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Sazetak

Kvasac Saccharomyces cerevisiae godinama se koristi kao modelni organizam u cijelom
nizu istrazivanja. Tako se koristi 1 za proucavanje molekularnih mehanizama oksidativnog
stresa te za proucavanje uc¢inaka metalnih iona na metabolicku aktivnost stanica. Danas postoje
raznolike tehnologije i materijali koji se koriste u dentalnoj medicini. Glavne karakteristike
,,dobrih* dentalnih materijala su biokompatibilnost i fizikalne kvalitete (mehanicka i termicka
otpornost). Dentalne legure u sebi naj¢e$¢e sadrze nikal, titanij, krom, molibden, kobalt i sl.
Poznato je da je nikal najalergeniji metal, da je krom ¢esto povezivan s oksidativnim stresom,
no i ostali metali koji se nalaze u dentalnim legurama mogu biti potencijalno toksi¢ni. Legure
"rematitan" i "remanium" ¢esto se koriste u izradi dentalnih lukova zbog svoje superelasti¢nosti,
biokompatibilnosti i lakog rukovanja prilikom postavljanja ortodontskog aparata. U ovom
istrazivanju proucavano je kako ¢e stanice kvasca reagirati na ione metala koji se otpustaju iz
dentalnih lukova ,,rematitan® i ,,remanium* te kakva ¢e biti njihova metabolicka aktivnost ako
su izloZzeni ovim ionima. Za odredivanje metabolicke aktivnosti koriSteni su: test stani¢ne
proliferacije (XTT test), ,,Live/Dead Yeast Viability kit te AO/PI boja koja se koristi za
brojanje stanica na LUNA-FL™ uredaju. Krivulja rasta stanica kvasca, tretiranih i netretiranih,
vecéeg je porasta i pravilnijeg oblika kod stanica uzgajanih na YPD hranjivoj podlozi nego kod
stanica uzgajanih u umjetnoj slini. U tom slucaju stanice su imale minimalan, ¢ak i zanemariv
porast. Kod stani¢ne proliferacije primije¢eno je da promjena medija ima utjecaj na odgovor
stanica obaju sojeva kvasca. Divlji soj kvasca razvije odredenu toleranciju i povecava se broj
stanica bez obzira $to u umjetnoj slini nema hranjivih tvari poput Secera. Metabolicki aktivnih
stanica, odredenih FUN-1 bojom, podjednako je kod oba tretmana (,,rematitan® i ,,remanium®),
dok je nesto manji udio metabolic¢ki poremecenih stanica kod tretmana ,,rematitan‘-om. Stanice
tretirane metalnim ionima mijenjaju oblik i veli¢inu te rastu u nakupinama (,,klasteri*). Metalni

ioni koji su se otpustali iz ortodontskih lukova 7 dana pokazali su najvecu toksi¢nost.

Kljuéne rijeci: ortodontski lukovi, ioni metala, Saccharomyces cerevisiae, metaboli¢ka

aktivnost, oksidativni stres.



Summary

Yeast Saccharomyces cerevisiae has been used for years as a model organism in a number
of studies. Thus, it is also used to study the molecular mechanisms of oxidative stress and to
study the effects of metal ions on the metabolic activity of cells. Today, there are a variety of
technologies and materials used in dentistry. The main characteristics to be considered in
material selection are biocompatibility and quality. Dental alloys usually contain nickel,
titanium, chromium, molybdenum, cobalt, etc. It is already known that nickel is the most
allergenic metal, chromium is often associated with oxidative stress, but other metals found in
dental alloys can as well be potentially toxic. Alloys "rematitan” and "remanium" are often used
in the manufacture of dental arches due to their super-elasticity, biocompatibility and easy
handling when installing an orthodontic appliance. In this study, it was studied how yeast cells
will react to metal ions released from the dental arches "rematitan™ and "remanium” and what
will be their metabolic activity if they are exposed to these ions. To determine metabolic
activity, the following were used: cell proliferation test (XTT test), ,,Live/Dead Yeast Viability
kit and AOPI dye used to count cells on the LUNA-FL™ device. The growth curve of yeast
cells, treated and untreated, is larger and more regular in cells grown on YPD nutrient medium
than in cells grown in artificial saliva. In this case, the cells had a minimal, even negligible
increase. In cell proliferation, a change in medium has been observed to affect the cell response
of both strains of yeast. The wild strain of yeast develops a certain tolerance and increases the
number of cells despite the fact that there are no nutrients such as sugar in artificial saliva.
Metabolically active cells, determined by FUN-1 color, are the same in both treatments
("rematitan” and "remanium™), while a slightly lower proportion of metabolically disturbed
cells in the treatment with "rematitan”. Cells treated with metal ions change shape and size and
grow in clusters (“clusters™). Metal ions released from orthodontic arches for 7 days showed

the greatest toxicity.

Key words: orthodontic arches, metal ions, Saccharomyces cerevisiae, metabolic activity,

oxidative stress.
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1. UvOD
1.1. Ortodoncija

Ortodoncija (gr¢. orthos — pravilan, odus - zub) je specijalisticka disciplina dentalne
medicine 1 bavi se proucavanjem 1 pracenjem rasta i razvoja dentofacijalnih struktura i
¢imbenika koji utjecu na njihov rast, razvoj 1 polozaj na ¢eljusti. Glavni joj je cilj ortodontskom
terapijom ispraviti polozaj zubi. Ortodoncija se jo$ naziva i dentofacijalna ortopedija posto
ortodont terapijom koju odreduje utjeCe na polozaj i odnos kostiju donje trecine lica.
Ortodoncija se bavi dijagnostikom mogucih deformacija kao $to su malokluzije, procjenom
terapije i prioriteta te mogucim sprjeCavanjem nastanka ili zaustavljanjem progresije
malokluzije. Takoder se unutar ortodoncije dizajniraju naprave za korekciju te se proucava
njihov bioloski i biomehanicki u¢inak. Ovakvom je terapijom moguce posti¢i individualni
optimalni sklad orofacijalne funkcije, okluzije, estetike osmjeha i lica te psihosocijalne kvalitete
zivota. Malokluzija ne znaci bolest, ve¢ nastaje zbog niza prirodnih dentofacijalnih varijacija
koje mogu utjecati na oralno zdravlje pacijenta i njihovu kvalitetu Zivota. Svaka malokluzija ne
zahtjeva ortodontsku terapiju nego ortodont procjenjuje stupanj malokluzije, narusenje funkcije
1 estetike te prema tome izraduje individualni plan terapije kako bi se postigao optimalan
polozaj zubi. Normalno stanje okluzije i odnos Celjusti naziva se normokluzija ili eugnatija, a
odstupanje od normalnog malokluzija ili disgnatija. Nepravilnosti okluzija oduvijek postoje, no
oc¢igledno je da su u porastu zbog promjene nacina prehrane te dolazi do smanjenja Celjusti i
broja zubi u Covjeka. Zub je razvijeno tkivo i teze se mijenja od Celjusti te se samim time sporije
smanjuje broj zubi nego veli¢ina Celjusti pa to dovodi do dentoalveolarnog nesrazmjera i
zbijenosti zubi. Malokluzije je potrebno ispravljati zbog narusenih funkcija poput mastikacije,
gutanja, govora, disanja, prevencije Kkarijesa, trauma, parodontnih bolesti te

temporomandibularnih poremecaja. (1)

Kako bi se utvrdilo hoce li ortodontska terapija imati korist za zdravlje zubi, prvo se treba
procijeniti hoce li malokluzija uzrokovati probleme u zdravlju zubi, a zatim, hoce i ta terapija
uopce rijesiti problem malokluzije. Postoje specifi¢ne okluzijske anomalije kod kojih je
dokazano da ovakva terapija ima ucinak i rjeSava problem, dok kod drugih dentalnih stanja,
poput karijesa ili parodontalnih bolesti, nema dovoljno dokaza o ucinkovitosti terapije. Ovakva
stanja su multifaktorijalnog podrijetla i tesko je zabiljeziti uzrocno — posljediénu vezu s

malokluzijama.

Kao 1 svako drugo lijecenje u medicini 1 stomatologiji, ortodontska terapija ima svoje
potencijalne rizike koje je potrebno objasniti pacijentima prije pocetka terapije. Kod pomicanja

1



zubi neizbjezna je resorpcija korijena. U prosijeku, kod dvogodiSnje terapije fiksnom
primjenom izgubi se oko 1 mm korijena $to nije klini¢ki znacajno. Problem je $to je Sirok raspon
kod pacijenata kolika ¢e biti resorpcija korijena i neki su pacijenti osjetljiviji i podvrgnuti su
izrazitoj resorpciji korijena. Povecanje upale gingive vidljivo je nakon postavljanja fiksnih
aparata zbog smanjenog pristupa ¢iS¢enju. Ako je oralna higijena kontinuirano losa, moze se
razviti hiperplazija gingive. Uobicajeno se ovakvi problemi smanjuju ili rjeSavaju nakon
uklanjanja aparata, ali je moguca apikalna migracija parodontalne vezanosti i alveolarne

kostane potpore. (2)

(a) (b)

Slika 1. Hiperplazija gingive u gornjem labijalnom segmentu tijekom tretmana fiksnim
aparatom. a) u vrijeme uklanjanja aparata; b) nakon uklanjanja aparata (o¢ekuje se potpuno
rjeSavanje hiperplazije gingive nakon $to je aparat uklonjen). (2)

Demineralizirane bijele lezije rani su stupanj razvoja karijesa koji se javlja nakon
nakupljanja kariogenog plaka u kombinaciji s prehranom s visokim udjelom Secera. Prisutnost
fiksnih aparata predispozicija je za nakupljanje plaka posto je ¢iS¢enje zuba oko dijelova aparata
otezano. Trauma ili istroSeni ortodontski aparati mogu uzrokovati i oStecenje cakline zuba.
Zubna caklina moZe se oStetiti za vrijeme postavljanja ili uklanjanja fiksnih aparata ili za
vrijeme terapije (odredeni dijelovi aparata mogu uzrokovati troSenje zubne cakline). Intraoralno
ostecenje mekog tkiva moguée je kao posljedica izravne traume ili kod fiksnih i mobilnih
aparata. Moguce su i alergijske reakcije na komponente sadrzane u aparatu poput nikla, lateksa
ili akrilata. Kontaktni dermatitis prijavljen je kod 1% pacijenata i alergijske se reakcije mogu
vidjeti na koZi lica. Glavni uzro¢nik alergijskog dermatitisa koji se javlja kod pacijenata
podvrgnutih ortodontskoj terapiji je nikal. Ovakva reakcija mogla bi se sprijeciti prekrivanjem
metalnih dijelova fiksnog aparata trakom kako ne bi doslo do kontakta nikla i tkiva ili trazenjem

alternativne metode lijeCenja. (2)

Postoji opravdana zabrinutost kod upotrebe lukova koji sadrze nikal u sebi zbog toga Sto
je nikal najalergeniji metal. Osim nikla, ¢esto u lukovima budu sadrzani 1 drugi potencijalno
otrovni metali poput kroma ili kobalta. Provedena su istrazivanja senzibilizacije kod pacijenata

s ovakvim lukovima, ali nisu primijecene alergijske reakcije.
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Do otpustanja metala iz lukova uglavnom dolazi zbog galvanske razlike izmedu sline 1
metala, te se potakne elektrokemijska reakcija i moguca korozija metala. Kako bi se ovakva
pojava sprijecila ili smanjila, na trzi$tu su i lukovi premazani titanom i epoksidima. Na taj nacin
dodatno je smanjena pojava korozije metala, ali u istrazivanjima nije bilo ukljuéeno $to se

dogada kod gubitka premaza, odnosno postoji li toksi¢an u¢inak na stanice. (3)

1.1.1. Ortodontske naprave

Prema dizajnu, ortodontske naprave mogu se dijeliti na: mobilne i fiksne, pasivne i
aktivne, intraoralne i ekstraoralne, mono i bimaksilarne te na zubno, kostano i tkivno noSene.
Edgewise naprava sastoji se od bravica i prstenova koji su fiksirani na zube te povezani sa
zicanim lukom. Ovo je fiksna monomaksilarna aktivna intraoralna naprava. Suprotno od
edgewise naprave, Herbstov Sarnir je fiksna, pasivna, bimaksilarna intraoralna naprava.
Mobilne naprave izradene su od aktilatnog tijela u koje se ugraduje retencijski element kao $to
su ziCane kvacice i labijalni luk, te imaju aktivni element u obliku zicanih opruga i vijaka. Fiksni
aparati vec¢inski su izradeni od metala, ali mogu sadrzavati i akrilatne, gumene ili silikonske

elemente. (1)

Mobilne i fiksne naprave dizajnirale su se i upotrebljavale istovremeno. Mobilni aparati
pretezito su se koristili u Europi, dok su u Americi ortodonti upotrebljavali fiksne aparate.
Europski ortodonti dizajnirali su mobilne naprave, proSirivali im primjenu i modificirali, no
danas se najce$ce koriste Schwarzove ploce, reducirani aktivatori po Metzelderu i Grudeu,
obrazni luk, obrazna maska, bionator po Baltersu, twin block po Clarku, regulator funkcije po
Friankelu, lip bumper, Spatula 1 vestibularna ploca. Zacetnik fiksnih ortodontskih naprava je

Edward Angle koji je konstruirao edgewise napravu te ju je razvijao gotovo Cetrdeset godina.

Ortodontske naprave rabe se shodno indikacijama i poznavajuci terapijske mogucénosti i
ograni¢enja naprava. Tijekom terapije Cesto je 1 koriStenje viSe razli¢itih naprava razli¢itog

dizajna. (2)

1.1.2. Ortodontski lukovi ,,rematitan® i ,,remanium
Danas postoje raznolike tehnologije i materijali koji se koriste u dentalnoj medicini te se
namece njihov objektivan odabir ovisno o individualnosti klinickog slucaja, posebnosti
situacije te estetskih zahtjeva. Zbog mnoStva materijala koji postoje na trziStu, glavne
karakteristike koje se gledaju su biokompatibilnost i kvaliteta svakog od tih materijala.
Potrebno je ispravno ispuniti svaki od koraka tehnoloSkog algoritma kako bi se dobila precizna

protetska naprava. Kod oralne rehabilitacije koriste se dvije klase materijala: metalni i



nemetalni materijali. Legure koriStene u fiksnim protetskim napravama posljednjih su godina
raznolike, no dominantne su komponente: zlato, paladij, srebro, nikal, titanij i kobalt.
Dugotrajnost fiksne naprave ovisi o razumnom odabiru materijala koji svojim svojstvima ne bi
trebao stvarati dodatne komplikacije u usnoj upljini. Cetiri glavna fizi¢ka svojstva dentalne

legure su interval taljenja, gusto¢a, mehanicka otpornost i ¢vrstoca. (4)

,Remanium® i ,,rematitan“ Zi¢ani su lukovi koji se Cesto koriste u fiksnim edgewise
ortodontskim napravama. ,,Remanium* lukovi izradeni su od ¢elika koji sadrzi 18 — 20% kroma

i 8 —10,5% nikla, dok je ,,rematitan legura nikla i titanija (deklarirano 50 — 60% nikal).

,,Rematitan“ je legura titana koja se uz odgovaraju¢e odobrenje moze koristiti u izradi
krunica i mostova, lukova za ortodontske aparati¢e, suprakonstrukcija implantata, itd.
Komponente koje su izradene od ovakve legure titana postupkom metalnog laserskog topljenja
pokazuju homogenu strukturu bez pora. ,Rematitan* lukovi izradeni su od superelasticne
legure koja omogucuje ravnomjeran i njezan prijenos sile te su idealni u fazi izravnavanja zubi

zbog elasti¢nog oporavka. Ovakvi lukovi mogu biti i laserski zavareni.

,Remaium® legure koriste se ve¢ desetljeCima u protetickim aparatima. Ovakvim
lukovima vrlo je lako za raditi, posebno kod poliranja i zavarivanja zbog reducirane tvrdoce.
Lukovi se odli¢no ponaSaju prilikom topljenja, imaju znacajnu jacinu te gustocu.
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1.2. Nikal

Nikal (Ni) je feromagnetski metal, srebrnkasto — bijele boje i tvrdi od Zeljeza, a Siroko je
poznat po koristenju u kovanju novca. (5) Nikal je sveprisutni metal koji se moze pronaci u
vodi tlu, zraku i biosferi. (6) Za mnoge zivotinjske i biljne vrste nikal je esencijalni element u
tragovima. Njegov deficit moze dovesti do ometanja metabolizma glukoze te smanjiti
toleranciju na glukozu. (7) Uz poremecaje vezane za glukozu, opisano je kako je nikal
neophodan za kataliticke aktivnosti odredenih biljnih ili bakterijskih enzima. Deficit nikla u
prehrani kod Zivotinja dovodi do povecanja tjelesne teZine, anemije i smanjene odrzivosti. (6)
U prirodi postoji kao prirodni zemljani element u sulfidnim i oksidnim rudama koje se mogu
kopati pod zemljom ili u jamama. 24. je najrasprostranjeniji element s najve¢im nalazi$tima
ruda u Kanadi, Sibiru i Novoj Kaledoniji (francuski teritorij u Juznom Pacifiku). Nikal se
ekstrahira iz sulfidnih ruda filtriranjem, magnetskim odvajanjem, prZzenjem i topljenjem. (8)
Sulfidne rude nikla i bakra vrlo su sli¢ne sastavom te je 1 postupak dobivanja Cistog bakra ili
nikla slican. (9) Sirovi niklov kamen sadrzi otprilike 15% niklovih i bakrovih sulfida, metalnog
nikla i bakra. Zeljezo (50%) i sumpor (25%) uklanjaju se oksidacijom Zeljezovog sulfida, pri
cemu zaostaje 50% nikla u niklovom kamenu. Nadalje, vrSi se oksidacija pri visokim
temperaturama (780 °C) i tretman s vru¢om 12%-tnom sumpornom kiselinom. Dobiva se
materijal koji ¢e se reducirati s plinovitim vodikom i kao takav reagira s ugljikovim
monoksidom te se naposlijetku dobije niklov karbonil. Konac¢no, cisti nikal dobije se
zagrijavanjem niklovog karbonila sve dok se ne razgradi do cistog nikla i ugljikovog
monoksida. Ovakav postupak dobivanja ¢istog nikla iz niklovog kamena moze se ponoviti i do
sedam puta kako bi se izdvojile maksimalne koli¢ine korisnih metala. (8) Danas se koristi u
puno razli¢itih oblika, a najcesce u legurama. (5) Osim u legurama, spojevi nikla od interesa,
odnosno najéesc¢e spominjani su niklov (II) oksid, niklov hidroksid, niklov sulfid, niklov sulfat,
niklov klorid i niklov karbonil. Nikal je otporan na oksidaciju te na koroziju uzrokovanu
zrakom, vodom 1 luzinama. Soli nikla s jakim kiselinama 1 organskim kiselinama su topive u
vodu, dok soli sa slabim anorganskim kiselinama nisu topive u vodi. (8) Takoder, nikal ima
visoku elektri¢nu i toplinsku vodljivost. (5) Ovakva pozeljna svojstva nikla utjecala su na
njegovu sve vecu primjenu u izradi nakita. Dodatnim istraZivanjima doslo se do zakljucka kako
nikal 1 nije toliko siguran za Siroku primjenu i u svim oblicima. Prema epidemioloskim 1

eksperimentalnim istrazivanjima dokazano je da je nikal kancerogen, mutagen 1 genotoksican.

(8)



Prema snazi i zilavosti, nikal nalikuje zeljezu (Fe), dok prema otpornosti na oksidaciju i
koroziju sli¢i bakru (Cu). Zahvaljuju¢i ovoj kombinaciji svojstava kombinira se u razli¢itim
legurama. Vise od polovice nikla koristi se u legurama sa zeljezom, posebice kod izrade
nehrdajuceg Celika, a ostatak se vecinski koristi u izradi legura otpornih na koroziju u
kombinaciji s bakrom te legurama otpornim na toplinu s kromom. Moguce su i kombinacije za
izradu elektrootpornih, magnetskih i mnogih drugih legura. Nikal kao zaseban metal, bez da je
uklopljen u leguru, koristi se za stvaranje zastitnih slojeva ili prevlaka na drugim metalima
uglavnom galvanizacijom. Takoder se moze koristiti 1 kao katalizator u postupku
hidrogeniranja nezasi¢enih organskih spojeva. (5) Nikal se moze upotrebljavati u proizvodnji
goriva, izmjenjivaca topline, ventila, nakita, kuhinjskog pribora, a soli nikla mogu se koristiti i
u proizvodnji boja, keramike, baterija, itd. (6)

Nikal moze uéi u organizam ingestijom (pri ¢emu izaziva muéninu, povracanje, proljev i
glavobolju), inhalacijom ili kontaktom preko koze. Nikal je najalergeniji medu metalima, te je
jedan od najc¢eséih uzroc¢nika kontaktnog alergijskog dermatitisa. Zbog implantata i proteza koje
su sacinjene od legura nikla, dolazi do jatrogene izloZenosti. Profesionalne izloZenosti, odnosno
oboljenja, naj¢es¢i su tip izloZenosti niklu. Profesionalna oboljenja zabiljezena su kod radnika
koji rade na zavarivanju, oblaganju, rafiniranju nikla, brusenju te u celicanama. Glavni put
apsorpcije kod ovakvih oboljenja je najceS¢e inhalacijom, odnosno respiratorna apsorpcija,

praha ili dima koji sadrzi nikal te se nikal u tijelu transportira krvlju vezan za albumin. (6)

1.2.1. Legure nikla

Ve¢ je ranije spomenuto da se nikal ponajvise koristi kao legiraju¢i metal za dobivanje
legura koje ¢e se odlikovati antikorozivnim, elektri¢nim, termoelektri¢nim, vatrootpornim
magnetskim svojstvima. Feronikal je legura Zeljeza i nikla (24 — 48%) koja se koristi za
proizvodnju nehrdajuceg Celika. Za proizvodnju nehrdajucih ili drugih €elika koristi se polovica
svjetske proizvodnje nikla. Tu se nikal dodaje upravo u obliku feronikla te je onda sadrzaj nikla
3,5 — 22%. Nikal doprinosi stabilizaciji austenitne strukture, pobolj$ava kovnost samog ¢elika
1 pruza otpornost na koroziju. U nehrdaju¢i Celik ¢esto se dodaje 1 krom, ali postoji i sama legura
nikla 1 kroma koja se naziva Nikrom legura 1 sadrzi 80% nikla i1 20% kroma. Ovakve legure s
malim dodacima silicija ¢esto se koriste u izradi raznih otpornih Zica 1 pribora za domacinstvo
te se naziva bijelim metalom. Neke od najvaznijih legura nikla u kojima je on dominantno
sadrzan ili u visokim udjelima su: Duranikal (legura nikla i aluminija), Monel legure (nikal,
bakar i Zeljezo), magnetske legure (Permalloy, Hipernik, Perminvar, te najpoznatije Al-Ni-Co
legure). Metalno — keramicki kompoziti (MCC) koji sadrze 30 — 70% nikla s karbidima titanija,
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volframa i kroma povecavaju zilavost, ¢vrsto¢u i vatrostalnost nikla te se upotrebljavaju za
izradu dijelova plinskih turbina i reaktora koji ¢e biti izloZeni velikim dinami¢kim naprezanjima

uz visoku temperaturu.(9)

Nikal — titan legura ili poznatija pod nazivom Nitinol razvijena je jo$ poc¢etkom 1960.-ih.
To je ekviatomska legura koja sadrzi 56% nikla 1 44% titana te posjeduje specificna mehanicka
i mikrostrukturan svojstva, tj. ima efekt memorije oblika (Slika 4.) i svojstvo superelasti¢nosti
(Slika 3.). Ovakva legura ima dobru biokompaktibilnost, otporna je na koroziju i ima visoku
cvrstocu te se stoga moze koristiti u izradi krvozilnih i pluénih usadaka, ortodontskih implantata
ili osteosintetskih spajalica. Nakon §to je Nitinol legura pokazala svoja dobra svojstva, a
posebno dobru biokompaktibilnost, sve vise se pocinje koristiti u izradi lukova u ortodonciji, a
upotreba nehrdajuceg Celika znatno se smanjila. Usprkos zadovoljavajucoj upotrebi Nitinola u
medicini, biokompaktibilnost ove legure i1 dalje se dovodi u pitanje zbog povecanog udjela

nikla. (10,11)

Springback

Deformalion

Austenite De-twinned Marlensife

Slika 3. Dijagramski prikaz efekta superelasti¢nosti nikal - titanij legura.(11)

Daformafion

Da-twinned Martensite Twinned Marfensite

Slika 4. Dijagramski prikaz efekta memorije oblika. (11)
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1.2.2. Metabolizam nikla u organizmu

Smatra se kako je nikal vrlo bitan za normalan rast i razvoj kod Zivotinja. Niske razine
nikla smanjuju rast, posebice kod intrauterinog razvoja, te ometaju metabolizam lipida kod
Stakora. (8) No, suprotno tome, vaznost nikla nije dokazana za ljudsko tijelo, ali se prema
prehrambenoj terminologiji za nikal moze re¢i kako je prikladan element s blagotvornim
ucinkom kao dodatak prehrani. Nikal moze biti kofaktor ili strukturna komponenta specificnih
metaloenzima razli¢itih funkcija, ukljucujuci hidrolizu i redoks reakcije i ekspresiju gena. (12)
Poznato je da je nikal sadrzan u najmanje devet enzima te da deficit nikla moze dovesti do
histoloskih i1 biokemijskih promjena u stanicama, kao $to je npr. smanjena resorpcija zeljeza
koja moze dovesti do razvoja anemije. Esencijalnost nikla veze se i uz njegovu sposobnost da
aktivira hem oksigenazu i sudjeluje u regulaciji apsorpcije Zeljeza u crijevima. Smanjenjem
koncentracije nikla u organizmu smanjuje se i aktivnost dehidrogenaza i transaminaza, $to
ukljuéuje i a —amilazu te tako utjeCe na metabolizam ugljikohidrata. (8) Kod sinteze metionina

iz homocisteina, nikal moze stupiti u interakciju s vitaminom B12 i folnom kiselinom. (12)

Na apsorpciju nikla moZe utjecati prisutnost odredene hrane i tvari kao $to su kava,
mlijeko, ¢aj, sok od narance ili askorbinska kiselina. Ne postoji dokaz da se apsorbirani nikal
izlucuju putem crijeva. (12) Sunderman i sur. (1989) u svom su istrazivanju zakljucili kako se
nikal iz vode 40 puta viSe apsorbira nego nikal iz hrane. Neki sastojci hrane poput vlakana,
fosfata i filata, koji vezu metalne ione, mogu vezati i nikal i time ga u¢initi manje dostupnim za
apsorpciju u odredenim tkivima. (8) U ljudskom organizmu najveée koncentracije nikla
akumuliraju se u §titnjaci 1 nadbubreznoj zlijezdi, dok se za ostala tkiva i1 organe smatra kako
se nikal znacajno ne akumulira. Prema istrazivanju, ve¢ina organa sadrzi manje od 50 pg

nikla/kg suhe mase. (12)

Nikal se vezan za albumin transportira krvlju po organizmu. (12) Transport nikla u i
unutar stanica povezan je uz transportere Zeljeza poput transferina koji osim Zeljeza moze vezati
nikal, vanadij i druge metale. Dvovalentni transportni protein Zeljeza moze prenositi nikal,
mangal, kobalt, cink i1 bakar. Stoga je poznato kako se nikal moZe natjecati sa Zeljezom za
ulazak u stanice. Dovoljan unos Zeljeza u stanice moze ograniciti apsorpciju nikla. Osim
kompeticije sa Zeljezom za ulazak u stanicu, nikal moze poremetiti 1 homeostazu Zeljeza
snizavajuci razinu stani¢nog zeljeza povecavanjem vezanja IRP1 (iron regulatory protein-1) sto

¢e povecati translaciju mRNA receptora transferina, ali blokirati translaciju mRNA feritina. (8)

Apsorbirani nikal prvenstveno se izluCuje urinom, a zatim znojenjem i putem zuci. (12)
Neapsorbirani nikal izlucuje se izmetom, kao i procis¢eni zu¢ni i trahejski nikal. Metalotioneini
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(MT, engl. metallothioneins) su proteini male molekulske mase, bogati cisteinom s brojnim
tiolnim mjestima za vezanje metala te su bitni u procesima detoksikacije metala. Istrazivanjem
se pokazalo da prekomjerna ekspresija MT-ova kod miSeva nije sprije¢ila nastanak niklom

izazvanih tumora. (8)

1.2.3. Uc¢inak nikla u organizmu
Akutno trovanje niklom najc¢esce se dogodi zbog inhalacije ili ingestije nikal — karbonila
ili topivih spojeva nikla te se javljaju mucnina, povracanje, glavobolja i1 vrtoglavice,
nefrotoksican ucinak te u konacnici pluéna fibroza. Kroni¢ni ucinci nikla zabiljezeni su
uglavnom kod profesionalnih oboljenja. Simptomi su s ve¢im posljedicama te ukljucuju rinitis
sinusitis, perforacije nosnog septuma te kroni¢nu astmu. Nikal, osim navedenog, djeluje i
hepatotoksi¢no, moze izazvati peroksidaciju lipida i potrositi rezerve glutationa najvjerojatnije

mehanizmom oksidacijskog stresa.

Hlapljivi nikal tetrakarbonil vrlo je toksi¢an, brzo se razgraduje na nikal i ugljikov
monoksid ¢ime dolazi do sistemskog trovanja i smrti. U samom pocetku respiratornog trovanja
s nikal karbonilom simptomi su blagi i prolazni no nakon 2 — 3 dana izlaganja javljaju se
progresivni simptomi poput kaslja, dispneje, upale pluca i akutnog respiratornog distresa,

delirija i konvulzije.

Nikal se svrstava u jedno od naj¢eséih uzro¢nika kontaktne alergijske reakcije. Ovakve
alergije vrlo su ucestale te se javljaju kod 30% populacije. Najces¢i dermalni kontakt je preko
nakita te se mogu javiti urtikrije, ekcemi, eritemi i pruritus. Razvoj alergijske reakcije na nikal
povezuje se sa CD8 + T stanicama koje ¢e uzrokovati apoptozu Keratinocita u sprezi sa CD4 +
T stanicama. CD4 stanice doprinose upalnoj reakciji, oslobada se IFN-y, TNF-a i IL-17. Na taj
se na¢in regulira imunoloski odgovor na nikal koji je neovisan o citokinima, a ovisan o kontaktu
sa stanicama. Mnoga istraZivanja pokazuju kako je nikal proupalan $to zapravo potvrduje
¢injenicu da je jedan od vodecih uzro¢nika dermalne alergijske reakcije. Upotreba ulja ¢ajevca,
za kojeg je poznato da ima svojstva antibakterijskog i protuupalnog sredstva, sprjecava
preosjetljivost na nikal. Sto se pak ti¢e oralne senzibilizacije, istrazivanjem je utvrdeno kako je
nakon tri mjeseca koriStenja ortodontskih aparata 20% Zena i 10% muskaraca razvilo alergijski
gingivitis. Gingivitis se povuc¢e u roku mjesec dana nakon $to se ukloni aparati¢ te koriStenjem

paste za zube i vode za ispiranje usta bez fluorida.

Mnoga ranije ispitivanja kancerogenosti nikla na Zivotinjama ukljucivala su netopive

spojeve nikla koje su unosili injekcijama intramuskularno. Utvrdeno je kako dolazi do razvoja



tumora na mjestu injekcije. Preslikavanjem takve izlozenosti na ljude, posebno na koristenje
zamjenskih zglobova ili kardiovaskularnih stentova izradenih od niklovih legura, ovakve vrste
izlaganja niklu mogle bi imati sli¢an znacaj kao unos nikla intramuskularno. Ioni nikla i kobalta
oslobadaju se iz metalnih legura koje se koriste za izradu kardiovaskularnih stentova $to moze

dovesti do odredenih posljedica.

Teratogenost nikla ispitivana je i dokazana samo kod Zivotinja. Dokazano je kako nikal
unesen prehranom kod $takora i miSeva moze oStetit spermu tako $to se smanji pokretljivost i
njena fizioloska funkcija. Nikal moze prijeci posteljicu 1 kod Zivotinja i1 kod ljudi, a njegova
koncentracija u fetusu sli¢na je kao kod odrasle osobe. Takoder su pronadeni dokazi o niklovoj
teratogenosti kod ljudi u slu¢aju ruskih radnika u ilegalnoj industriji gdje je spontani pobacaj

povecan na 16%, a strukturne malformacije zivorodene djece povecane na 17%.

Spojevi nikla poput nikal sulfida, kristalnog monosulfid nikla te zelenog i crnog nikal
oksida imaju moguénost fagocitiranja u stanice u kojima ¢e osloboditi ione nikla te izazvati
citotoksi¢nost ili ak apoptozu stanice. Moguc¢i ishod su 1 kromosomske aberacije ili morfoloske
transformacije u SHE stanicama. Utvrdeno je da, kada dode do izloZenosti raznim spojevima
nikla, poremecaji heterokromatina specificni za X kromosome i delecije dovodi do utiSavanja
gena starenja. Takoder je utvrdeno kako nikal moze inducirati genomsku nestabilnost u

ljudskim stanicama raka pluca.

Genotoksi¢nost nikla moze se povezati s njegovom sposobnosc¢u stvaranja redoks
aktivnih radikala i reaktivnih molekula poput vodikova peroksida ili ostalih vrsta reaktivnog
kisika (ROS). Niklom inducirani ROS ostecuje oksidativne baze. Comet testom, u kojem su
koristene ljudske stanice debelog crijeva, utvrdeno je kako niklov klorid uzrokuje oStec¢enje
DNA te da se to ostecenje moZe ublaZiti dodatkom kvercitina koji je antioksidans. Ako se Ni
(I) veze na proteine kromatina u somatskim stanicama i spermatozoidima, dolazi do

oksidativnog i strukturnog oste¢enja DNA 1 proteina.

Nikal je u mnogim pogledima vrlo Stetan, no kada se radi o mutagenosti mozemo
zakljuciti kako je on u najboljem slufaju samo slabi mutagen. Bakterijskim testovima
mutagenosti pokazalo se kako su spojevi nikla neaktivni. U eukariotskim testovima nikal se
pokazao kao slabi mutagen ¢ak i kad su koriStene otrovne doze nikla, izuzev testa u gpt

transgenim stanicama kineskog hr¢ka G12 gdje je dokazano utiSavanje gena za metilaciju DNA.

U novijim istrazivanjima pokuSavaju se oponaSati stvarne situacije, odnosno U

istrazivanjima se koriste niske doze nikla, ali u kroni¢noj izlozenosti upravo onako kako bi bilo
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kod profesionalne izlozenosti niklu ili kod dugotrajnog nosenja nakita koji je izraden od legura
nikla. Za razliku od dugotrajnih istrazivanja, kratkotrajna mogu pokazati povremenu izlozenost

niklu putem posuda, nov¢ica ili slicnih predmeta opée uporabe koji sadrze nikal.

PrijaSnja razmisljanja i istrazivanja uzimala su u obzir samo netopive niklove spojeve kao
toksi¢ne, no danas je poznato kako su toksi¢ni i odredeni spojevi nikla topivi u vodi. Topivi
NiCl; je zapravo genotoksican, sli¢no netopivim oblicima nikla, te ima sposobnost utiSati gpt
transgen u G12 stanicama kad su mu one izlozene dulje od 3 tjedna. U slu¢aju izlaganja plu¢nih
stanica topivom niklu, dolazi do modifikacije histona u skladu s priguSivanjem gena. Inhibicija
procesa popravljanja DNA ima mehanisticku ulogu u genotoksi¢nosti metalnih spojeva poput
nikla. Utvrdeno je kako nikal u netoksi¢nim koncentracijama ometa prepoznavanje koraka
rezanja i polimerizacije popravka ekscizije baze. Tako npr. NiCl; inhibira popravak oSte¢enja
DNA koje je uzrokovano UV-om ili MNNG-om. Kao $to je ve¢ spomenuto, razni spojevi nikla
su aktivni induktori ROS-ova te je time uklju¢enost ROS-ova implicirana u inhibiciji

popravljanja DNA niklom. (8)
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1.3. Titanij

Titanij je u elementarnom stanju crni ili sivi metalni prah ili masivan metal sli¢an ¢eliku
te je Siroko rasprostranjen u svijetu. lako je deveti najzastupljeniji metal u Zemljinoj kori,
pojavljuje se u malim koli¢inama na Zemlji uglavnom u obliku netopivih minerala. (13) Topivi
titanij moguce je pronaci u povrSinskim vodama oceana i u vrué¢im izvorskim vodama. (14)
Zbog relativne gustoce od 4,49 spada u lake metale, no ipak je tvrd poput celika, postojan na
zraku i u morskoj vodi, topljiv u vrucoj kloridnoj i fluoridnoj kiselini iako je inace otporan na
kemikalije. Titanij je otporan na koroziju zbog sloja oksida koji se stvaraju na povrSini. (15)
Cisti titanij je izrazito elastoplasti¢an, odnosno Zilav metal, koji se moZe polirati do visokog
sjaja. Ima nisku elektri¢nu i toplinsku vodljivost te je paramagnetican. Postoje dvije kristalne
strukture titanija: alfa, koji se Sesterokutno zatvoren, te beta, koji je kubik usmjeren na tijelo.
Prirodni titanij moze se sastojati od pet vrlo stabilnih izotopa: titan-46, titan-47, titan-48, titan-
49 i titan-50. (16) Najvazniji spoj titanija, a ujedno i najkoriSteniji je titan dioksid (TiO2) koji
je u Cistom stanju bijeli prah, netopljiv u vodi, kiselinama i luzinama. (15) Titan dioksida u
okolini najvise ima u obliku rutila (kristalni oblik TiO3) ili u obliku ilmenita (FeTiOs3). (13)
TiO2 upotrebljava se kao bijeli pigment u bojama te se naziva titanijsko bjelilo. Jo$ se koristi u

lakovima, emajlima, keramici, kozmetici te kao dodatak plasti¢noj masi. (15)

s

anatase brookite

rutile

Slika 5. Tetragonalne strukture kristalnih oblika ruda titanija (crveno - kisik (O.), sivo — titanij).
17)

Titanij je prvi puta zamije¢en 1791. godine u Cornwallu kada je William Gregor
proucavao crni pijesak zvan menahanit. Njemacki znanstvenik Martin Heinrich Klaproth
istrazivao je crvenu rudu Schorl iz Madarske i1 zaklju¢io kako se radi od oksidu prethodno

nepoznatog metala. Kada je usporedio rutil iz Madarske i menahanit iz Cornwalla shvatio je da
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se radi o istom metalu i nazvao ga titanij. Tek je 1910. godine napravljen Cisti metal titanija

tako Sto su zagrijavali titanijev tetraklorid i metal natrija. (18)

Vrlo je teSko dobiti elementarni titanij jer pri visokim temperaturama postaje izuzetno
reaktivan i lako reagira s kisikom, ugljikom i duSikom. Naj¢e$¢a metoda dobivanja titanija je
Kroll-ovim procesom gdje se iz rutila ili ilmenita zagrijavanjem s ugljikom pri temperaturi od
900 °C u struji klora dobije titanijev (IV) klorid. TiCls odvaja se od smjese ugljikovog
monoksida i dioksida hladenjem i ukapljivanjem. Nakon toga se pri 800 °C i u struji argona
reducira rastaljenim magnezijem u elementarni magnezij. Magnezij i magnezijev (I1) klorid
odvajaju se od titanija pomocu razrijedene kiseline ili destilacijom pod vakuumom. Takoder se
redukcija TiCls moze izvrs$iti i rastaljenim natrijem. Ovakav postupak dobivanja titanija bio je
vrlo vaZzan kada je titanij dobio ulogu i u komercijalnoj proizvodnji kao strukturalni metal. (16)
Male koli¢ine vrlo Cistog titanija, uglavnom za laboratorijske svrhe, mogu se dobiti 1 termickim

raspadom para titanijeva (IV) jodida na volframovoj Zici.

Vrlo je vazan kao legirajuci agens za ve¢inu metala i nekih nemetala. Legure koje sadrze
titanij mnogo su vece vlacne ¢vrsto¢e od samog titanija. Zbog kombinacije svojstava poput
otpornosti na koroziju, velike ¢vrstoée, niske gustoce, duktilnosti vrlo je koristan u
aeronauti¢koj industriji, kao na primjer za izradu dijelova zrakoplova, svemirskih letjelica,
projektila te raznih brodova. U medicini se Cesto koristi za izradu protetskih pomagala jer ne
reagira s mesnim tkivom 1 kostima. Takoder se koristi i u stomatologiji u izradi zubnih
implantata ili aparati¢a za izravnavanje zubi. Nekada se koristio 1 kao deoksidator u celiku te
kao dodatak Celiku u svrhu smanjenja veliine zrna, u nehrdaju¢em celiku zbog smanjenja
sadrzaja ugljika, u aluminiju za poboljSanje veliine zrna, a kod bakra zbog stvrdnjivanja. U
novije vrijeme, nanocestice titanijevog (IV) oksida koriste se u sastavu krema za sunéanje jer
sprjecavaju da UV zrake dopru do koze. (16,18) Od svog otkrica, titanij se upotrebljava za razne
svrhe, a njegova svojstva 1 legure dodatno se istrazuju 1 poboljSavaju. Tako se u danasnje
vrijeme u legure titanija vrlo ¢esto dodaje vanadij kako bi poboljSao ¢vrstocu i termalnu
stabilnost legure. Ovakve legure Cesto se koriste za izradu podvozja, krila i motora mlaznih

zrakoplova. (19)

1.3.1. Legure titanija
NajcescCe se titanij u legurama koristi za proizvodnju titanijevih Celika koji su izuzetno
otporni prema udarcima i dijele se u tri grupe: alfa legure, alfa-beta legure te beta legure, ovisno
o kojoj kristalnoj strukturi titanija se radi. Fazna transformacija titanija odvija se pri 880 °C te
to temperaturno podrucje nije pogodno za primjenu titanija. Ovisno o vrsti legure postoje
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stabilizatori koji se koriste. Tako se za alfa — fazu titanija kao stabilizatori koriste primjese
kisika, dusSika 1 ugljika, a beta i alfa-beta legure sadrze primjese vanadija, molibdena, Zeljeza,
kroma i mangana kao stabilizatore. Ovakve legure titanija imaju povoljna mehanicka svojstva
poput tvrdo¢e, mogucénosti zavarivanja i obradivanja, no nije termicki stabilna. Najvise se
koriste legure s alfa-beta fazom koje se dobiju procesom umjetnog termickog starenja legura s

alfa fazom posto se ovim procesom znatno poboljsava stabilnost ovakvih legura.

Glavne prednosti legura titanija vrlo su sli¢cne samom titaniju. Otpornost na koroziju,
¢vrstoca, mala gustoca te kompatibilnost s novim kompozitnim materijalima su svojstva ovih
legura zbog Cega se one sve vise primjenjuju u razli¢itim industrijama. No, ovakve legure nisu
u potpunosti savrsene. Veliki nedostatak je visoka cijena titanija koja je 10 — 20 puta veéa u
odnosu na aluminij te ve¢ spomenuto da nije termicki stabilan pri odredenim temperaturama,
odnosno ne moze se koristiti kod visokotemperaturnih procesa. Legure titanija superiornije su
od nekih novih kompozitnih materijala jer je naprezanje ravnomjerno i izotropno
raspodijeljeno. Osim u aeronautici, sve vise se primjenjuju u brodogradnji, posebice za vojne
brodove i podmornice posto je titanij otporan na djelovanje morske vode. Za titanijeve legure
specifi¢no je da se koristi zaStitna prevlaka od titanijevog diborida (TiB3). Titanijev diborid je

tvrd metalno — keramicki kompozit. (15)

1.3.1.1.Primjena titanija i njegovih legura u biomedicini

Upotreba titanija u biomedicini je ve¢ vrlo dobro uspostavljena posto titanij Svojim
svojstvima ispunjava zahtjeve za izradu svih protetskih pomagala puno bolje nego ostali, poput
nehrdajuéeg Celika, legure CoCr, CP (komercijalno ¢istog engl. commercially pure) niobija ili
CP tantala. Ta svojstva su ve¢ poznata otpornost na koroziju, no ono $to je vrlo zanimljivo kod
biomedicinske primjene je biokompatibilnost 1 bioadhezija, nadalje elastoplasti¢nost, ¢vrsto¢a
i laka obrada (spajanje i lijevanje). Elasti¢nost materijala koji se koristi u ovakvim pomagalima
elasticnosti kostiju (10 — 30 GPa). Titanij se inace smatra skupljim materijalom, no u
biomedicinskoj primjeni ona je tek neznatno visa od CoCr legure ili nekih vrsta nehrdajuéeg
Celika, a jeftiniji je od CP niobija 1 CP tantala. Titanij i njegove legure koriste se npr. kod
kostanih plocica, vijaka, implantata zglobova kuka, stentova, sréanih zalistaka te raznih drugih

ucvrscenja 0sobito u zubnom podrucju. (20)

Rijec ,,biokompatibilnost* ¢esto se koristi kod biomaterijala, ali se proSirila i na op¢u
populaciju. Za titanij je moguce Cesto cuti kako je on biokompatibilan metal. Biokompatibilnost
je sposobnost materijala da izazove odgovarajuci bioloski odgovor u tijelu u skladu s
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primjenom za koju je predviden. Ova definicija biokompatibilnosti je to¢na, no ne daje uvid u
to Sto bi odredeni materijal trebao ispunjavati da bi bio biokompatibilan ili kako poboljsati to
svojstvo. Prema zahtjevima ISO standarda potrebno je provesti niz testova kako bi se odredeni
materijal mogao prozvati biokompatibilnim. Ovi testovi nude pregled genotoksi¢nosti,
karcinogenosti, reproduktivne toksicnosti, citotoksiCnosti, iritacije 1 osjetljivosti. Takoder,
koriste se i testovi za lokalne u¢inke nakon implantacije. Ako je implantat, nakon priblizno
mjesec dana od zahvata, ,,zazidan* u Cvrstu, tanku avaskularnu kapsulu, a mjesto reakcije

relativno inaktivno ili mirno, implantat se moze proglasiti biokompatibilnim. (3)

Titanij je relativno inertan metal otporan na koroziju zbog tankog povrsinskog oksidnog
sloja. Otpornost na koroziju sli¢na mu je i kao kod nehrdajucih celika, ali nehrdajuéi ¢elik ima
vecu reaktivnost u stani¢noj kulturi i kod implantacije u zivotinjama. Razlika je u tome S$to
proteinske otopine ubrzavaju koroziju nehrdajuceg celika u usporedbi s ekvivalentnim slanim
otopinama. Titanij je otporniji na pojavu korozije u ovakvim medijima, no s druge strane
naprezanjem 1 troSenjem ubrzava se pojava korozije. Postoji moguénost stvaranja Ti —
organskih kompleksa gdje je koncentracija Ti-iona vrlo niska, a moguci razlog je $to dolazi do
kompleksacije, ¢ime se uklanjaju, odnosno vezuju slobodni Ti-ioni i samim time u podruéju
oko implantata ,,dopustaju* dodatno otpustanje metala u meduprostor. Ti — kompleksi koji se
stvaraju nisu jo§ okarakterizirani i vrlo je vazno za daljnju upotrebu ovakvih legura prikazati
imaju li takvi kompleksi potenciraju¢i ucinak na stanice 1 tkiva. Danas je titanij uspjesno
koriSten kao biomaterijal i rutinski ga se koristi u klini¢koj primjeni. IstraZivaci smatraju kako
¢e iduca evolucija pomagala 1 uredaja baziranih na titaniju biti na osnovu bioloski specificne
povrsinske modifikacije. Vrlo je vazno prouciti 1 dokazati kakav u€inak 1 medudjelovanje ima
s proteinima. Tako je ve¢ u tijeku istrazivanje vezano uz osteopontin, koji ima bitan uc¢inak na
zacjeljivanje kostiju 1 upale, te uz koStane morfogene proteine. Ono §to je sada poznato je da
dolazi do adsorpcije proteina na implantate te je cilj bioinzenjeringa kontrolirati makrofage na
implantatu 1 omoguciti kontrolu proizvodnje proteina od interesa koji mogu pripomoc¢i na

mjestu zacjeljivanja. (3)

1.3.1.2.Titanij u ortodonciji
Najcesce 1 Siroko rasprostranjeno koriStena legura titanija u ortodonciji je legura nikla i
titanija. Koriste se za pomicanje i ispravljanje nepravilno pozicioniranih zuba. Zice, odnosno
lukovi izradeni od ovakvih legura su superelasti¢ni te za razliku od konvencionalnih lukova od
nehrdajuceg Celika mogu izdrzati vrlo velike otklone 1 vratiti se u svoj izvorni oblik. Osim toga,

titanij je meksi 1 manje gladak od celika, pa je pretpostavka da je brze izravnavanje zubi kod
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koristenja ovakvih lukova zbog vece otpornosti prema trenju kod pocetnog poravnavanja. U
klinickoj praksi takoder je zamijeceno kako zice od nikal — titanij legure dulji vremenski period
mogu biti bez podeSavanja nego celicne zice te se samim time produljuje period izmedu

pregleda i duze vrijeme traje aktivno poravnavanje zubi. (3)

Slika 6. Primjeri koriStenja titanija u ortodonciji. a) titanijski nosaci, b) luk od legure titanij —
molibden, c) prikaz pacijenta s titanijskim nosa¢ima i lukovima. (3)

1.3.2. Metabolizam titanija u organizmu

Prema brojnim istrazivanjima dokazano je da se titanij veéinski unosi i apsorbira u
organizmu ingestijom. UoCen je nizak stupanj apsorpcije titanija u gastrointestinalnom traktu i
iz njega dalje. Mogu¢i razlog tomu je transferin, koji moZe djelovati kao specifi¢ni prijenosnik
iona titanija 1 moze imati glavu ulogu u transportu i biorazdiobi topivog titanija u cijelom
organizmu. (8) Najstabilnije oksidacijsko stanje titanija je Ti (IV) te je vrlo slican aluminiju (Al
(ITI)) 1 Zeljezu (Fe (III)). Prema tome, titanij se moze vezati s odredenim proteinima kao i
zeljezo, a vezanjem s manjim ili ve¢im biomolekulama poveéava mu se i topljivost. (13)
Istrazivanjem na Stakorima utvrdeno je kako je moguce taloZenje prasine titanijeva dioksida u
plu¢ima . Talozi se uglavnom u limfocitima i regionalnim ¢vorovima u plu¢ima, a to ukazuje
na sporo uklanjanje. Pri velikoj izlozenosti klirens se smanjuje ili Cak prestaje zbog
preoptereCenja. Iz pluca, male koli¢ine titanija mogu prije¢i u opéu cirkulaciju. (8)
Najkoristeniji titanijev spoj, titanijev oksid (TiO2), apsorbira se oralno, dermalno ili

inhalacijom. (21)
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Distribucija titanija u organizmu moguca je na nekoliko nacina: sustavna distribucija
putem krvozilnog sustava, limfom ili kao fagocitirane Cestice unutar makrofaga. Prema
ispitivanjima u opc¢oj populaciji, titanij je pronaden u svim parenhimatoznim organima,

ponajvise u plu¢ima (posljedica udisanja Cestica prasine koja sadrzi titanij).

Trenutno ne postoji dovoljno podataka kako bi se moglo procijeniti ,,biolosko
poluvrijeme Zivota“ titanija u organizmu covjeka ili zivotinja. Prema ICRP-u (International
Commission on Radiological Protection) ono iznosi 320 dana, dok je prema nekim
istrazivanjima na mi$evima zabiljeZeno 640 dana te znanstvenici pretpostavljaju da je kod ljudi

duplo duze.

Titanij koji je unesen u organizam oralno, uglavnom se eliminira iz organizma izmetom
i urinom. Za urin je poznato da je brzina izludivanja titanija 10 pg/L, dok mehanizam

izlu¢ivanja i moguca koli¢ina putem crijeva nije poznata. (8)

1.3.3. Uc¢inak titanija u organizmu

Iako mnogo podataka ukazuje na bioloSku vaznost titanija, do sada nije utvrdena niti
jedna poveznica s bilo kojim organizmom. (13) Ljudsko tijelo sadrzi u prosijeku 10 — 20 mg
titanija te je on uglavnom smjesten u plu¢ima, bubrezima i jetri. Jedan od glavnih izvora u
organizmu su implantati koji sadrze leguru titanija. Zbog galvanske korozije dolazi do
otpustanja iona metala iz implantata, a koja koncentracija iona ¢e se otpustiti ovisi 0 raznim
¢imbenicima kao $to su pH, prisustvo mikroorganizama i koncentraciju soli. In vivo 1 in vitro
istrazivanjima dokazano je otpusStanje titanijevih iona iz implantata i njegova akumulacija u

ponekim tkivima i organima, ali toksi¢nost nije utvrdena. (14)

Stetni uéinci titanija (teratogenost, mutagenost, karcinogenost) veé se duZi niz godina
ispituju. Prema nekim istraZivanjima spojevi titanija poput titanijeva triklorida, tetraklorida,
borida, karbida i dioksida nisu pokazali teratogenost, mutagenost niti karcinogenost. Medutim,
prema nekim drugim istrazivanjima na Stakorima pokazala se mutagenost titanijeva dioksida,
ali se pretpostavlja da je su mutacije hrpt — gena uzrokovani slobodnim radikalima kisika koji
nastaju u prisustvu titanija. Ovakve se indikacije mogu sprijeciti dodatkom katalaze Sto
potvrduje da su slobodni radikali kisika induktori mutacija. Iz eksperimentalnih studija na
zivotinjama dobiveno je dovoljno dokaza o kancerogenosti titanijeva dioksida, prema tome je
IARC (eng. International Agency for Research on Cancer) 2006. godine uvrstio TiO2 u grupu
2B kancerogenih spojeva. Uobicajeno se smatra kako titanij spada u skupinu metala s niskom

kancerogenosti. (8) Furst i sur. (1969.) dokazali su da organski spojevi titanija suspendirani u

17



trioktanoinu, ako se daju jednom mjesecno Stakorima i miSevima intramuskularno, uzrokuju na
mjestima uboda fibrosarkome, dok su se kod zivotinja razvili hepatomi i maligni limfomi

slezene. (22)

Na reprodukcijski sustav Stakora nepovoljno utje¢u topljivi spojevi titanija. Prema
istrazivanju u kojem su Stakorima davali topljivi titanij u vodi za pi¢e (5 mg/L) doslo je do
znacajnog smanjenja prezivjelih Zivotinja do tre¢e generacije, a omjer muzjaka i zenki postupno

se smanjivao.

Prema IARC-u ne postoji dovoljno dokaza da TiO2 ima kancerogeni u¢inak kod ljudi.
Epidemioloske studije koje su provedene pocetkom 21. st. sugeriraju da prasina koja sadrzi
TiO2 nema kancerogeni u¢inak na ljudska pluca. No, sve ove studije su uzimale u obzir smrtnost

od rada, ali nijedna nije otkrila povecanje smrtnosti od raka pluc¢a povezanog s TiOx. (8)
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1.4.Krom

Krom zbog svoje mase i atomskog broja spada u VI-B skupinu prijelaznih elemenata.
Srebrnkaste je boje, sjajan i savitljiv metal koji se lako polira. Otapa se u neoksidiraju¢im
mineralnih kiselinama, ali ne u vodi ili RNOs. Prema tome, otporan je na ,,napad* oksidiraju¢im
kiselinama i raznim drugim kemikalijama te se zbog tog svojstva moze koristiti u legurama koje
su otporne na koroziju. (23) Vrlo je kemijski inertan. Na vlaznom zraku ne oksidira, a s kisikom
izgara tek pri visokim temperaturama. Kao i s kisikom, tek se pri visokim temperaturama spaja
s klorom, fluorom, bromom, sumporom i sl. (24) Krom se moZe pojavljivati u oksidacijskim
stanjima od -1 do +VI, ali uobicajeno je u stanjima 0, II, IIT i VI. Ve¢ dugi niz godina smatra
se kako je Sesterovalentni krom otrovan (vrlo vjerojatno zbog otrovnih ucinaka povezanih s
dugotrajnom izlozenos¢u industrijskim bikromatima), dok se za trovalentni krom smatra da nije
otrovan. (25) Trovalentni oblik kroma ima tendenciju koordinacije s ligandima koji sadrze
dusik i kisik. Krom je prisutan u raznim medijima u okolisu, bilo u trovalentnom ili
Sesterovalentnom obliku. Stoga se u biologiji i u aspektu zdravlja okoliSa puno paznje pridaje

upravo kromu s oksidacijskim stanjem 111 i V1. (23)

Krom je vrlo vazan metal koji se koristi u viSe razlicitih industrija, stoga je 1 njegova
godisnja proizvodnja vrlo velika. Zemlje koje su superiorne u proizvodnji kroma su: Juzna
Afrika, zemlje bivSeg Sovjetskog Saveza, Albanija, Filipini, Zimbabve i Turska. SAD vise ne
proizvodi krom jer im nije ekonomski isplativo, ali su s druge strane jedni od glavnih potrosaca
kroma s otprilike 12% svjetske proizvodnje. Najvaznija ruda kroma je kromit (FeOCr20g) i
sadrzi 68% kromovog oksida (Cr203) te 32% zeljezovog oksida (FeO). (23) Ferokrom je
zapravo legura kroma 1 Zeljeza koja se upotrebljava u priozvodnji legura sa Zeljezom ili niklom
i zeljezom. (24) Najveci potroSaci kroma su metalurS8ka (ferolegure i obojene legure),
vatrostalna 1 kemijska industrija. Najvaznija upotreba kroma je dakako za izradu nehrdajuceg
celika u kojem se koristi otprilike 75% svih ferokroma od godi$nje proizvodnje. Nadalje, Cest
je u izradi opeka 1 Zbuke zbog njegove visoke tocke taljenja i kemijske inercije. U kemijskoj
industriji koristi se za pripremu natrijeva kromata i dikromata iz kojih se proizvodi veéina
drugih kemikalija kroma. Jo$ se moze koristiti kao katalizator, u pigmentima, proizvodnji
tekstila, u sredstvima za zastitu drva, proizvodnja tonera, itd. Krom se uglavnom koristi u obliku
ferokroma ili legiran sa Zeljezom, niklom ili kobaltom. Pri dodavanju kroma u ¢elik ili kovano
zeljezo, poboljSavaju im se odredena svojstva poput otpornosti na koroziju ili mehanicka
svojstva kao §to su tvrdoca, &vrstoca te otpornost na kaljenje. (23) Cisti krom dobiva se iz oksida

kroma aluminotermijski ili elektrolizom vodenih otopina soli kroma, a koristi se za galvansko
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kromiranje zeljeza kako bi se Zeljezo zastitilo od korozije ili se moze koristiti za dobivanje tvrde
i mehanicki otporne povrsine razli¢itih materijala. (24) Krom se takoder koristi u medicini i
zubnim implantatima te ostalim uredajima i alatima u kojima dovoljan sadrzaj kroma moze
osigurati zaStitni oksidni sloj na povrsini legure i sprije€iti koroziju. U niskim koncentracijama

ukljucen je i u metabolizam lipida i bjelan¢evina u organizmu. (26)

Krom je ubikvitarni element u svemiru, Sesti je po zastupljenosti u Zemljinoj kori,
petnaesti u morskoj vodi te takoder petnaesti po zastupljenosti u ljudskom tijelu. Usprkos
visokoj koncentraciji kroma u tlu, biljke imaju sposobnost oduprijeti se prekomjernom
nakupljanju ovog metala u sebi. Hrana bogata kromom je smedi Secer, Zivotinjske masti i
maslac. U prirodnim vodama zabiljezena je koncentracija manja od 10 ppb. Prosjecni dnevni

unos kroma kod ¢ovjeka je 60 ug (30 — 100 ug), od ¢ega je 10 ug iz vode. (25)

1.4.1. lzvori kroma u okolisu
Krom u okoliSu moZe potjecati od raznih velikih industrija i njihovih proizvoda poput
proizvoda od papira, organskih, petrokemijskih i anorganskih kemikalija, gnojiva, tekstilnih

proizvoda, elektrana, itd.

Emisija kroma u atmosferu ponajviSe je uzrokovana vatrostalnom i metalurSkom
industrijom. Emisije su naj¢es¢e u obliku Cestica te su danas postrojenja opremljena uredajima

za kontrolu emisije kao Sto su elektrofilteri kako bi se ogranicilo ispustanje.

Moguce je i zagadenje vode kromom iz otpadnih voda, kromatima i drugim topivim
solima kod taljenja kroma, ispiranjem iz jama za odlaganje i sl. Danas su dostupne metode
smanjivanja razine kroma u otpadnim vodama. Tako se na primjer kod galvanizacije koristi Cr

(1) koji nije otrovan, za razliku od Cr (VI).

Uobicajena gnojiva sadrZe krom u tragovima, a ponekad i1 do nekoliko tisu¢a ppm-a. No,
prema istrazivanjima, krom koji dolazi u tlo putem gnojiva nije zabrinjavajuca stavka. Veci
problem je novi trend koristenja kanalizacije na obradivim povr$inama kao fertilizator. Na taj
nacin prenose se 1 teSki metali i unose u prehrambeni lanac. Iz ovakvog izvora, krom je relativno

neraspoloziv biljkama. (23)

Antropogeno otpustanje kroma u okoli§ dovelo je populaciju u opasnost od izlozenosti
kromom udisanjem zagadenog zraka ili pijenjem zagadene vode. Najcesce se u tlu nalazi
trovalentni krom, ali problem je ako u tlu postoji visoka razina mangana ili ako je tlo alkalno,

onda moze do¢i do oksidacije kroma Cr (III) do Cr (VI). Buduéi da je krom toksican i
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kancerogen, u odredenim drZzavama donesena je odredba da je gornja granica izlozenosti kromu

u pitkoj vodi 100 pg/L te 5 pg/m? tijekom radnog dana. (27)

1.4.2. Metabolizam kroma u organizmu
Poznavanje brzine i mehanizma apsorpcije, transporta, organske distribucije i eliminacije
iz organizma kroma i njegovih spojeva vrlo je vazno kako bi se mogli razumjeti mehanizmi
toksi¢nosti i kancerogenosti, ali i razumijevanje normalnog unosa esencijalnih spojeva kroma.
(28)

Ljudi i zivotinje vrlo slabo apsorbiraju anorganske trovalentne soli kroma. Kromati se
opcenito bolje apsorbiraju, no preferirano stanje valencije kroma je +3. Vrlo vjerojatno se svi
apsorbirani kromati u gastrointestinalnom sustavu prevode sa +6 do +3. Kod dijabeti¢ara

kromati se apsorbiraju dva do Cetiri puta vise nego kod zdravih pojedinaca. (25)

Schwartz 1 Mertz jo§ su 1959. utvrdili kako su neki spojevi koji sadrze krom vazni za
covjeka te je Mertz 1979. predloZio da bi minimalni dnevni unos kroma trebao biti oko 5 pg.
Prijedlog je temeljio na €injenici da probavni sustav apsorbira 15% kroma iz prehrane, a da je
dnevni gubitak kroma 0,5 — 1 pg. Prema tome, prehranom bismo svakodnevno trebali unositi
50 — 200 ug kroma. (28)

Ne postoji puno izvjes¢a da se krom unosi u organizam inhalacijom. Inhalacija kroma

zabiljezena je uglavnom kod profesionalnih oboljenja te je primijec¢ena akumulacija kroma u

od Cr (111). (8)
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Slika 7. Predlozeni model apsorpcije Cr (VI) u plu¢ima i gastrointestinalnom traktu. M —
mitohondrij; N — jezgra; RBC — crvene krvne stanice. (28)
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Distribucija u organizmu ovisi o spoju kroma i o valenciji. Bioloske membrane relativno
su nepropusne za Cr (I11) za razliku od Cr (V1) i uz brzu redukciju Cr (V1) te vezanje Cr (I1l) u
makromolekule ucinili su da je teSko razumjeti unos i distribuciju kroma u organizmu.
Kromov(111) acetat ili citrat brzo se izlu¢uju iz organizma, dok se u istom vremenskom intervalu
kromov (I11) klorid ili kromati brze apsorbiraju u tkivu. Organi u kojima se najvise talozi krom
su jetra, slezena, koStana srz i retikuloendotelni sustav. Takoder, moguci je i transplacetarni

prijenos kroma s majke na fetus.

Kod eliminacije kroma iz organizma, svaki je mehanizam zapravo povezan, odnosno
ovisi o valentnom stanju kroma. Nakon §to se akumuliraju i vezu u tkivo, kromovi oblici su
uglavnom trovalentni. Ako dode do smanjenog kapaciteta stanica jetre, krom u obliku Cr (V1)
moze se izluciti 1 putem Zuci. Nakon parenteralne primjene, krom se pretezito eliminira putem
urina. Kod izlu¢ivanja kroma putem bubrega, dokazano je da dolazi do glomerularne filtracije
pracena tubularnom resorpcijom ¢ak do 60%. (8) Vrlo vazna stavka kod kroma je $to se Cr (111)
izlu¢uje urinom, dok se vecina Cr (VI) zadrzava u organizmu §to nije povoljno za organizam.

(27)

1.4.3. Ucinak kroma u organizmu

Smatra se da je krom esencijalni nutrijent, ali ujedno i opasan za zdravlje ljudi. Kako je
to moguce? Upravo zbog oksidacijskih stanja u kojima se krom nalazi. Kako je i1 ranije
navedeno, Cr (VI) je opasan za zdravlje, odnosno toksi¢an ve¢ pri malim dozama, dok je Cr
(III) povoljan nutrijent u umjerenim koli¢inama. Zdravstveni ucinci 1 nutritivne pogodnosti
kroma u ostalim mogucim oksidacijskim stanjima nisu poznati iako postoje regulatorna
ograni¢enja za Cr (V1) i Cr (111). (29) Prilikom izlozenosti kromu, mnogi ¢imbenici utjeu na
to hoée li biti posljedica po zdravlje ili ne. Cimbenici su: doza (koliko je kroma uneseno u
tijelo), trajanje (kratkotrajna ili dugotrajna izloZzenost), oksidacijski oblik kroma te nacin na koji
se dolazi u kontakt s kromom (inhalacija, ingestija, dermalno). Takoder je potrebno u obzir
uzeti 1 ostale moguce Stetne tvari koje se unose u organizam, dob, spol, nain Zivota i
zdravstveno stanje. (30) Zdravstveni rizici kroma mogu se o¢ekivati neovisno o tome potjece li
on iz vanjskih izvora, poput oneciS¢ene vode za pice, ili iz unutarnjih izvora, poput
korodiraju¢ih zubnih aparata. Kod aplikacija u stomatologiji ne ocekuje se akutno trovanje

kromom jer su koncentracije metala koji se otpusta niske do umjerene. (26)

U niskim koncentracijama krom sudjeluje u prirodnom procesu metabolizma lipida i
bjelancevina. Vrlo male koli¢ine kroma potrebne su za normalne funkcije i te se koli¢ine
zadovoljavaju prehranom. Dnevno se unosi oko 100 ug kroma iz hrane poput zitarica, voca,
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povrca, plodova mora, gljiva, jaja i sl. Ostatak kroma koji se moZe naci u organizmu dolazi iz

vanjskih oneci$¢enja zbog industrijskih procesa koji zagaduju zrak i pitku vodu. (26)

Izlaganje dovoljno visokim koncentracijama kroma moze dovesti do njegova toksi¢nog,
genotoksiénog i kancerogenom ucinka. Cr(VI)-ioni izuzetno su oksidirajuc'i, a ujedno su i
Cr (IIT) moze oksidirati u Cr (V1) prema reakciji 2Cr.03 + 302 — 4CrO3 i time povecati toksi¢an
ucinak kroma. Cr (V) se lakSe apsorbira u organizmu jer njegov aktivni oblik strukturno
nalikuje sulfatu i lako prolazi kroz stani¢ne membrane transporterima sulfata. Nakon apsorpcije
moze se ponovo reducirati do Cr (III), ali ta se redukcija odvija nakon §to je ve¢ naneseno
stani¢no oSte¢enje. Krom moze uzrokovati oksidacijski stres tako §to s radikalom glutationom
(GS*) oksidira ¢itavu okolinu, ,,napada“ adenin i gvanin u DNA 1 proizvodi DNA adukte.
Ovakvo oSte¢enje moze dovesti do karcinogeneze jer je DNA oStecena ili nepotpuno

popravljena.

GS* + G5~ Oxidati 1 DNA
+
xidative stress | DNA-Cr ()
T [ (Bully DNA Damage)

GSH
.*.*.* ‘*

H202 HzOz HzOz H202

OH* + OH™ OH*+ OH~ OH*+OH™ OH*+ OH"

Oxidative stress

Slika 8. Reakcije redukcije i oksidacije iona kroma. (27)

loni kroma mogu reagirati s reducensima i oksidansima te proizvoditi slobodne radikale.
Cr (III) moze oksidirati s teku¢inama za ispiranje usta, pastom za zube te profilakti¢kim
gelovima koji sadrze fluoride, povidon jod i endodontontske kemikalije. Oksidacijom Cr (I11)
prisutan u ovim sredstvima, u oralnoj sredini postaje otrovniji Cr (V1) te moze potencijalno

uzrokovati oStecenja.

Cr (IIl) iz antidijabetickih lijekova moze se oksidirati u gastrointestinalnom mediju,
krvnoj plazmi i drugim izvanstani¢nim teku¢inama i stvarati proteinske komplekse, ionizirati s
DNA te na taj naCin takoder stvoriti DNA adukte. Lijekovi za dijabetes koji sadrze krom mogu

potencijalno imati genotoksican i kancerogen ucinak.
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Sesterovalentni krom je klasificiran kao kancerogen skupine 1 sa sloZzenim mehanizmima
kancerogenosti. Jedni od glavnih mehanizama su povecanje oksidativnog stresa, prekidi
kromosoma te stvaranje adukata DNA. (27) Prema epidemioloskoj studiji koji su proveli Gross
1 Ko6lsch, kod profesionalnih oboljenja, odnosno raka pluca, naj¢es¢i uzrocnik je cinkov kromat

Sto ukazuje na to da je cinkov kromat potentniji humani kancerogen nego ostali spojevi kroma.
(8)

Karcinom uzrokovan kromom najéeS$¢e se manifestira na plu¢ima, nosu i sinusima. Cr
(VD) u reakciji s askorbatom i vodikovim peroksidom rezultira nakupljanjem hidroksilnih
radikala koji oste¢uju DNA (DNA prekidi, Cr-DNA adukti, DNA — DNA i DNA — protein
umrezavanje, oksidativna osteéenja DNA). Zabiljezeno je i da Cr (V1) inhibira metilacijom gen

supresor pl6.

Ovisno o dozi, kod akutnih u¢inaka kroma javlja se iritacija respiratornog sustava i
zacepljenje diSnih putova. Kod kroni¢ne izloZenosti javlja se kroni¢ni bronhitis, astma,

faringitis, rinitis, polipi u gornjim di$nim putevima, ulceracije nosne sluznice i sl.

IzloZenost kontaktom uzrokuje pojavu alergijskih reakcija, iritacije ili dermatitis. Krom moze
utjecati i na bubrege, jetru, reprodukcijski sustav, moze uzrokovati poremecaj u rastu, promjene

boje zuba i eroziju, itd. (27)

1.4.3.1.Uloga kroma kod dijabetesa

Unato¢ raSirenoj uporabi kroma kod dijabetiCara, njegov utjecaj na zdravlje i
metabolizam ugljikohidrata nije sasvim poznat te su oskudni podaci o ovoj temi. Zanimanje za
kromom zapocinje 1950.-ih kada se shvatilo da kod pivskog kvasca postoji faktor tolerancije
glukoze (GTF) koji je prevenirao razvoj dijabetesa kod pokusnih Zivotinja. Velik broj literatura
ukazuje nato da je krom, Cr (I11), bitan za ljudsko zdravlje jer je uklju¢en u djelovanje inzulina.
Nedostatak kroma kod dijabeticara 1 kontrolnih skupina u epidemioloSkim studijama nije u
potpunosti definiran te je potrebno provesti daljnja istrazivanja. Postavlja se pitanje treba li
preporucati krom kao dodatak prehrani. Sve vise istrazivanja pokazuju da se dodatkom kroma
poboljSava osjetljivost na inzulin i poboljSava se metabolizam glukoze kod pacijenata S
dijabetesom tipa I i II te kod nekih pacijenata bez dijabetesa. Vecina klini¢kih ispitivanja ima
ogranicenja poput malog broja ispitanika, kratkorocne nerandomizirane dizajne i razli¢ite doze
dodatka kroma $to objasnjava velike varijabilnosti rezultata istrazivanja. Ovakva ispitivanja bi

trebala procijeniti u€inke lijecenja 1 metabolicke parametre Sto bi bilo vrlo skupo 1 dugotrajno
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jer bi ukljucivalo velik broj ispitanika i vise godina pracenja. Takvi rezultati trebali bi procijeniti

sigurnost dugotrajne nadoknade kroma u organizmu. (31)

INSULIN-SENSITIVE CELL Insulin Receptor Activated

. reduction in blood
insulin level

jfa;. -

Insulin Receptor Fully Activated ~ Chromodulin Loaded With Cr

Slika 9. Predlozeni mehanizam djelovanja kroma i LMWCr-a na pojacanje djelovanja inzulina.
(31)
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1.5.Kvasac i primjena kvasca u eksperimentalnim istrazivanjima
Kvasci su eukariotski jednostani¢ni organizmi te pripadaju carstvu gljiva (Fungi) poput
plijesni i mesnatih gljiva. Gljive su opcenito eukarioti koji mogu biti jednostani¢ni ili
viSestanicni. Ne posjeduju klorofil pa stoga nemaju ni sposobnost fotosinteze i hranu su

primorani apsorbirati iz okoline.

Kva$éeve stanice nazivaju se jo$ i blastokonidije (gr¢. blastos — klica, conia - prasina).
Promjera su 2 do 15 um, a mogu biti okruglog, izduzenog ili ovalnog oblika. Blastokonidije su
obavijene viSeslojnom stanicnom stijenkom unutar koje je citoplazma s organelima. Stani¢na
stijenka pruza ¢vrstocu i zastitu stanici od raznih mehanickih oStecenja i osmolize stanica. (32)
Krute je strukture te ¢ini 25% ukupne suhe mase stanice kvasca, a sastoji se od makromolekula:
visoko glikoziliranih glikoproteina ("manoproteina"), B-(1,6)- glukana, B-(1,3)-glukana i hitina.
Liti¢ki enzimi mogu u potpunosti ukloniti stanicnu stijenku bez da oStete vitalnost ili druge
stani¢ne funkcije kvasca. Stani¢na stijenka moze se regenerirati $to je korisno kod proucavanja
biosinteze stani¢ne stijenke. (33) Stanice koje nemaju stani¢nu stijenku nazivaju se sferoplasti
i podlozne su intergenskim i intragenskim spajanjem stanica kojim nastaju hibridi visokog
bioloskog potencijala. Kod blastokonidije, stani¢na stijenka ima bitnu ulogu kod pretvorbe u
filamentozni oblik. Takoder je jedan od c¢imbenika patogenosti kvasaca zbog moguénosti
adherencije na bioloske i umjetne supstrate. Na povrSini nekih kvasaca mogu se pronaci
fimbrije koje omogucuju adherenciju na humane epitelne stanice i povrSine protetickih
materijala. Neke patogene vrste kvasaca mogu imati i polisaharidnu kapsulu kao ¢imbenik

virulencije.

Kvasci imaju 1 citoplazmatsku (stani¢nu) membranu gradenu od dva sloja fosfolipida
(fosfatidilkolin i fosfatidiletanolamin) s uvrnu¢ima. (32) U lipidnom dvosloju nalaze se proteini
koji su fiksatori citoskeleta. (33) Ona je zaduzena za propusnost tvari u stanicu te za sintezu
molekula stani¢ne stijenke. Tako je na primjer ciljano mjesto djelovanja odredenih

antifungalnih lijekova ergosterol (najvazniji sterol) u citoplazmatskoj membrani kvasaca. (32)

U periplazmatskom prostoru (prostor izmedu stani¢ne stijenke i membrane) nalaze se
proteini koji izlaze kroz stani¢nu stijenku. Fosfataze i invertaze izlaze i kataboliziraju supstrate

koji ne mogu proc¢i kroz membranu.

Citoplazma je vodena, koloidna otopina u kojoj se odvija veéina unutarstani¢nih
aktivnosti. Topive makromolekule poput glikogena i1 proteina nalaze se u citoplazmi, a vece

makromolekule poput ribosoma, proteasoma ili lipida suspendirani su u citoplazmi (33)
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Jezgra je obavijena dvostrukom jezgrinom membranom na kojoj se nalaze pore. Osim
jezgre, u citoplazmi su vidljivi i mitohondriji, mikrotubili, Golgijev aparat, endoplazmatski

retikulum, vakuole i pricuvna zrnca. (32)

Kvasci na hranjivoj podlozi tvore mekane, neprozirne, bez kolonije veli¢ine 1 — 3 mm.
Uspjesno rastu u prisustvu jednostavnih izvora dusika i ugljikohidrata. (34) Na kukuruznom
agaru moguce je pronaci, osim blastokonidija, prave hife 1 pseudohife. Pseudohife ¢e nastati
ako se stanice kvasca izduzuju i slazu jedna do druge u krace ili duze lance. Hife nastaju

germinacijom iz blastokonidija i izduzivanjem vrsnih stanica te stvaranjem poprecnih pregrada.

(32)

Uobicajeno razmnoZavanje kvasaca je pupanjem, odnosno nesporogeno. Postoje 1 kvasci

koji se razmnozavaju sporogeno te se nazivaju askuse.

Nizi eukarioti, poput kvasaca, pogodni su za proucavanje i objasnjavanje osnovnih
procesa koji se dogadaju u eukariotskim stanicama. Prednost im je jednostavan uzgoj i kratko

vrijeme generacije. Pogodni su za istrazivanja u molekularnoj i klasi¢noj genetici. (33)

Slika 10. Grada blastokonidije; J - jezgra, M - mitohondrij, V - vakuola, ER - endoplazmatska
mrezica, G - Golgijev aparat, Gl - glikogenska zrnca. (32)

1.5.1. Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae ili pivski kvasac predstavnik je kvasaca koji se koristi Sirom
svijeta u prehrambenoj industriji (vrenje, destilacija alkohola, proizvodnja vina, pekarstvo) te
je jedan od glavnih modela stanica u raznim znanstvenim istrazivanjima zbog njegove
specifi¢ne fizioloske grade i metabolicke aktivnosti. Ve¢ se desetljec¢ima koristi kao prototipska

eukariotska stanica idealna za otkrivanje mnogih osnovnih pojava eukariotskog zivota zbog
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svojih povoljnih svojstava kao $to su: jednostavnost i brzina analize kvasca, mala veli¢ina
njegova genoma (12 Mbp), kratko vrijeme udvostru¢avanja (80 min na slozenim medijima) te
potpuno razvijen sustav spolnog razmnozavanja sa stabilnim haploidnim i diploidnim fazama
koje omoguc¢uju komplementaciju i rekombinacijsku analizu. (35) Ponajbolje je proucena i
shvacena vrsta kvasca. Predstavnik je askosporogenih kvasaca. Vegetativno se reproducira
multilateralnim pupanjem te spolno pomocu askospora. Stanice su jajolike, ovalne ili
cilindri¢ne, svijetlo kremaste boje, glatke i ravne povrsine. (36) Kvasci Saccharomyces spp.
imaju sposobnost anaerobne ili semianacrobne fermentacije Secera pri kojoj se proizvodi etanol
i ugljikov dioksid. Uzgajaju se u hranjivim podlogama s velikim koli¢inama Secera (D —
glukoza, D — fruktoza, D — manoza, D - maltoza), kvas¢evog ekstrakta i peptona pri optimalnoj
temperaturi od 37 °C. (37)

1.5.2. Oksidativni stres

Kvasci, kao §to je Saccharomyces cerevisiae, ve¢ dugo vremena sluze kao korisni model
za proucavanje oksidacijskog stresa koji je povezan sa stanicnom smréu i teskim patoloskim
stanjima koja se javljaju kod ljudi. Kod njih postoje odredene prednosti u odnosu na druge
modele, poput kratkog Zivotnog ciklusa te $to se lako mogu genski manipulirati, a da pri tome
zadrzavaju jezgrine stani¢ne procese koji su karakteristicni za eukariote. Kvasac moze dati
znacajan doprinos u razumijevanju oksidativnog stresa i njegovih posljedica kao §to su
programirana stanicna smrt ili pogreSna regulacija stani¢ne smrti u kontekstu razvitka

karcinoma, neurodegenerativnih bolesti ili starenja.

Vecina Zivih organizama ovisi o kisiku, no medutim organizmi su morali razviti i
mehanizme antioksidativne obrane kako bi se zastitile od mogucih toksi¢nih ucinaka kisika.
Toksicnost kisika proizlazi iz njegove sposobnosti da stvara reaktivne spojeve (ROS) kao $to
su radikal superoksida (O2), vodikov peroksid (H202), hidroksilni radikal (OH"). Ovakvi
radikali nastaju uglavnom zbog ,.istjecanja* elektrona iz transportnog lanca tijekom aerobnog
disanja. Znac¢ajno stvaranje ROS-eva moze potaknuti izloZenost teSkim metalima, UV zracenju,
pesticidima, zagadiva¢ima zraka, ksenobioticima te drugim egzogenim ¢imbenicima. Ako se
stanica antioksidativnim mehanizmima ne uspije obraniti, nakupljanje slobodnih radikala kisika
neizbjezno ¢e uzrokovati oksidativni stres stanice. Oksidativni stres stanice definiran je kao
stanje neravnoteze izmedu prooksidanasa i antioksidanasa §to dovodi do oksidativnog oStecenja

stanice ¢ime je ugrozena njena odrZivost.

28



ROS

v

( Chain
\_ reaction /

Membrane damage |

=—Oxidative ==
— stress

Oxidative
damage

< o>

Slika 11. Shematski prikaz stani¢nog oStecenja oksidativnim stresom. (38)
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Dokazano je da akumulirani radikali kisika oSteuju vazne biomolekule poput
nukleinskih kiselina, proteina i lipida. Ovi radikali imaju vaznu ulogu u posredovanju
programirane stani¢ne smrti (apoptoza) ili ¢ak pri vrlo visokim dozama mogu uzrokovati
nekrozu u razli¢itim stani¢nim tipovima. Oksidativna oSte¢enja uzrokovana slobodnim
radikalima kisika povezana su s nastankom dijabetesa i neurodegenerativnih bolesti (Parkinson,
Alzheimer, amiotroficna lateralna skleroza). Uklju¢eni su u proces starenja te imaju klju¢nu

ulogu u razvoju karcinoma. (39)

Youseff i sur. proucavali su kako superoksid dismutaza utjece na slobodne radikale kisika
koji se nadu u prisutnosti kvasca. Fagociti pri obrani organizma od patogena proizvode
slobodne radikale kisika. Ti bi radikali trebali, u ovom slucaju, ostetiti kvasac, no zbog
superoksid dismutaze (SOD3) koja ¢e detoksicirati reaktivni kisik, kvasac zadrzava svoju
patogenost i prezivljava u domacinu. Kvasci proizvode SOD3 i usmjeravaju je u izvanstani¢no
okruzenje putem N — terminalnih i C — terminalnih signala koji poti¢u njeno lucenje i vezanje

na povrsinu stanice. (40)
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati utjecaj iona metala koji se otpustaju iz dvije vrste
ordonotskih lukova: “remanium” i “rematitan” na metabolicku aktivnost 2 vrste kvasaca
Saccharomyces cerevisiae W303 i divlji tip. KoriSteni lukovi razli¢itog su deklariranog sastava
— u ,,remanium* lukovima prevladavaju krom i nikal, dok u ,,rematitan“ lukovima prevladava
nikal. loni otpusteni iz lukova mogu utjecati na stani¢nu proliferaciju, vitalnost i vijabilnost
kvasca. Lukovi su bili uronjeni, bilo u umjetnu slinu ili u YPD-podlogu, na period od 3, 7 ili 14
dana te nakon toga koristeni u pokusu s kvascem. Metabolic¢ka aktivnost pra¢ena je XTT testom,
AO/PI fluorescentnom bojom i “Live/Dead Yeast Viability Kit”-om. U istrazivanju je ispitana
1 unutarstani¢na oksidacija do koje moze do¢i kada otpuSteni ioni metala prodru u stanicu

kvasca i potaknu stresni odgovor.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1.Materijali

3.1.1. Radni mikroorganizam
U ovom istrazivanju koriStena su dva soja kvasca Saccharomyces cerevisiae: W303
(auksotrofni mutant MATa {his3-11,15 leu2-3,112 ura3-1 trpl-1, ade2-1}) i divlji soj
(prototrof). Radni kvasci uzgajani su po principu Scale — up na YPD hranjivoj podlozi i u

umjetnoj slini.

3.1.2. Uredaji, laboratorijski pribor, kemikalije
e Stakleno posude (tikvice od 250 mL, 500 mL, 1000 mL; ¢ase, epruvete)

e Automatske pipete razli¢itih volumena, Eppendorf, Njemacka

e pH-metar MP 220, Mettler Toledo, EU

e Tehnicka vaga PCB 1000-2, Kern-Sohn, Njemacka

e Analiticka vaga Explorer, OHAUS, Svicarska

e Magnetska mijesalica MR Hei Standard, Heidolph, Njemacka

e Fluorescentni mikroskop Olympus BX51; Olympus, Tokyo, Japan
e ELISA opticki ¢ita¢ mikrotitarskih plocica, Tecan EL 808, Austrija
e Tresilica Unimax 1000, Heidolph, Njemacka

e Biirker-Tiirk-ova komorica

e Svjetlosni mikroskop Olympus BX40F; Olympus, Tokyo, Japan

e Koncentrirana otopina klorovodi¢ne kiseline (HCI), Merck

e Glukoza, Biolife, Italija

e Pepton, Liofilchem, Italija

e Kvascev ekstrakt, Biolife, Italija

e LIVE/DEAD Yeast Viability Kit, Thermo-Scientific, SAD

o XTT test— XTT Cell Viability Kit, Cell Signaling Technology, SAD

e Autoklav za sterilizaciju, CertoClav, Austrija

e Vorteks, Technokartell TK3S, Australija
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e LUNA-FL™ Dual fluorescence cell counter, Logos Biosystems, Juzna Koreja

e AO/PIboja, Logos Biosystems, Juzna Koreja

3.2.Metode
3.2.1. Priprema hranjive podloge

YPD (yeast extract, peptone, dextrose) je hranjiva podloga koja se koristi kod uzgoja
raznih sojeva kvasca. Vrlo je bogat medij te moze biti pripremljena kao kruta ili teku¢a podloga.
Za pripremu podloge koristi se receptura: 20 g/L glukoze, 20 g/L peptona i 10 g/L kvascevog
ekstrakta. [zvaganim sastojcima potrebno je dodati odredenu koli¢inu destilirane vode, staviti
na magnetsku mijesalicu i mijesati dok otopina ne postane bistra. Nakon §to je otopina
promijesana, potrebno je prilagoditi pH na 5,5 s koncentriranom klorovodiénom kiselinom §to

je optimalan pH za rast kvasaca. (41)

U ovom istrazivanju YPD medij je koriSten za pripremu podloga s iscrpinama metalnih
iona prema principu da na svaki centimetar Zi¢anog luka (,,rematitan® i ,,remanium®) treba
dodati 1 mL iscrpine. Pri postavljanju ortodontskog aparati¢a koristi se zicani luk od 14 cm, s
tim da se koriste 2 luka po aparati¢u. Prema tome potrebno je 28 mL iscrpine za pojedinu
analizu. Tikvicu sa svim sastojcima je potrebno sterilizirati u autoklavu na 121°C u trajanju od
15 minuta. Tako pripremljene podloge su se nakon toga kontinuirano mijesale na 100 rpm, 37

°C, 3, 7ili 14 dana, kako bi se dobile iscrpine metalnih iona.

3.2.2. Priprema umjetne sline
Umjetna slina vrlo se Cesto koristi u istraZivanjima vezanim uz ortodonciju te su takve
umjetne sline sastavom vrlo slicne prirodnoj slini. Naravno, nikako nije moguce u potpunosti
to¢no duplicirati svojstva ljudske sline jer je to tekuc¢ina koju izlu¢uju parotidne, submaksilarne
i sublingvalne Zlijezde te ovisi u kojem dobu dana se izlucuje, ali i 0 brojnim drugim

¢imbenicima. (42)

U istrazivanju je koriStena umjetna slina napravljena prema recepturi Toni Zucchi-a.
Priprema se prema 1L te je potrebno dodati 1,5 g/L KCI, 1,5 g/L NaHCO3, 0,5 g/L NaH2POa,
0,5 g/ KSCN 10,9 g/L. mlijecne kiseline i do 1 L nadopuniti destiliranom vodom, a nakon toga
korigirati pH na 4,8. Ovakav pH je odabran jer odgovara jedan do dva dana starom dentalnom
biofilmu te simulira slinu kod pacijenata sa slabom oralnom higijenom. Kao i kod postavljanja
pokusa s YPD medijem, u tikvicu se dodaju dva Zic¢ana luka (,,remanium* ili ,,rematitan) i 40

mL otopine umjetne sline (20 mL po luku) te steriliziraju u autoklavu na 121°C u trajanju od
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15 minuta. Tako pripremljene otopine su se nakon toga kontinuirano mijesale na 100 rpm, 37

°C, 3, 7 ili 14 dana, kako bi se dobile iscrpine metalnih iona.

3.2.3. Uzgoj kvasaca
U epruvete se ulije 10 mL YPD hranjive podloge te se pomocu sterilne bakterijske uSice
precijepe kvasci s krute podloge u epruvetu. Epruveta se lagano mijesa kako bi se biomasa
rasprsila po hranjivom mediju. Na tresilici (Unimax 1000; 200 rpm) se kroz 24 h na temperaturi

od 30 °C uzgajaju kvasci. Vidljivo je zamucenje podloge posto su se kvasci umnozili.

3.2.4. Odredivanje broja stanica kvasca

3.2.4.1.0dredivanje opticke gustoce stanica kvasca
Priblizan broj stanica u kulturi moze se odrediti spektorfotometrijski mjerenjem opticke
gusto¢e (OD) pri valnoj duljini od 620 nm. Kulture stanica potrebno je razrijediti kako bi
o€itanje bilo <1,0. U istrazivanju je koriStena jednaka mikrotitarska plocica za mjerenje OD i1
XTT-a, te je prema tome protokol pripreme jednak, osim S§to je za mjerenje opticke gustoce

zanemariv dodatak XTT reagensa.

Opticka gustoca mjerena je na Tecan Microtec-CitaCu. Izmedu mjerenja, mikrotitarske
plocice potrebno je drzati na laganom treSenju uz temperaturu 28 — 30 °C, koja je optimalna za

rast i razvoj kvasaca.

Razrijediti stanice U svaku jazicu Mjerenje opticke Odloziti plogicu
kvasca kako bi staviti 200 pL gustoée na 620 na tresili Cll’J fi28
koncentracija bila medija (iscrpina nm na Tecan 230 O(?
1*10°6 metala + kvasac) Microtec-¢itacu

Slika 12. Shematski prikaz odredivanja opticke gustoée kvasaca.

3.2.4.2.Brojanje stanica na LUNA-FL™ Dual fluorescence cell counter
Uredaj LUNA-FL™ Dual fluorescence cell counter ima moguénost ¢etiri nadina brojanja
stanica. Opremljen je svjetlosnom (brightfield) 1 dvostrukom fluorescencijom $to omogucuje

otkrivanje razli€itih tipova stanica (iskljucujuci bakterijske stanice).

Optimalno brojanje stanica za ovaj uredaj je kada je koncentracija stanica 1*10°. Iz
hranjive podloge uzima se ~12 uL kvasca te se prebroje na svjetlosnoj opciji. Ako je
koncentracija stanice iznad 1*10°, uzorak se razrjeduje s destiliranom vodom, te se razrijedeni

uzorak prebrojava na uredaju kako bi se dobio Sto to€niji rezultat.
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Slika 13. Prikaz prebrojanih stanica na LUNA-FLTM Dual fluorescence cell counter.

3.2.4.3.Brojanje stanica na svjetlosnom mikroskopu
Brojanje stanica kvasca na svjetlosnom mikroskopu izvodi se pomoc¢u Biirker-Tiirk-ove
komorice. Ona ima ugraviranu kvadratnu mrezu sa 16 velikih kvadrata, a svaki od velikih
kvadrata ima 25 malih kvadrata. Brojanje stanica radi se na samom pocetku pokusa (dodatak
kvasca iscrpini metala) te na kraju pokusa (nakon zavrSetka inkubacije). 8 pL uzorka stavi se
na plocu komorice i poklopi pokrovnim stakalcem. Na svjetlosnom mikroskopu pod
povecanjem 400x broje se minimalno 4 manja kvadrata, te se rezultat izrazi kao srednja

vrijednost. Broj stanica u 1 mL hranjive podloge mogucée je dobiti pomocu formule:

CFU 16 nsr
—_— *
mL %

xrf

gdje je ns- srednja vrijednost broja stanica, V- volumen komorice (10* mL) i rf — reciproéna

vrijednost faktora razrjedenja.

::::::

1 mm

id STTETTIrY b4 = i _LL
¥ |a-020mm 005 men

Slika 14. Biirker-Tiirk-ova komorica za brojanje stanica.

(https://www.vitascientific.com/c-chip-disposable-hemocytometer-burker-turk-50-slides-100-samples)
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3.2.5. Odredivanje krivulje rasta
Krivulja rasta odreduje se podacima dobivenim na ¢itacu mikrotitarskih plocica. Potrebno
je pripremiti mikrotitarsku plo¢icu u kojima ¢e broj stanica u jazicama biti priblizno 1*10°. za
mikrotitarsku plo¢icu potrebno je napraviti protokol prema kojem ¢e se, ovisno o tretmanu,
popunjavati jazice. Kontrolu ¢ine umjetna slina ili YPD hranjiva podloga s netretiranim

stanicama kvasca, dok je slijepa proba samo umjetna slina ili YPD hranjiva podloga.
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Slika 15. Shematski prikaz nasadivanja mikrotitarske plocice; plavo — stanice tretirane
,rematitan“-om (1 — 3 dana, 2 — 7 dana, 3 — 14 dana), crveno — stanice tretirane ,,remanium-
om (4 — 3 dana, 5 -7 dana, 6 — 14 dana), zeleno — kontrola, zuto — slijepa proba.

3.2.6. Odredivanje metaboli¢ke aktivnosti kvasca

3.2.6.1.0dredivanje stanicne proliferacije (XTT test)

XTT test prvi je puta opisan i koriSten 1988. godine te je opisan kao ucinkovita metoda
mjerenja rasta stanica i osjetljivosti na lijekove kod tumorskih stanica. Soli tetrazoliuma imaju
Siroku 1 dugacku primjenu kao reagens za detekciju u histokemijskim istrazivanjima i
ispitivanjima biologije stanica. XTT je bezbojna ili pomalo Zu¢kasta komponenta koja, kada se
reducira, prelazi u izrazito narancasto obojenje. Ubraja se U drugu generaciju ovakvih boja te
se moZe ucinkovito koristiti u ispitivanjima stanicne proliferacije, citotoksicnosti i ispitivanjima

apoptoze. Smatra se kako XTT ne moze u¢i u stanicu zbog negativnog naboja. Djelovanjem
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mitohondrijskih enzima iz XTT-a nastaje formazan. Kako se mitohondrijski enzimi inaktiviraju

vrlo brzo nakon smrti stanica, formazan nastaje isklju¢ivo u Zivim stanicama.
NOs2
o] NO2
H
O\ /N“'\"‘ SOg 1 Na' _NH
QNH N§N+ SOj metabolism > i -
o NH THLN N S0,
7 N2 | 0O H
= 3G‘\D NO.

2
XTT Formazan

Slika 16. Prikaz redukcije XTT do formazana.

(https://www.researchgate.net/figure/Principle-of-XTT-assay figl 279778205)

Za ovo ispitivanje koriStene su mikrotitarske plocice s 96 jazica (12x8) te su za
postavljanje pokusa koriSteni duplikati, triplikati ili tetraplikati iscrpine ,rematitan® i
,.remanium* lukova na koje je nacijepljen kvasac (W303 i divlji tip), kontrolni uzorci (podloga
i umjetna slina s nacijepljenim kvascima) i slijepa proba (bilo podloga ili umjetna slina). Prema
protokolu proizvodaca potrebno je napraviti razrjedenje, tako da broj stanica bude 1*¥10°. U
svaku jazicu otpipetirano je 200 pL podloge (sa ili bez iona metala + kvasac). Otopina
aktiviranog XTT-a priprema se tako da se odmrzne alikvot XTT reagens i aktivacijskog
reagensa na 37°C te se dodaje 0,1 mL aktivacijskog reagensa i 5,0 mL XTT reagensa §to
odgovara pokusu za 96 mikrotitarskih jazica. U svaku jazicu potrebno je dodati 50 pL otopine
aktiviranog XTT-a. Nakon $to je dodan reagens, prvo ocitanje je u nultom vremenu, §to je
realno izvedivo tek nakon 4 sata. Za mjerenje se koristi ¢ita¢ mikrotitarskih plocica Tecan na

450 nm.

Kod interpretacije rezultata slijedi se pravilo da ako su vrijednosti apsorbancije tretiranih
stanica vece nego kod kontrole doslo je do porasta proliferacije stanica i vijabilnosti. Suprotno,
ako su apsorbancije tretiranih stanica niZze od apsorbancije kontrole, doslo je do smanjenja
stani¢ne proliferacije, a moguci uzrok je stani¢na nekroza ili apoptoza. Preporuka je da se
stanice prouce 1 pod mikroskopom kako bi se potvrdili rezultati ispitivanja 1 uvidjelo ako je

doslo do morfoloskih promjena stanica.
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Slika 17. Prikaz mikrotitarske plocice pripremljene za pokus (strelicama oznacene jazice u koje
je dodan XTT reagens).

3.2.6.2.0dredivanje vitalnosti stanica kvasca

Vitalnost kvasaca odredivana je pomocu Live/Dead Yeast Viability Kit-a prema uputama
proizvodaca. KoriStene su dvije boje: FUN 1 i Calcofluor white. Calcofluor je zapravo
fluorescentni reagens koji se moze vezati na povrSinu stanica te boji hitin stani¢ne stijenke
plavom bojom. Zbog tog svojstva koristi se za obiljeZavanje stani¢ne stijenke gljiva. FUN 1
boja moze se koristiti zasebno ili u kombinaciji s Calcofluor-om kako bi se odredila
metabolicka aktivnost. Metabolicki aktivne stanice pretvaraju FUN 1 boju iz difuzno
rasporedene zelene mrlje u citoplazmi u crvenu cilindri¢nu intravakuolarnu strukturu (CIVS).
Samo metabolicki aktivne stanice tvore CIVS, dok mrtve stanice pod fluorescentnim
mikroskopom pokazuju svijetlo zelenu fluorescenciju. Stanice s netaknutom membranom, ali

sa smanjenom ili bez metabolicke aktivnosti prikazuju crvenu fluorescenciju razli¢itu od zrnatih
CIVS-a.

Brojane su stanice obojane: plavom bojom, plavom bojom s crvenim CIVS-om, zelenom

i crvenom bojom. Prema prebrojanim stanicama dobiven je postotak mrtvih i zivih stanica u
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ukupnom broju stanica. Metoda koja koristi Live/Dead Yeast Viability Kit omoguc¢ava brzo,

jednostavno i kvantitativno razlikovanje zivih i mrtvih stanica.

Centrifugirati (10 000/5
min) 1 mL iz pripremljene
otopine (iscrpina metala +

kvasac)

Odbaciti supernatant i
dodati 1 mL GH pufera

U uzorak dodati 1 pL FUN
115 pL Calcofluor boje

Pripremiti mikroskopsko
stakalce (12 puL uzorka) i
mikroskopirati uz filtere
odgovarajucih valnih
duljina

Pri¢ekati 30 minuta da se S
boja razvije

Slika 18. Shematski prikaz mikroskopskog odredivanja vitalnosti kvasca.

3.2.6.3.0dredivanje vijabilnosti kvasaca
Vijabilnost kvasaca moguce je odrediti pomo¢u AO/PI fluorescentne boje (eng. Acridine
Orange/Propidium lodide). Ova boja koristi se za brojanje stanica na fluorescentnom polju na
LUNA-FL™ uredaju. AO boja sve stanice zelenom fluorescencijom jer se veZe za DNA i
mrtvih 1 zivih stanica. PI je isklju¢ivo propustan za mrtve stanice u kojima se takoder veze za

DNA, ali apsorbira zelenu fluorescenciju te su mrtve stanice vidljive kao narancasto — crvene.

- A . Pomijesati AO/PI boju i 12 pL uzorka s bojom
?)gvee; ,t{e(t 1r6’:1n IE /S}%nlcf)l —>| uzorak kvasca (tretiran ili ——=>| staviti na posebne plocice
Je - H H kontrolni) dizajnirane za uredaj

v

Na uredaju pod opcijom
"Fluorescence Cell
Counting™ prebrojati
stanice kvasca

Ocitati podatke o
—> vijabilnosti stanica,
veli¢ini, nakupinama

Slika 19. Shematski prikaz odredivanja vijabilnosti kvasca na LUNA-FLTM uredaju.
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3.2.7. Odredivanje unutarstani¢ne oksidacije

Unutarstani¢na oksidacija procijenjena je koriste¢i 2',7'-diklorofluorescein (H2DCF)
prema postupku koji je razjasnjen kod Zakrajsek i sur. (43) Nefluorescentni H.DCF u stanicu
se unosi kao 2',7'-diklorofluorescein diacetat koji moze lako prodrijeti u membranu plazme te

se esterificira u stanici. U stanici se proizvede fluorescentni 2',7'- diklorofluorescein (DCF)

kojeg je moguce odrediti fluorometrijski.

Isprati 2 mL uzorka
(tretirane i netretirane
stanice) s 50 mM K -

fosfatnim puferom (pH
=17,8)

Centrifugirati uzorak
(14 000 g, 5 min)

Dodati H,DCFDA u
koncentraciji 10 uM

v

Inkubirati obojani
uzorak 30 min na 28 °C

Izmjeriti fluorescenciju
na ¢itacu mikrotitarskih
ploca Safire II na valnoj
duljini 488 nm i 520 nm

Slika 20. Shematski prikaz odredivanja unutarstani¢ne oksidacije.

39

Rezultate izraziti kao
relativnu jedinicu
fluorescencije (RFU)




4. REZULTATI
4.1.Krivulje rasta stanica
Krivulje rasta odredene su pomocu optickog Citata mikrotitarskih ploc¢ica. Na slici 16.
prikazan je rast tretiranih i netretiranih stanica na YPD hranjivoj podlozi, a na slici 17. Rast
stanica u umjetnoj slini.

Kvasac Saccharomyces Kvasac Saccharomyces

14 cerevisiae, soj W303 1,4 cerevisiae. DT 128
——\W303 kontrola 1,2 —&— DT kontrola
12 RT 3D 1,11 12 RT 3D 1,10
RM 3D RM 3D
RT 7D RT 7D
1 —#=RM 7D 1 —«—RmM7D
—e—RT 14D —e—RT 14D
——RM 14D ——RM 14D

0,8 0,8

0,64
0,6 0,6

0,4 0,4

0,2 0,2
0,06
0 0
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

Slika 21. Krivulje rasta kvasca na YPD hranjivoj podlozi tretiranih s lukovima "rematitan”(RT)
I "remanium”(RM) te kontrola (netretirane stanice). Tretmani dentalnim lukovima podijeljeni
u skupine prema vremenskoj duljini izlaganja lukovima u mediju: 3 dana (3D), 7 dana (7D) i
14 dana (14D).
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Kvasac Saccharomyces cerevisiae, Kvasac Saccharomyces

04 soj W303 0.4 cerevisiae, soj DT
—m@—W303 - kontrola ——RT 3D —— DT-kontrola —0—RT 3D
0,35 0,35
RM 3D RT 7D RM 3D RT 7D
0,3 0,3
—%—RM 7D —0—RT 14D —%—RM 7D —0—RT 14D
025 —_RM14D 025 . RMm 14D
0,2 0,2
0,10
0,15 0,15
0,09
0,1 01
0,05 0,08 0,05
0,08
0,07
0 0
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

Slika 22. Krivulje rasta kvasca uzgajanih u umjetnoj slini i tretiranih s iscrpinama lukova
"rematitan” (RT) i "remanium” (RM) te kontrole (netretirane stanice obje vrste kvasaca).
Tretmani dentalnim lukovima podijeljeni u skupine prema vremenskoj duljini izlaganja lukova
u mediju: 3 dana (3D), 7 dana (7D) i 14 dana (14D).
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4.2.0dredivanje metaboli¢ke aktivnosti stanica

4.2.1. Odredivanje stani¢ne proliferacije
Stani¢na proliferacija odredivana je XTT testom. XTT ulazi u stanicu uz pomo¢ PMS
medijatora i reducira se do izrazito narancastog formazana te se apsorbanca razvijene boje mjeri
ELISA optickim ¢itacem. Kod izrazavanja rezultata koristena je opticka gustoca stanica te su
rezultati izraZzeni prema kontroli (netretirane stanice). Na slikama 18. 1 19. prikazani su rezultati
XTT testa na samom pocetku reakcije i na kraju reakcije za Saccharomyces cerevisiae divljeg
tipa 1 W303, izrazeni postotkom prema kontroli. Stani¢na proliferacija odredivana je u dva

razli¢ita medija, stanice uzgajane na YPD hranjivoj podlozi i u umjetnoj slini.

100
90
80
70
60
50
40

AKTIVNOST
(% PREMA KONTROLI)

30
20
10

3d 7d 14d | | 3d Y7d
Y
REMATITAN REMANIUM

B w303 - poetak =w303-kraj = DIVLIJI TIP-poc¢etak ' DIVLII TIP-kraj

Slika 23. Graficki prikaz odredivanja metabolicke aktivnosti pomoc¢u XTT — testa na hranjivoj
podlozi YPD za 2 vrste kvasca, na pocetku i na kraju rasta. Tretmani dentalnim lukovima
podijeljeni u skupine prema vremenskoj duljini izlaganja lukova u mediju: 3 dana (3d), 7 dana
(7d) i 14 dana (14d).
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Slika 24. Graficki prikaz odredivanja metabolicke aktivnosti pomoc¢u XTT — testa u umjetnoj
slini za 2 vrste kvasca, na poc¢etku i na kraju rasta. Tretmani dentalnim lukovima podijeljeni u
skupine prema vremenskoj duljini izlaganja lukova u mediju: 3 dana (3d), 7 dana (7d) i 14 dana
(14d).

Ispitano je 1 postoji li statisticki znacajna razlika izmedu tretmana dvoma razliitim
dentalnim lukovima koji su otpustali ione metala u medij 3 dana. Proveden je studentov t — test
za nezavisne varijable te je utvrdeno da sveukupno ne postoji statisti¢ki znac¢ajna razlika uc¢inka

tretmana lukovima ,,remanium® i ,,rematitan‘ na metabolicku aktivnost kvasca.
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Box & Whisker Plot
REMATITAN vs. REMANIUM

2,8
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T Mean+1,96*SE

Slika 25. Grafi¢ki prikaz usporedbe tretmana lukovima "rematitan" i "remanium" na ucinak
metaboli¢ke aktivnosti (kraj reakcije, 24 sata) kvasca Saccharomyces cerevisiae uzgajanog u

YPD hranjivoj podlozi (p=0,67).
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4.2.2. Odredivanje vitalnosti kvasca
Vitalnost kvasaca odredivana je mikroskopski uz pomo¢ ,,Live/Dead Yeast Viability kit*-
a koji sadrzi FUN-1 boju i Calcofluor white. Vrijednosti metabolicke aktivnosti prikazane su u

Tablici 1., dok su stanice bojane FUN-1 i Calcofluor white bojom prikazane na slici 21.

Tablica 1. Metabolicka aktivnost stanica tretiranih s dentalnim lukovima “rematitan” i
“remanium” mjerena fluorescentnim mikroskopom. Stanice su bojane dvjema bojama, FUN-1
i Calcofluor white. Stanice s poremeé¢enom metabolickom aktivno$¢u (stanice s neoSteCenom
membranom ali s malom ili ¢ak nimalo metaboli¢ke aktivnosti) daju intenzivnu crvenu
fluorescenciju, a mrtve stanice daju zelenu fluorescenciju. Neoste¢ene, metabolicki aktivne

stanice su plavo obojane s crvenim tjelescima (CIVS).

Tip Vrsta stanica nakon bojanja VRSTA KVASCA
Zice FUN/Calcofluor white bojama W303 DIVLII TIP
udjel stanica (%)
- Metabolicki aktivne stanice s CIVS 71,87 62,03
< (A)
=
E Metabolicki poremecene stanice 7,87 5,96
= (B)
o Mrtve stanice (C) 5,96 5,46
Metabolicki aktivne stanice s CIVS 73,78 75,88
=
) (A)
> Metabolicki poremecene stanice 10,00 6,50
g (B)
L Mrtve stanice (C) 5,67 4,34
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Slika 26. Prikaz stanica pod fluorescentnim mikroskopom (P=400x) obojane FUN bojama
nakon tretmana lukom ,rematitan®; slovo a prikazuje zive stanice s poremecenom
metabolickom aktivnos¢u, b prikazuje mrtve stanice, ¢ prikazuju Zive stanice s crvenom
cilindri¢nom intravakuolarnom strukturom (CIVS).
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Slika 27. Graficki prikaz provjere statisticki znacajne razlike ucéinka dentalnih lukova
"remanium™ i "rematitan” ovisno o soju kvasca (W303 i Divlji soj - DT). Rezultati su obradeni
studentovim t - testom te je utvrdeno da nema statisticki znacajne razlike (p=0,89).
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4.2.3. Odredivanje vijabilnosti kvasca
Metabolic¢ka aktivnost kvasaca, odnosno njihova vijabilnost, praéena je pomoc¢u AO/PI
fluorescentne boje te su stanice brojane na LUNA-FL™ uredaju. Podacima koji se dobiju na
uredaju moguce je izraziti razne zanimljive podatke kao Sto je broj ili koncentracija stanice,
njihova prosjecna veli¢ina, formiranje stanica u samostalne, dvije, tri ili viSe njih spojenih u

“klastere” ili nakupine.
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Slika 28. Graficki prikaz promjene koncentracije stanica (ukupan broj, Zive i mrtve) uzgajane
na YPD hranjivoj podlozi te tretirane: a) lukovima ,,rematitan‘; b) lukovima ,,remanium<.
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Slika 29. Graficki prikaz promjene ukupnog broja stanica uzgajanih u umjetnoj slini, izrazeno
postotkom prema kontroli.

a) stanice tretirane lukovima ,,rematitan®; b) stanice tretirane lukovima ,,remanium®,
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Slika 30. Prosje¢na veli¢ina stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae divlji tip i W303
tretiranih iscrpinama lukova ,remanium® ili ,rematitan”, uzgajanih na a) YPD hranjivoj
podlozi, b) u umjetnoj slini.
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Slika 31. Graficki prikaz razlike formiranja stanica uzgajanih na YPD hranjivoj podlozi tijekom
tretmana lukovima ,,rematitan‘.
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Slika 32. Grafic¢ki prikaz razlike formiranja stanica uzgajanih na YPD hranjivoj podlozi tijekom
tretmana lukovima ,,remanium®.
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Slika 33. Graficki prikaz razlike formiranja stanica uzgajanih u umjetnoj slini tijekom tretmana
lukovima ,,rematitan‘.
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Slika 34. Graficki prikaz razlike formiranja stanica uzgajanih u umjetnoj slini tijekom tretmana
lukovima ,,remanium-,
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4.3. Odredivanje unutarstani¢ne oksidacije
Razine ROS-a dobivene mjerenjem fluorescencije prikazane su na slikama 24. i 25.
Unutarstani¢na oksidacija kvasca Saccharomyces cerevisiae W303 usporedena je i s kontrolom

(netretirane stanice) $to je izrazeno postotkom.

42000 [\ _’_‘_}_/_4.09,1%
41000 106,2%

40000
39000
38000
37000
36000
35000

FLUORESCENCUA (RFU)

34000
33000
32000

"/////////////////////////////)

3 dana 7dana 14 da,nal 3 dana 7dana 14 dana ) kontrola
T Y
Rematitan Remanium

Slika 35. Prikaz unutarstani¢ne oksidacije stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae (W303)
tretiranih lukovima ,,rematitan“ i ,,remanium* uzgajanih na YPD-podlozi. Vrijednosti su
izrazene relativnom fluorescencijom (RFU). Prikazan je i postotak unutarstani¢ne oksidacije
obzirom na kontrolu (netretirane stanice).
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Slika 36. Prikaz unutarstani¢ne oksidacija stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae (divlji tip)
tretiranih lukovima ,,rematitan® 1 ,,remanium* uzgajanih na YPD-podlozi. Vrijednosti su
izrazene relativnom fluorescencijom (RFU).
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5. RASPRAVA

5.1.Krivulja rasta

Krivulja rasta mikroorganizama omogucuje nam uvid u broj stanica kroz odredeni
vremenski period. Sastoji se od 4 faze: log faza, eksponencijalna, stacionarna te faza smrti. Log
faza ili faza odmaka pocetna je faza u kojoj su stanice mikroorganizama metabolicki aktivne,
ali se ne dijele za razliku od eksponencijalne faze u kojoj se eksponencijalno povecava broj
stanica mikroorganizama. Stacionarna faza na krivulji rasta dobiva oblik platoa jer je broj
zivuc¢ih i umiruéih stanica podjednak, odnosno ne mijenja im se broj jer se vie inntenzivno ne
dijele. U odredenom trenutku broj umirucih stanica prevlada broj Zivih stanice te dolazi do pada

krivulje i nastupa posljednja faza, faza smrti. (32)

Ve¢ pri prvom pogledu na krivulje rasta stanica, uzgajanih na YPD podlozi i u umjetnoj
slini, vidljiva je velika razlika (Slike 21 i 22). Stanice uzgajane u umjetnoj slini imaju znatno
manji porast, zbog nedostatka glukoze ili bilo kojeg izvora energije koja im je prijeko potrebna
za rast. Broach (2012.) navodi kako dostupnost hranjivih tvari kao $to su Secer, aminokiseline
i ostali dusikovi spojevi uvjetuju kako ¢e kvasac rasti te kako ¢e se razvijati. Hranjive tvari su
poput goriva za proces rasta stanica, a taj proces prvenstveno ovisi 0 biosintetskom kapacitetu
ribosoma. (44) Kod uzgajanja kvasca u medijima sa slabim izvorom ugljika bitno je mijeSanje
pri 250 rpm (primijeen smanjen rast pri manjim okretajima u minuti zbog aerobnim uvjeta).
(45) Jos uvijek je nepoznato kako se Saccharomyces cerevisiae nosi s ionima metala na
molekularnoj razini. Poznato je da odredeni proteini Stite stanicu od metalne toksi¢nosti, ali nije
poznat tocan mehanizam zastite. Isto tako, nepoznato je mijenja li se ,,odgovor* kvasaca ovisno

o akutnoj ili kroni¢noj izlozenosti ionima metala. (46)

Krivulja rasta kvasca koji je uzgajan na YPD hranjivoj podlozi pravilnog je oblika te su
vidljive prve tri faze (stanice nisu dospjele do faze smrti unutar 24 sata). Kod oba soja kvasca
Saccharomyces cerevisiae (W303 i divlji soj) kontrolne stanice (netretirane stanice) pokazuju
veci porast u odnosu na stanice tretirane lukovima “remanium” i ,rematitan” (Slika 21.).
Vidljivo je da je, bez obzira §to su se u podlogu otpustili ioni metala iz lukova koji mogu
potencijalno biti Stetni i utjecati na rast kvasaca, YPD hranjiva podloga pogodna za rast i
razmnozavanje kvasaca. Drugaciji slucaj je kod kvasaca koji su uzgajani u umjetnoj slini (Slika
22.). U ovakvom mediju ne postoje hranjive tvari koje mikroorganizmi mogu Koristiti u svojoj
metabolickoj aktivnosti te je stoga i krivulja rasta znatno razliita u odnosu na prethodno
objasnjenu. Krivulje rasta i za W303 1 za divlji soj nisu karakteristicnog oblika, faze rasta ne

postoje. Porast broja stanica je toliko malen da je zanemariv. Vrsta podloge moze utjecati na
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porast kvasca, ali i na otpuStanje iona iz lukova. Umjetna slina ima nesto nizi pH (4,8) od YPD
podloge (5,5) Sto moze potaknuti stvaranje korozije, a samim time i pojacati otpustanje iona
metala u podlogu. Barcelos i sur. utvrdili su kako pojavnost korozije na ortodontskim legurama
ovisi o pH sline, vremenu izloZenosti i koncentraciji F~ iona. Kriti¢na toc¢ka za nikal — titanij
legure bio je pH = 3,0. (47) Usporedujuci krivulje rasta kontrolne skupine kvasaca oba soja na

umjetnoj slini moze se primijetiti razlika u obliku krivulja, te veca osjetljivost kvasca W303.

5.2.0dredivanje metabolicke aktivnosti

5.2.1. Stani¢na proliferacija
Stani¢na proliferacija jest umnozavanje stanica, odnosno uzastopno stvaranje novih
stanica. XTT testom mjeri se proliferacija stanica temeljena na njihovoj metabolickoj
aktivnosti. Pra¢enjem stani¢ne proliferacije kod kvasca tretiranog dentalnim lukovima
,rematitan“ i ,,remanium* dobije se uvid djeluju li ioni otpusteni iz ovih lukova na ukupan broj

metaboli¢ki aktivnih Stanica.

Generalno, promjena medija (YPD-podloga vs. umjetna slina) ima utjecaja na odgovor
stanica obaju kvasaca na tretman metalnim ionima jer stanice pokazuju razli¢it odgovor,
odnosno jako razli¢ite udjele stanica prema kontroli. Na YPD podlozi (Slika 23.), kod veéine
ispitivanih iscrpina stanice pokazuju vecu metabolicku aktivnost na kraju reakcije, Sto je i
o¢ekivano. Naime, na pocetku reakcije, kad stanice preslaguju resurse i nastoje zapoceti s
diobom, povecane koli¢ine iona u podlozi predstavljaju im dodatni metaboli¢ki problem, jer im
se ne smije dozvoliti ulaz u stanice, odnosno, ako su metalni ioni ve¢ usli u stanice, trebalo bi

ih se iz stanica efikasno ukloniti.

Na kraju reakcije, ti su svi metaboli¢ki zahtjevni zadaci odradeni, a izmjereni udjeli

metaboli¢ki aktivnih stanica, pokazuju koliko su uspjesne stanice bile.

Prema slici 23. vidljivo je kako je najveci broj stanica u oba tretmana kod kvasca koji je
uzgajan u iscrpinama od 3 dana, izuzev divljeg soja tretiranog lukovima ,,remanium* ¢iji broj
stanica raste od 3 dana do 14 dana gdje je najveci. Divlji soj otporniji je na razli¢ite vanjske
¢imbenike, pa tako i ione metala, te je moguce da se te stanice prilagode na drugaciji medij i da
kvasac pocne koristiti ione u korist svog metabolizma. Soj W303 je kao histidinski auksotrofni
vidljivo ako se kod tretmana lukovima ,,remanium® usporede pocetne vrijednosti za W303 i

divlji soj.
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Tretiranje i uzgajanje kvasaca na umjetnoj slini pokazao je zanimljiv rezultat (Slika 24.).
U pocetku reakcije kod iscrpina od 3 dana stani¢na proliferacija je niska i niZa je nego na kraju
pokusa §to je 1 oCekivano. No, kod tretiranja u iscrpinama od 14 dana, stani¢na proliferacija
niza je na kraju reakcije nego na pocetku, Sto ukazuje da moguca veca koncentracija iona metala
ipak utjeCe na umnozavanje stanica kvasca i to negativno. lzuzetak je ponovo divlji tip kod
kojega stani¢na proliferacija raste s povecanjem dana izlozenosti. Wysocki i sur. navode kako
su toksi¢ni metali i metaloidi sveprisutni u prirodi i mogu se pojavljivati u visokim
koncentracijama. Kako bi organizmi osigurali stani¢nu zasStitu i prezivljavanje u odredenim
uvjetima, svi organizmi posjeduju mehanizme izbjegavanja toksi¢nosti i postizanja tolerancije.
(46) Prema ovakvom razmisljanju, moguce je da divlji soj u ovom istrazivanju razvije odredenu

vrstu tolerancije te time uspijeva povecéavati svoju proliferaciju uz pojac¢avanje tretmana.

U oba slucaja, stanice uzgajane na YPD hranjivoj podlozi i u umjetnoj slini, tretman
lukovima ,,remanium‘ pokazao je vecu inhibiciju rasta i razmnozavanja stanica nego tretman
lukovima ,,rematitan®. Cini se kako postoji razlika izmedu lukova, ali dodatnim statisti¢kim
testovima (t — test) utvrdeno je kako zapravo ne postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu
tretmana lukovima ,,remanium*® i ,,rematitan na razini znacajnosti 95% (Slika 25.) Spalj 1 sur.
(2011.) svojim istrazivanjem utvrdili su kako je najveca inhibicija kod nikal — titanij legura (u
ovom slucaju ,,rematitan®), dok im je najniza inhibicija kod nehrdajuceg celika i titanij —

molibden legura. (49)

XTT test povezan je s mitohondrijskom aktivno$¢u, odnosno respiracijom budu¢i da se
reagens u mitohondrijima reducira u formazan. Stoga je moguce povezati smanjen porast u
broju stanica nakon tretmana ionima metala s poreme¢enom mitohondrijskom respiracijom.
Kako navode Ahmadzadeh i sur. (1996.), mitohondrijska je respiracija regulirana koli¢inom
glukoze u podlozi. Glukoza inhibira respiraciju tako S$to potiskuje odredene enzime u
respiratornom lancu. Za neke je metale, kao $to je aluminij (u formi aluminijeva hidroksida)
utvrdeno da su u moguénosti inhibirati zatvaranje VDCA (eng. voltage-dependent anion
channel), $to je primarni put ulaska i izlaska metabolita kroz membranu. (50) MozZe se naslutiti
da bi jo$ neki metalni ioni mogli imati jednako djelovanje, poput ioni metala otpustenih u
tretmanima, koji ako stvore metalne okside, mogli bi isto tako ugroziti mitohondrijsku

respiraciju i inhibirati zatvaranje VDCA.

5.2.2. Vitalnost kvasca
Vitalnost stanica odredivana je fluorescentnim mikroskopom, stanice su bojane bojama
iz ,,Live/Dead Yeast Viability kit“-a (FUN — 1 i Calcofluor white) te su brojane stanice koje su
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zelene i crvene fluorescencije i pod plavim svjetlom vidljive, plave stanice. Plavo se boje sve
stanice i Zive i mrtve te je taj izbrojani broj ukupan broj stanica. Zive stanice s normalnom
metabolickom aktivno$¢u na preklopljenoj slici vidljive su kao plave stanice s crvenom
intravakuolarnom strukturom (CIVS), stanice s poreme¢enom metabolickom aktivnos¢u kao
narancasto — crvene stanice te mrtve stanice kao zelene (Slika 26). Da bi se FUN-1 uklonio iz
citosola kvasca, potrebne su odredene biokemijske modifikacije boje. Tijekom modifikacija sa
reduciranim glutationom nastaju glutation — konjugati. CIVS stanice mogu nastati 1 u
nedostatku enzima. Prema tome, inhibicija stvaranja CIVS stanica uzrokovana nedostatkom
ATP-a ne mora se iskljucivo pripisati inhibiciji stvaranja konjugata, ve¢ je moguce da stanica

nije u mogucénosti transportirati konjugate boje FUN-1 u vakuole. (51)

U Tablici 1 prikazani su postoci svih stanica po kategorijama za oba soja kvasca. Kod
tretmana dentalnim lukom ,,rematitan® zabiljeZen je manji postotak metabolicki poremecenih
stanica kod divljeg soja (5,96%) nego kod W303 (7,87%), dok je broj mrtvih stanica podjednak
(divlji soj —5,46%; W303 — 5,96%). Metabolicki aktivne stanice sa stvorenom CIVS strukturom
u visokom su postotku kod oba soja, ali i kod obje vrste tretmana. Tretman lukom ,,remanium*
pokazao je sli¢an ucinak kao i ,,rematitan®. Premda se za divlji soj pretpostavlja da je otporniji
na vanjske ¢imbenike od W303, ucinak tretmana lukovima ispitan ovim testom nije pokazao
statistiCki znacajnu razliku u u¢inku na sojeve (p=0,89) sto je i prikazano na Slici 27. U nesto
detaljnijem istrazivanju koje su proveli Kova¢ 1 sur. (2020.) s viSe razli¢itih tipova
otopina/smjesa metalnih iona po sastavu sli¢nih dentalnim legurama, utvrdili su da je legura
titanij — molibden imala utjecaj na metabolicku aktivnost kvasca tako $to je ona smanjena, a
smanjivanje metabolicke aktivnosti bilo je proporcionalno povecéanju koncentracije iona titanija

i molibdena u otopini. (52)

5.2.3. Vijabilnost kvasca

Vijabilnost je jedan od oblika prac¢enja metabolicke aktivnosti stanica. Odredivanjem
vijabilnosti dobije se informacija o udjelu Zivih i mrtvih stanica. Medutim, toksi¢ni ucinci
kemijskih ili fizikalnih faktora ne moraju nuzno rezultirati smréu stanice. Njihova toksi¢nost
moze rezultirati razli¢itim morfoloSkim, unutarstanicnim ili metabolickim promjenama Sto
moze uzrokovati npr. nemogucénost diobe stanice dok Ce stanica i dalje biti ziva. (53) U ovom
istrazivanju pracena je tako Sto su stanice bojane AO/PI bojom. Razliku izmedu mrtvih i zivih
stanica ¢ini propium jodid koji je propustan samo za mrtve stanice kvasca te u njima apsorbira
zelenu fluorescenciju i one su vidljive kao crvene stanice. Pomo¢u LUNA-FL™ uredaja

prebrojane su stanice 1 izrazeni su rezultati. Tretmani lukovima ,,remanium* i ,,rematitan* na
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kvascima koji su uzgajani na YPD hranjivoj podlozi nisu pokazali $tetan u¢inak na kvasce
(Slika 28.). Vrlo su niske koncentracije mrtvih stanice u oba slucaja, §to bi znacilo da ioni
metala koji se otpustaju iz dentalnih lukova ne djeluju toksi¢no na stanice kvasca. Divlji soj
kvasca uzgajan u umjetnoj slini i tretiran lukovima manje je porastao naspram kontrole, za
razliku od soja W303 koji je kod tretmana sedam dana ,,remanium* — om porastao ~160%
usporedujuéi s kontrolom (Slika 29.). Takoder, moguce je primijetiti kako je koncentracija
stanica oba soja te kod oba tretmana najmanja kod iscrpina u kojima su lukovi otpustali ione 3

dana.

Skoro svi fiksni ortodontski aparati nacinjeni su od metalnih legura, medu kojima su
najéesc¢e nehrdajuci Celik, nikal — titanij, B — titanij i kobalt — krom legure. Ortodontski aparati
napravljeni od prethodno navedenih legura otpustaju ione metala kroz vrijeme. Koncentracija
otpustenih iona ovisi o vrsti legure, okruzenju i vremenu izloZenosti. lako ioni metala nisu
biorazgradivi, oni se mogu akumulirati u tkivu i potencijalno imati citotoksi¢an uc¢inak. U
istrazivanjima koja koriste kvasce kao modelni organizam pokazano je da ioni metala otpusteni
iz dentalnih legura mogu imati utjecaj na metaboli¢ku aktivnost kvasca i na njihov rast i

razmnozavanje. (52)

Stanice kvasca divljeg soja kod netretiranih kvasaca vec¢e su nego kod soja W303.
Primije¢eno je da tretmanom lukovima dolazi do mijenjanja prosjene veliine stanice te
ponekad i oblika stanice (Slika 30). Stanice uzgajane na hranjivoj podlozi najvece su kod
tretmana gdje su lukovi otpustali ione u medij 14 dana (npr. divlji soj kvasca tretiran
,femanium‘ — om prosjecno je promjera 11,8 um). Suprotna situacija je kod stanica uzgajanih
u umjetnoj slini. Najvece prosjecne veliine stanica dobivene su za soj W303 koji je tretiran

,remanium‘ — om (3 dana izlu¢ivanja iona).

Stanice kvasca &esto rastu u nakupinama (dvije ili viSe stanica). Uredajem LUNA-FL™
moguce je odrediti 1 koliko se kojim tretmanom povecava ili smanjuje rast u nakupinama.
Ocekivano prevladava pojedinaéni rast, npr. kod tretmana iscrpinama lukova ,,remanium® u
umjetnoj slini 100% je pojedinacnih stanica (Slika 34.). Izuzetak su stanice uzgajane u umjetnoj
slini gdje su se iz lukova ,,remanium*® ioni otpustali 14 dana te je postotak pojedina¢nih stanica
samo 84,50%, a dvije spojene stanice ¢ak 9,40% (Slika 34.). Stanice uzgajane na hranjivoj
podlozi vise stvaraju nakupine u rastu nego stanice uzgajane u umjetnoj slini (Slike 31-34.).
Ovakav je rezultat oCekivan — u umjetnoj slini, kao mediju bez izvora ugljika, duSika,
mineralnih tvari..., stanica kvasca samo prezivljava i gotovo da se ne dijeli; prevladavaju
samostalne stanice. U mediju koji sadrzi sve potrebno za rast, stanice ¢e se nakon pocetnog
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,restrukturiranja“ nastojati dijeliti. Alugoju i sur. (2021.) tvrde da se stanice koje formiraju
nakupine (dvije ili vise stanica) lakse izbore s oksidativnim stresom, odnosno manje podlijezu
oSte¢enjima uzrokovanim oksidativnim stresom za razliku od stanica koje rastu pojedinacno.
Medutim, stanice koje su u nakupinama i izbjegnu ostecenja od oksidativnog stresa imaju manji

porast broja. (54)

5.3.0dredivanje unutarstani¢ne oksidacije

Metabolicka aktivnost kvasca usko je povezana sa stvaranjem reaktivnih spojeva kisika
te je unutarstani¢na oksidacija dobar pokazatelj utjecu li ioni metala iz dentalnih lukova na
metaboliCku aktivnost kvasca Saccharomyces cerevisiae. (55) Unutarstani¢na oksidacija
mjerena je stanicama kvasca koji su rasli na podlozi s iscrpinama do rane stacionarne faze (oko
20 h). Najvisa stani¢na oksidacija za soj W303 izmjerena je kod tretmana lukovima ,,remanium*
kod iscrpina od 14 dana (109,1% usporedujuci s kontrolom). Tretman lukovima ,,rematitan® za
7 i 14 dana pokazao je manju unutarstani¢nu oksidaciju nego kod kontrole (Slika 35.). Divlji
soj kvasca imao je najvecu unutarstani¢nu oksidaciju kod tretmana lukovima ,,remanium‘ od 3
dana (Slika 36.). Usporedujuci oba soja kvasca, mozemo zakljuciti kako je tretman ,,remanium*
— om izazvao vecu proizvodnju slobodnih radikala kisika nego tretman ,,rematitan“ — om, za
razliku od Spalja i sur. koji su utvrdili kako je najveéa unutarstani¢na oksidacija kod nikal —
titanij legura. (49) Divlji soj u ovom istrazivanju ima manju unutarstani¢nu oksidaciju nego
W303, $to se slaze s rezultatima metabolicke aktivnosti odredene XTT — testom i mjerene na
fluorescentnom mikroskopu. Kako navode Youseff i sur. divlji soj kvasca posjeduje superoksid
dizmutazu (SOD3) koja ima moguénost detoksicirati reaktivni kisik te time kvasac zadrzi sva
svoja svojstva i prezivljava. (40) Kovac i sur. (2020.) u svom istrazivanju, gdje su simulirali
nikal — titanij i B — titanij legure, utvrdili su kako ove legure ne dovode do oksidativnog stresa
u ispitivanim sojevima kvasca Saccharomyces cerevisiae, dok nehrdajué¢i celik uzrokuje
oksidativni stres kod kvasca. (52) U ovom istrazivanju, gdje su koriSteni ortodontski lukovi bez

simulacije, utvrdeno je da nikal — titanij legure ipak uzrokuju oksidativni stres kod kvasca.
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6. ZAKLJUCAK

Na kraju rada moze se zakljuciti:

e Tretman lukovima ,,rematitan® i ,,remanium‘ utjeCu na metabolicku aktivnost stanica
kvasca, uzrokuju oksidativni stres, remete mitohondrijsku respiraciju te svim tim
ucincima smanjuju rast stanica te njithovu diobu.

e Rast stanica i njihovo razmnozavanje ne ovisi samo o vrsti tretmana ve¢ i o podlozi u
u odnosu na umjetnu slinu i samim time kvasci su postigli bolji rast na hranjivoj podlozi.
No, ako se izuzme vrsta podloge, stanice tretirane ionima metala imale su manji porast
u odnosu na kontrolne, netretirane stanice.

e Stani¢na proliferacija takoder se mijenjala s promjenom medija. Divlji soj kvasca
razvije odredenu toleranciju i povecava se broj stanica ¢ak i u mediju bez hranjivih tvari.
Ioni metala mogu utjecati i na mitohondrijsku respiraciju, ali za viSe informacija
potrebno je provesti iscrpnija istrazivanja.

e Tretirane stanice u visokom su udjelu pokazale da i dalje imaju dobru metabolicku
aktivnost i da stvaraju intravakuolarne strukture. Lukovi ,,remanium‘ uzrokovali su
nesto veci udio metaboli¢ki poremecenih stanica nego lukovi ,,rematitan®. Metabolicki
poremecene stanice indiciraju da ioni metala, koji se otpustaju iz ovakvih legura, ne
moraju nuzno uzrokovati stani¢nu smrt, ve¢ mogu i oStetiti njene stani¢ne funkcije,
poput metabolizma ili diobe, ali da stanice 1 dalje budu Zive.

e Postoji razlika u veli¢ini stanica divljeg soja 1 W303 kvasca Saccharomyces cerevisiae
ve¢ u pocetku pokusa. Nakon tretmana ionima metala dolazi do promjene oblika i
veliCine stanica. Kvasci rastu preteZito pojedinac¢no (pogotovo u mediju bez glukoze)
ali i u nakupinama. Stanice stvaraju nakupine kako bi se uspjesnije borile s oksidativnim
stresom.

e Tretman ortodontskim lukovima ,remanium® uzrokovao je ve¢i oksidativni stres,
odnosno vecu proizvodnju reaktivnih spojeva kisika nego tretman lukovima
,,yematitan“. Buduéi da lukovi ,,remanium‘ u sebi sadrze do 20% kroma, za razliku od
lukova ,,rematitan® koji su nikal — titanij legura, ve¢i oksidativni stres u tom tretmanu
moze se povezati s kromom za kojeg je ve¢ poznato da uzrokuje takvu vrstu oStecenja

stanica.
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9. ZIVOTOPIS
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Tijekom studija sudjelovala je pasivno i aktivno na kongresima, te je radila na Nastavnom

Zavodu za Javno Zdravstvo u Rijeci na epidemioloskom anketiranju.
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