmijeha: analiza
problema i vizualizacija rjeSenja Rijeka, Hrvatska, 2014. (predavanje,

neobjavljeni rad, pp prezentacija, strucni)

5. Lukez A, Pavli¢ A, Mlacovié-Zrinski M, Spalj S. Unique contribution of
elements of smile esthetics to psychosocial well-being. 4th virtual world dental
congress of dental students Zagreb, Hrvatska, 2014. (predavanje,

medunarodna recenzija, pp prezentacija, znanstveni)
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6. Popovi¢ Z, Mlacovié-Zrinski M, Spalj S. Razlike u retencijskim protokolima
ortodonata u Hrvatskoj. Kongres studenata dentalne medicine s medunarodnim
sudjelovanjem Rijeka, Hrvatska, 2013. (predavanje, domaca recenzija, pp

prezentacija, znanstveni)
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