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1. UVOD

Izbjeljivanje zubi je postupak kojim se tretiraju te u odredenom stupnju otklanjaju razlicite
diskoloracije zubi. Postupke izbjeljivanja zubi moZe se podijeliti na one koje se koriste za izbjeljivanje
avitalnih i vitalnih zubi. Kemijska sredstva koja se koriste za izbjeljivanje zubi su vodikov peroksid,
karbamid peroksid i natrijev perborat razli¢itih koncentracija.

Tocan mehanizam izbjeljivanja zubi jo§ uvijek nije u potpunosti razjasSnjen (1). Vodikov
peroksid, koji je aktivni spoj svih sredstava za izbjeljivanje zubi, ima sposobnost stvaranja slobodnih
radikala kisika. Slobodni radikali su nestabilne molekule i imaju tendenciju reagirati s drugim tvarima,
kako bi postigle svoju stabilnost. Vodikov peroksid, kao i slobodni radikali kisika koji nastaju njegovim
raspadom, mogu difundirati kroz tvrda zubna tkiva i pritom reagirati s kromogenim molekulama. To su
molekule velike molekulske mase koje sadrze konjugirane dvostruke veze izmedu ugljikovih atoma i
prilikom relaksacije emitiraju svjetlost u vidljivom dijelu spektra, §to se ofituje kao diskoloracija zubi.
Slobodni radikali cijepaju te konjugirane dvostruke veze i tako mijenjaju apsorpcijsku energiju
kromogenih molekula, koje se razlazu na manje i emitiraju zracenje nizih valnih duljina u nevidljivom
dijelu spektra.

Na samu reakciju izbjeljivanja utjeCu i razli¢iti uvjeti u kojima se ona odvija - temperatura, pH,
svjetlosna aktivacija, te prisutnost nekih iona. Na primjer, povecanje temperature za 10°C dvostruko

ubrzava reakciju (2).

1.1 Genotoksi¢nost vodikova peroksida

Sam vodikov peroksid ne oSte¢uje DNA. Medutim, u stanici on dolazi u kontakt s metalnim
ionima (bakar i Zeljezo) i kroz Fentonovu reakciju daje slobodne radikale kisika: superoksidni anion,
hidroksilni radikal i perhidroksilni radikal (3). Ovi slobodni radikali mogu oStetiti mnoge stani¢ne tvorbe i
makromolekule, ukljucujué¢i i DNA. Slobodni radikali kisika mogu kemijski promijeniti duSi¢ne baze u
DNA, §to dovodi do pucanja vodikovih veza izmedu baza ili do krivog sparivanja baza te lomova jednog
ili oba lanca DNA. Na taj nacin slobodni radikali kisika sudjeluju u patogenezi tumora, razvoju kroni¢nih
degenerativnih bolesti te procesima starenja. Kako bi se sprijecile Stetne posljedice takvih oSte¢enja DNA,
stanica posjeduje razne mehanizme popravka, ovisne o vrsti oStecenja. Ukoliko se radi o promjeni jedne
ili nekoliko baza, postoji mogucnost izrezivanja takvih, kemijski promijenjenih baza. Lomovi cijelih
lanaca DNA mogu se popraviti na dva nacina. Jedan od nacina je popravak homolognom rekombinacijom
pri ¢emu se molekula DNA s lomom rekombinira s neoSte¢enom homolognom DNA molekulom. Pri
tome lanci homologne DNA sluZe kao kalup za sintezu kojom se ispunjava dvolan€ani lom i takav
popravak ne ostavlja pogreske. Drugi nacin je popravak nehomolognom rekombinacijom u kojoj se

neposredno spajaju krajevi prelomljenih lanaca, a takav popravak cesto ostavlja pogreske pri cemu mogu



nastati razli¢ite kromosomske nestabilnosti koje za posljedicu imaju mutacije i promjene u funkciji
stanica.

Zive stanice i tkiva za$ticeni su od moguéeg ostecenja slobodnim radikalima. Slobodni radikali
nastaju svakodnevno u organizmu u mnogim metaboli¢kim procesima, kao $to je oksidativna fosforilacija
(4). No unato€ tome, oStecenja ne nastaju jer organizam ima snazne mehanizme zastite protiv “fizioloSkih
koncentracija” slobodnih radikala. Jedan od mehanizama zastite je vezivanje slobodnih radikala na
ligandne molekule kao $to su antioksidansi. U takve prirodne antioksidanse ubrajamo: vitamine K, A, C,
E, koenzim Q, tiolne molekule (cistein, cistamin, metionin, glutation), ubikinon te glukozu. Drugi nacin
eliminacije slobodnih radikala iz organizma su enzimske reakcije u kojima se oni pretvaraju u manje
toksi¢ne ili netoksicne molekule. Enzimi koji sudjeluju u tim reakcijama su: superoksid-dismutaza koja
pretvara superoksidni anion u vodikov peroksid te katalaza koja pretvara vodikov peroksid u vodu i kisik.
Ovi prirodni mehanizmi zastite iznimno su ucinkoviti pri fizioloSkim koli¢inama slobodnih radikala u
organizmu. Medutim, svaka ve¢a koncentracija endogenih ili egzogenih slobodnih radikala predstavlja
potencijalnu opasnost za organizam, pove¢ava mogucnost nastanka oSte¢enja DNA, a time i moguénost

nastanka mutacija u stanicama.

1.2 Istrazivanja genotoksi¢nosti vodikova peroksida u in vitro i in vivo uvjetima

Dosadasnja istraZivanja genotoksi¢nosti vodikova peroksida radena su u in vitro uvjetima na
kulturama stanica i in vivo na animalnim modelima. Genotoksi¢nost vodikova peroksida je dokazana u
kulturama bakterijskih stanica (5,6,7), i u kulturama nekih eukariotskih stanica (8,9). Medutim, dodatkom
katalaze sprijeCen je genotoksi¢ni u€inak u stani¢noj kulturi (10). Genotoksi¢no djelovanje vodikova
peroksida in vivo je dvojbeno — brojne studije pokazale su da on nema genotoksi¢no, karcinogeno niti
promotorsko djelovanje (11,12,13), dok je u nekoliko studija (nakon dugotrajne oralne ingestije)
zabiljeZena povecana incidencija duodenalne hiperplazije i njena zlo¢udna preobrazba (14,15,16).

Razlike u rezultatima in vivo i in vitro istraZivanja objasnjavaju se razli€itim uvjetima kojima su
eksperimentalne stanice bile izloZene. Naime, stanice in vitro dolaze u direktan kontakt s visokim
koncentracijama vodikovog peroksida, a uz to im manjkaju zastitni mehanizmi (katalaza i antioksidansi).
Takoder, DNA bakterijske stanice smjeStena u citoplazmi puno je podloZnija oSte¢enju slobodnim
radikalima nego eukariotska DNA koja je zaStiena jezgrinom membranom, a posjeduje i ucinkovite
mehanizme popravka. Nadalje, stanice in vivo ne dolaze u direktan kontakt s toliko visokim
koncentracijama vodikova peroksida, a imaju i vecu aktivnost enzima koji neutraliziraju slobodne
radikale. Zbog svega navedenog, stanice su u svojem prirodnom, in vivo okruZenju, puno sposobnije

oduprijeti se genotoksicnom ucinku slobodnih radikala nego one u kulturi.



1.3 Klini¢ka istraZivanja genotoksi¢nosti

Dosadasnja su klinicka istraZivanja ve¢inom bila usmjerena na nuspojave izbjeljivanja u vidu
preosjetljivosti i iritacije gingive, dok podaci o genotoksicnosti i karcinogenosti manjkaju (saZetak u
[17]). Iako se iritacija gingive Cesto javlja, ne smatra se rizicnim faktorom za razvoj karcinoma. Budu¢i
da je incidencija karcinoma lokaliziranog na gingivi u op¢oj populaciji manja od 1:100.000, Munro et al
smatraju da bi se eventualni karcinogeni ucinak preparata za izbjeljivanje ocitovao kao zamjetno
povecanje incidencije karcinoma u posljednjem desetlje¢u, uzevsi u obzir da je u to vrijeme visestruko
porasla njihova primjena. Takav porast incidencije nije zapaZen, a do danas ne postoje klinicki izvjeStaji
koji bi povezali pojavljivanje karcinoma usne Supljine s primjenom sredstava za izbjeljivanje (17).
Takoder, nije dokazan niti promotorski uc¢inak vodikova peroksida na karcinogenezu u pusaca i osoba
koje konzumiraju vece koli¢ine alkohola (18).

Dakle, dosadasnja malobrojna klinicka istraZivanja nisu pokazala genotoksi¢ni, odnosno
karcinogeni ucinak vodikova peroksida iz preparata za izbjeljivanje.

U vezi s dostupnim podacima o genotoksi¢nosti i karcinogenosti vodikova peroksida,
International Agency for Research on Cancer (IARC) 1999. donosi sljedece zakljucke:

® postoje ograniceni dokazi o genotoksi¢nosti i karcinogenosti dobiveni na eksperimentalnim
Zivotinjama

® postoje neadekvatni dokazi o genotoksi¢nosti dobiveni na ljudima.

Sukladno tome, IARC vodikov peroksid klasificira u skupinu 3 — not classifiable as to its

carcinogenicity to humans (nemogucée ga je Kklasificirati prema karcinogenosti za ljude) (19).

1.4 Istrazivanje genotoksi¢nosti mikronukleus testom

Mikronukleus test je minimalno invazivan i relativno jednostavan postupak kojim se mogu
detektirati oSte¢enja DNA in vivo uzrokovana razli¢itim genotoksi¢nim ¢imbenicima. U stanici koja je
pretrpjela oStecenja genetskog materijala, tijekom mitoze nastaju tvorbe nazvane mikronukleusi (MN).
MN nastaju tijekom metafaze i anafaze, a ostaju vidljivi i u interfazi. Mogu ih ¢initi cijeli kromosomi ili
dijelovi acentri¢nih kromosoma koji nisu migrirali na suprotne polove stanica tijekom anafaze. Takve
promjene nastaju zbog prekomjerne izloZenosti stanice genotoksi¢nim tvarima te pogreskama koje se
javljaju tijekom mitoze ili popravka DNA (20). Broj MN po stanici varira, ovisno o teZini oSte¢enja DNA,
a rezultati se mogu razlikovati i medu pojedinim laboratorijima, ovisno o kriteriju brojanja. Smatra se da
je za dostatnu preciznost ovog postupka potrebno uzeti u obzir barem 2000 stanica po uzorku (22). Ovaj
test moze se primijeniti na razlicite vrste stanica: leukocite, eritrocite, fibroblaste i stanice bazalnog sloja

epitela. Uz broj MN odreduju se i drugi markeri genotoksi¢nosti (nukleoplazmatski mostovi, jezgreni



pupovi, binuklearne stanice) i citotoksi¢nosti (karioreksa, karioliza). Odredivanjem ovih dodatnih
markera moguce je preciznije kvantificirati oSte¢enja DNA te razlikovati genotoksi¢ni od citotoksi¢nog
ucinka istrazivane tvari. U novije vrijeme (posljednjih 20-ak godina) MN test sve je viSe koriSten i

prihvacen kao pouzdana i osjetljiva metoda za procjenu oSte¢enja DNA (23,24,25).

1.5 Svrha rada
Svrha ovog rada bila je istraziti moguci genotoksi¢ni ucinak dvaju preparata za izbjeljivanje

vitalnih zubi na oralnu sluznicu u klinickim uvjetima, uz odgovarajucu primjenu gingivne zastite.

2. ISPITANICI I POSTUPCI

IstraZivanje je provedeno na 12 ispitanika koji su dobrovoljno pristali na postupak izbjeljivanja
zubi. Ispitanici su osobe muskog i Zenskog spola, pripadnici mlade dobne skupine (18 — 25 godina), bez
kontraindikacija za izbjeljivanje zubi. Nasumi¢no su rasporedeni u dvije skupine po 6 ispitanika, ovisno o
preparatu koji se koristio za izbjeljivanje zubi. KoriStena su dva preparata na bazi vodikovog peroksida. U
prvoj skupini primijenjen je 25% vodikov peroksid potpomognut svjetlosnom aktivacijom, preparat
tvornickog imena Zoom?2 (Discus Dental, SAD), a u drugoj skupini primijenjen je 38% vodikov peroksid
bez svjetlosne aktivacije, preparat tvornickog imena Opalescence Boost (Ultradent, SAD). Svakom
ispitaniku su u dva odvojena brisa uzeti uzorci stanica s podrucja gingive (prvi bris) i sluznice unutarnje
strane gornje usnice (drugi bris). Brisovi su u€injeni 3 puta: neposredno prije, neposredno nakon, te 72

sata nakon postupka izbjeljivanja zubi.

2.1 ISPITANICI

2.1.1 Prva skupina:
Postupak izbjeljivanja 25% vodikovim peroksidom (Zoom?2) potpomognut svjetlosnom aktivacijom
Prije uzimanja brisa, ispitanici su isprali usta vodom. Zatim je sterilnom gazom uklonjen
povrsinski, odumrli sloj stanica s gingive u podru¢ju prednjih zubi (slika 1) te je sterilnom citoloSkom
Cetkicom uzet bris (slika 2). Uzorak je pohranjen u sterilnu Eppendorf tubu u kojoj se nalazio pufer (0,1M
Na,EDTA, 0,02M NaCl, 0,01M Tris-HCI; pH 7,0) ohladen na +4 °C. Eppendorf tube s uzorcima
pohranjene su na temperaturu od +4°C do transporta na Institut za medicinska istraZivanja i medicinu
rada. Na isti nacin uzet je bris sluznice s unutarnje strane usnice (slika 3, 4). Zubi su ociSéeni
profilaktiCkom pastom Proxyt (RDA 7) (Ivoclar-Vivadent, Liechtenstein) (slika 5), nakon Cega su usta
temeljito isprana vodom. Postavljen je retraktor (slika 6), zubi su osuSeni pusterom, a gingiva je izolirana

zastitnim Liquidam gelom (Discus Dental, SAD) (slika 7) koji je osvijetljen pomoc¢u polimerizacijskog
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uredaja (Bluephase, Ivoclar-Vivadent, Liechtenstein). Na labijalne plohe zubi 14-24 i 34-44 nanesen je
sloj gela debljine 1-2 mm, pomocu kista iz originalnog pakiranja (slika 8, 9). Zubi su osvijetljeni izvorom
svjetlosti tijekom 15 minuta (slika 10). Nakon osvjetljavanja, gel je uklonjen Heidemannovim
instrumentom 5/6 i svitcima stanicevine. Postupak nanosSenja gela je ponovljen tri puta, u trajanju od 15
minuta svaki, koliko traje jedan tretman preparatom Zoom?2. Po zavrSetku izbjeljivanja, uklonjen je
zaStitni gel i retraktor, a usta su isprana vodom. Ponovno su uzeti brisovi s gingive i sluznice unutarnje

strane usnice. Ispitanici su naruceni za tri dana, kada su im jo§ jednom uzeti brisovi sa istih mjesta.

2.1.2 Druga skupina:
Postupak izbjeljivanja 38% vodikovim peroksidom (Opalescence Boost) bez svjetlosne aktivacije
Prvi bris s gingive i usnice uzet je na isti nacin kao i u prethodnoj skupini. Zubi su ocis¢eni
profilaktiCkom pastom Proxyt (RDA 7) (Ivoclar-Vivadent, Liechtenstein), nakon cega su usta temeljito
isprana vodom. Postavljen je retraktor, zubi su osuSeni pusterom, a gingiva je izolirana zaStitnim
Opaldam gelom (Ultradent, SAD) (slika 11, 12) koji je osvijetljen pomoc¢u polimerizacijskog uredaja
(Bluephase, Ivoclar-Vivadent, Liechtenstein). Prema uputi proizvodaca, pomijeSan je osnovni gel (38%
vodikov peroksid) s aktivatorom. Tako zamijeSani gel nanesen je originalnim nastavkom za aplikaciju na
labijalne plohe zubi 14-24 i 34-44, u sloju debljine 0.5-1 mm (slika 13, 14). Nakon 15 minuta, gel je
uklonjen Heidemannovim instrumentom 5/6 i svitcima stanicevine. Postupak nanoSenja gela je ponovljen
tri puta, u trajanju od 15 minuta svaki, koliko traje jedan tretman preparatom Opalescence Boost. Po
zavrSetku izbjeljivanja, uklonjen je zastitni gel i retraktor, a usta su isprana vodom. Ponovno su uzeti
brisovi s gingive i sluznice unutarnje strane usnice. Ispitanici su naruceni za tri dana, kada su im jo§

jednom uzeti brisovi s istih mjesta.

2.2 POSTUPCI

2.2.1 Postupak tretiranja uzoraka stanica

Na dan uzimanja brisa, uzorci su dostavljeni na Institut za medicinska istraZivanja i medicinu
rada u Zagrebu. Po dostavi na Institut, centrifugirani su na 2000 okretaja 4 minute. Supernatant je
uklonjen, a talog stanica resuspendiran u svjeZem puferu istog sastava. Postupak centrifugiranja i ispiranja
ponovljen je 2 puta. Resuspendirani talog stanica nanesen je na predmetna mikroskopska stakla ugrijana
na 37 °C. Preparati su suseni na 37 °C tijekom 15 minuta te potom fiksirani u metanolu (80% v/v) na +4
°C 20 minuta. Fiksirani preparati, osuSeni na sobnoj temperaturi, bojani su 5%-tnom otopinom Giemsae
10 minuta. Obojeni preparati analizirani su svjetlosnim mikroskopom pod povecanjem 1000x. U

stanicama se utvrduje broj mikronuklea. Broje se stanice s jednim, dva i viSe od tri MN-a. U obzir dolaze



stanice u kojima je MN odvojen od jezgre u potpunosti ili je dotice, ali se jasno nazire rub jezgre, takoder
da je promjer MN manji od 1/3 promjera jezgre, te da se boji isto kao i jezgra (21). Za svako uzorkovanje
analizirano je 2000 stanica. U analizu nisu bile ukljuene oSteCene stanice i stanice s morfoloSkim

promjenama jezgre. Takve stanice biljeZene su zasebno.

2.2.2 Statisticka analiza

Na temelju dobivenih vrijednosti pojedinih markera genotoksi¢nosti izraunate su srednje
vrijednosti prije izbjeljivanja, neposredno nakon izbjeljivanja i 72 sata nakon izbjeljivanja. Buduéi da
podaci nisu bili normalno distribuirani, za usporedbu srednjih vrijednosti koriSten je neparametrijski hi-
kvadrat test, uz razinu znacajnosti od 0.05.

Nul-hipoteza bila je da u uzorcima stanica uzetim neposredno prije, neposredno nakon i 72 sata
nakon izbjeljivanja nema razlike s obzirom na markere genotoksi¢nosti. Alternativna hipoteza bila je da

se uzorci razlikuju prema barem jednom od navedenih markera.

3. REZULTATI

Srednje vrijednosti markera genotoksi¢nosti u uzorcima uzetim neposredno prije, neposredno
nakon i 72 sata nakon izbjeljivanja prikazane su u tablicama i na grafikonima. Tablice 11 2 te slike 15 i
16 prikazuju rezultate dobivene uporabom preparata Zoom?2. Tablice 3 i 4 te slike 17 i 18 prikazuju
rezultate dobivene uporabom preparata Boost. Sve vrijednosti izrazene su kao srednja vrijednost
pojedinog markera na 2000 stanica.

U uzorcima stanica uzetih s gingive ispitanika koji su prosli postupak izbjeljivanja preparatom
Zoom?2, zabiljeZen je statisticki znacajan (p<0.01) porast broja MN 72 sata nakon izbjeljivanja, u odnosu
na uzorke uzete neposredno prije i neposredno nakon postupka izbjeljivanja (slika 16a). U uzorku s
gingive uzetom 72 sata nakon izbjeljivanja zapaZen je i statisticki znaCajan porast broja stanica s
morfoloskim promjenama jezgre: karioreksom (p<0.05) i kariolizom (p<0.01) u odnosu na uzorke uzete
neposredno prije i neposredno nakon postupka izbjeljivanja (slika 16f,g). U uzorcima sa sluznice usnice,
uzetim 72 sata nakon izbjeljivanja, nije zabiljeZen statisticki znaCajan porast niti jednog od navedenih
markera (slika 15a-j). U uzorku s usnice i u uzorku s gingive zabiljeZen je porast broja stanica s jezgrenim
pupovima 72 sata nakon izbjeljivanja, ali on nije bio statisticki znacajan (slika 15j, 16j). U uzorku s
usnice uzetom neposredno nakon izbjeljivanja uocen je statisticki znacajno (p<0.01) nizi broj MN u
odnosu na uzorak uzet prije izbjeljivanja (slika 15a).

Kod ispitanika koji su prosli postupak izbjeljivanja preparatom Boost, statisticki je bio znacajan
(p<0.01) porast broja MN u uzorcima s gingive i usnice uzetim 72 sata nakon izbjeljivanja, a u odnosu na

uzorke uzete neposredno prije i neposredno nakon postupka izbjeljivanja (slika 17a, 18a). Takoder je



zapazena i razlika u razdiobi MN, pri ¢emu je broj stanica s vise od 3 MN statisti¢ki znacajno (p<0.05)
povecan u uzorku s gingive uzetom 72 sata nakon postupka izbjeljivanja u usporedbi s uzorcima uzetim
neposredno prije i neposredno nakon izbjeljivanja (slika 18e). Ostali markeri genotoksi¢nosti nisu bili

statisticki znaCajno promijenjeni.

4. RASPRAVA

Nakon postupka izbjeljivanja uzeta su dva uzorka stanica: prvi neposredno nakon i drugi 72 sata
nakon postupka izbjeljivanja. To vrijeme je potrebno stanicama sluznice da produ kroz diobu, odnosno da
se genotoksicni ucinak primijenjenih preparata ocituje kao povecanje broja MN. Naime, za nastanak MN
kao morfoloske manifestacije oSte¢enja genoma, stanica mora pro¢i barem jedan stanicni ciklus. Uzorak
uzet neposredno nakon izbjeljivanja sluZio je kao kontrola, budué¢i da je uzet oko sat vremena nakon
pocetka primjene preparata za izbjeljivanje, a to vrijeme nije dostatno da se oSte¢enja DNA manifestiraju
u obliku MN. Prema tome, bilo je za ocekivati da ¢e do eventualnog porasta broja MN do¢i tek u uzorku
uzetom 72 sata nakon izbjeljivanja, dok u uzorku uzetom neposredno nakon izbjeljivanja razlike nece biti.

U uzorku uzetom s gingive 72 sata nakon izbjeljivanja preparatom Zoom?2 zapaZen je statisticki
znacajan (p<0.01) porast ukupnog broja MN u odnosu na uzorke uzete prije i neposredno nakon
izbjeljivanja. Porast broja MN nije zapaZen u uzorku uzetom s usnice. U uzorku stanica uzetih s usnice
neposredno nakon izbjeljivanja uocen je statisti¢ki znacajno (p<0.01) niZi broj MN u odnosu na uzorak
uzet prije izbjeljivanja. Ovo odstupanje moglo bi se objasniti kao posljedica tehni¢ke izvedbe
uzorkovanja. Naime, prilikom uzimanja prvog brisa (prije izbjeljivanja) sakupljene su stanice neposredno
ispod keratiniziranog sloja koje su izloZenije uinku sastojaka konzumirane hrane i pica te su starije od
stanica iz dubljih slojeva. Stoga one imaju povecanu genomsku nestabilnost, Sto se ocituje kao veci broj
MN u odnosu na stanice iz dubljih slojeva (22). U drugom brisu, uzetom neposredno nakon izbjeljivanja,
sakupljene su stanice iz dubljih slojeva koje su mlade i imaju stabilniji genom, a time i manje MN.

Razdioba broja MN po stanicama (broj stanica s 1, 2 ili viSe od 3 MN) nije pokazala statisticki
znacajnu razliku izmedu pojedinih uzoraka ni u stanicama sakupljenim s gingive ni u stanicama
sakupljenim s usnice. Ovo upucuje na Cinjenicu da oSteCenja detektirana porastom ukupnog broja MN
nisu zahvacala veci postotak genoma.

U uzorcima stanica pracena je i prisutnost morfoloSkih promjena jezgre koje bi upucivale na
pokretanje molekularnih mehanizama umiranja stanica — kariorekse i kariolize. Karioreksa se smatra
markerom apoptoze, a karioliza je morfoloSka manifestacija nekroze (26). Oba tipa anomalija zabiljeZena
su sa statisticki znacajno povecanom ucestaloS¢u u uzorku stanica s gingive uzetim 72 sata nakon
izbjeljivanja preparatom Zoom?2. Porast ucestalosti karioliza bio je znacajnije (p<0.01) izraZen u odnosu

na porast ucestalosti karioreksa (p<0.05). Treba napomenuti da nekroza moZe djelomicno biti potaknuta i



mehanickim oSte¢enjima stanica prilikom uzimanja brisa. Povecani broj karioreksa upucuje na indukciju
apoptoze (27). Stani¢na smrt apoptozom uzrokovana je razli¢itim ¢imbenicima u stanici i izvan stanice, a
izmedu ostalog, moZe biti posljedica oStecenja genetskog materijala i oksidacijskog stresa. Oksidacijski
stres pak dovodi do oSte¢enja genetskog materijala. Povec¢an broj apoptoti¢nih stanica, zajedno s
povecanim brojem MN, upucuje na zakljuc¢ak da je nakon izbjeljivanja preparatom Zoom?2 u stanicama
uzorka s gingive doSlo do oksidacijskog stresa i oSte¢enja genoma.

Broj binuklearnih stanica je indikator toksi¢nog djelovanja na proteinske strukture u stanici,
ponajprije citoskelet, u slucaju kojeg se zbog nemogucénosti pravilnog odvijanja citokineze pojavljuju
stanice s dvije jezgre (28). Ni u jednom od uzoraka nije zabiljeZen porast broja binuklearnih stanica, stoga
se moze zakljuciti da postupak izbjeljivanja nije imao ucinka na proteinske strukture u stanici. Nadalje,
povecani broj binuklearnih stanica znacio bi da su, uz ostale proteinske tvorbe, oSte¢enjem zahvaceni i
mikrotubuli diobenog vretena. Uslijed toga bi doSlo do zaostajanja ¢itavih kromosoma u anafazi, a oni bi
formirali MN. Budu¢i da to nije slucaj, moZemo zakljuciti da uoceni MN potjecu od fragmenata DNA, a
ne od citavih kromosoma, odnosno da preparati za izbjeljivanje izravno oste¢uju molekulu DNA
uzrokuju¢i lomove $to rezultira formiranjem MN (28).

Nukleoplazmatski mostovi naj¢esc¢e nastaju fuzijom kromosoma oSte¢enih u predjelu telomera,
zbog ¢ega je onemoguceno njihovo pravilno rasporedivanje u anafazi (21). Njihova pojava predstavlja
znacajnije naruSavanje integriteta genoma — promjenu strukture i organizacije kromosoma te mehanizama
popravaka. Kako ni u jednom od uzoraka uzetih nakon izbjeljivanja nije doSlo do povecane pojavnosti
nukleoplazmatskih mostova, zaklju¢ujemo da integritet genoma nije ozbiljnije narusen.

Jezgreni pupovi su morfoloska manifestacija izdvajanja amplificiranog ili teSko oStecenog dijela
genoma iz jezgre. Pup sadrZi izdvojeni dio genetskog materijala, a odvajanjem od jezgre oblikuje MN
koji putuje prema stani¢noj membrani gdje se ponovnim pupanjem izbacuje iz stanice (21). Porast broja
jezgrenih pupova uocen je 72 sata nakon izbjeljivanja preparatom Zoom?2 u uzorku s usnice i u uzroku s
gingive, medutim, nije bio statisticki znacajan. Ipak, ovaj nalaz upucuje na Cinjenicu da dio zapaZenih
MN ne potjece od fragmenata molekule DNA iz anafaze, ve¢ nastaje izdvajanjem teZih oSte¢enja nastalih
tijekom interfaze.

Nakon primjene preparata Zoom?2 nisu zapaZene statisticki znaCajno povisene vrijednosti
nijednog markera u stanicama s usnice, ve¢ samo u stanicama s gingive. Stoga se moze zakljuciti da je
tijekom postupka izbjeljivanja sluznica usnice bila dobro zasti¢ena od genotoksi¢nog ucinka preparata za
izbjeljivanje. ZapaZeni genotoksi¢ni uc¢inak na gingivu moZe biti posljedica izravnog djelovanja preparata
uslijed neadekvatno postavljene zastite, ili moZe nastati djelovanjem vodikova peroksida i produkata

njegove razgradnje koji se otpustaju iz tvrdih zubnih tkiva po zavr§enom postupku izbjeljivanja (29). Ovo



drugo je vjerojatnije, jer tijekom postupka izbjeljivanja kod nijednog ispitanika nije zapaZeno propustanje
gingivne zastite.

Postupak izbjeljivanja preparatom Boost pokazao je neSto veéu genotoksi¢nost u odnosu na
Zoom?2. Ukupan broj MN statisticki je znacajno povecan nakon 72 sata u uzorku uzetom i s gingive i s
usnice. Za razliku od uzorka s usnice, u uzorku s gingive zabiljeZene su promjene u razdiobi MN. Doslo
je do statisti¢ki znacajnog (p<0.05) porasta broja stanica koje sadrze 3 ili viSe MN, §to upucuje na
zakljucak da je primjenom preparata Boost ve¢i postotak genoma zahvacen oSte¢enjima. Za razliku od
izbjeljivanja preparatom Zoom?2, primjena preparata Boost nije dovela do porasta broja karioreksa ni
karioliza, $to zna¢i da nije inducirao stani¢nu smrt. Takoder nisu zabiljeZene ni promjene u broju
nukleoplazmatskih mostova niti jezgrenih pupova Sto upucuje na zakljucak da je ukupni broj MN
porastao isklju¢ivo uslijed genotoksi¢nog ucinka koji uzrokuje lomove DNA, a ne izdvajanjem teZe
oste¢enog genetskog materijala tijekom interfaze. U uzorku stanica s gingive doSlo je do neznatnog
porasta broja binuklearnih stanica §to bi moglo upudivati na visoku razinu oksidacijskog stresa koji
dovodi do ostecenja citoskeleta, ali ne u dovoljnoj mjeri da bi to dovelo do smetnji u odvijanju stanicnog
ciklusa. Kao i u slucaju izbjeljivanja preparatom Zoom2, nakon primjene preparata Boost genotoksic¢ni je
ucinak bio jace izraZzen u stanicama s gingive.

Zapazena je velika varijabilnost vrijednosti pracenih markera genotoksi¢nosti medu pojedinim
ispitanicima. Velike razlike pojavile su se u sva tri uzorkovanja (neposredno prije, neposredno nakon i 72
sata nakon postupka izbjeljivanja), a zajedno s malim brojem ispitanika (n=6 u svakoj skupini) razlog su
izrazito velikoj standardnoj devijaciji. Ovakva varijabilnost vjerojatno je posljedica izlaganja ispitanika
razli¢itim genotoksi¢nim faktorima u svakodnevnom Zivotu, §to se zbog izrazite osjetljivosti MN testa
ocituje kao porast navedenih markera. U svojoj meta-analizi, Ceppi et al. su analizirali 63 studije koje
koriste MN test za odredivanje genotoksi¢nog ucinka razli¢itih kemijskih spojeva u profesionalnoj ili
slu¢ajnoj izloZenosti (22). U kontrolnim skupinama zabiljeZena su izrazito velika odstupanja medu
ispitanicima, a i srednje vrijednosti MN se jako razlikuju izmedu pojedinih studija. Stoga vjerujemo da je
velika varijabilnost zapaZzena u ovom istraZivanju neizbjezna, buduci da ve¢ u bazalnim uvjetima postoje
velike razlike u broju MN medu ispitanicima. Kako u klinickim uvjetima nije moguée smanjiti
varijabilnost pracenih markera medu ispitanicima, smatramo da bi za precizniju procjenu bilo pozeljno
povecati broj ispitanika.

Kako u dostupnoj literaturi nisu pronadena istrazivanja koja za procjenu genotoksi¢nosti
preparata za izbjeljivanje u klinickim uvjetima koriste MN test, dobivene rezultate nije moguce usporediti
s onima drugih autora. Ovo istraZivanje pokazalo je da preparati za izbjeljivanje uzrokuju oStecenja
genetskog materijala stanica oralne sluznice, ali nije moguce procijeniti kakve implikacije zapaZena

oSte¢enja imaju na eventualnu malignu transformaciju stanica. Naime, zapaZeni porasti markera



genotoksicnosti su, iako statisticki znacajni, bili relativno mali s obzirom na veliku individualnu
varijabilnost koja postoji ve¢ u bazalnim uvjetima (22). Budu¢i da se radi o stanicama s kratkim Zivotnim
vijekom, jednokratna izloZenost ovako blago genotoksi¢noj noksi vjerojatno ima neznatan karcinogeni
potencijal. Stoga su potrebna daljnja istraZivanja koja ¢e procijeniti genotoksi¢nost i eventualnu

karcinogenost preparata za izbjeljivanje u klini¢kim uvjetima.

5. ZAKLJUCCI

Oba preparata za izbjeljivanje pokazala su genotoksi¢ni ucinak na stanice oralne sluznice. Kod
primjene preparata Boost genotoksi¢ni ucinak bio je neSto izraZeniji: zapaZen je na sluznici usnice i
gingivi, a kod preparata Zoom?2 zapaZen je samo na gingivi.

Kod izbjeljivanja preparatom Zoom2 doSlo je do pokretanja stanicne smrti apoptozom i
nekrozom, a preparat Boost uzrokovao je opsezZnija oStecenja genoma.

Ovakvi nalazi navode na zakljucak da provedeni postupci izbjeljivanja zubi imaju odredeni
genotoksicni uc¢inak na stanice oralne sluznice, ali je teSko procijeniti koliko je on klini¢ki zna¢ajan. Zbog
nedostatka slicnih istraZivanja nije moguce raspravljati o eventualnom karcinogenom potencijalu
preparata za izbjeljivanje, iako je on vjerojatno zanemariv u usporedbi sa svakodnevnom izloZeno$¢u
drugim genotoksi¢nim ¢imbenicima. Potrebna su daljnja istrazivanja s ciljem kvantifikacije zapaZenih

genotoksic¢nih ucinaka i njihovih dugoro¢nih posljedica na stanice oralne sluznice.
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Genotoksicni u¢inak preparata za izbjeljivanje zubi na oralnu sluznicu

8. SAZETAK

Za izbjeljivanje zubi koriste se preparati na bazi vodikova peroksida, karbamid peroksida i
natrijevog perborata. Aktivni spoj svih preparata za izbjeljivanje je vodikov peroksid koji pokazuje
genotoksicni ucinak in vitro. Genotoksic¢nost je dokazana u kulturama bakterijskih stanica i u kulturama
nekih eukariotskih stanica. Genotoksi¢no djelovanje vodikova peroksida in vivo je dvojbeno — brojne
studije pokazuju da on nema genotoksi¢no, karcinogeno niti promotorsko djelovanje, dok je u nekoliko
studija zabiljeZena povecana incidencija duodenalne hiperplazije i njena zlo¢udna preobrazba. Dosadasnja
klini¢ka istrazivanja ve¢inom su usmjerena na nuspojave izbjeljivanja u vidu preosjetljivosti i iritacije
gingive, dok podaci o genotoksi¢nosti i karcinogenosti manjkaju. Svrha ovog rada bila je istraZiti mogu¢i
genotoksi¢ni ucinak dvaju preparata za izbjeljivanje vitalnih zubi u klinickim uvjetima, uz strogo
pridrzavanje uputa proizvodaca o njihovoj uporabi. IstraZivanje je provedeno na 12 ispitanika koji su
podijeljeni u dvije skupine po 6 ispitanika, u prvoj skupini primijenjen je preparat tvorni¢kog imena
Zoom?2 (Discus Dental, SAD), a u drugoj Opalescence Boost (Ultradent, SAD). Svakom ispitaniku su u
dva odvojena brisa uzeti uzorci stanica s podrucja gingive i sluznice gornje usnice. Brisovi su uzeti tri
puta: neposredno prije, neposredno nakon te 72 sata nakon postupka izbjeljivanja zubi. Uzorci su
analizirani mikronukleus testom i procijenjena je genotoksicnost upotrijebljenih preparata na epitelne
stanice oralne sluznice. Za svako uzorkovanje analizirano je 2000 stanica. Srednje vrijednosti pojedinih
markera genotoksi¢nosti usporedene su neparametrijskim hi-kvadrat testom, uz razinu znacajnosti od
0.05. Statisticki znacajno povecanje ukupnog broja mikronuklea te ucestalosti karioreksa i karioliza
pronadene su u uzorcima uzetim s gingive 72 sata nakon izbjeljivanja preparatom Zoom2. Postupak
izbjeljivanja preparatom Boost pokazao je neSto vecu genotoksi¢nost: ukupni broj mikronuklea bio je
statisticki znacajno povecan u uzorku s gingive, ali i u uzorku s usnice koji su uzeti 72 sata nakon
izbjeljivanja, a dodatno je u uzorku s gingive bio statisticki zna¢ajno povecan i broj stanica s viSe od 3

mikronuklea.

Kljuéne rijedi: izbjeljivanje zubi, vodikov peroksid, genotoksi¢nost, mikronukleus test
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Genotoxic effect of tooth bleaching preparations on the oral mucosa

9. SUMMARY

For tooth bleaching, preparations are used which are based on hydrogen peroxide, carbamide
peroxide and sodium perborate. The active compound of all bleaching products is hydrogen peroxide
which shows a genotoxic effect in vitro. Genotoxicity has been proven in bacterial cell cultures as well as
in cultures of some eukaryotic cells. The genotoxic effect of hydrogen peroxide in vivo is questionable —
numerous studies show that it has neither genotoxic nor carcinogenic nor promoting effect, while in a
couple of studies increased incidence of duodenal hyperplasia and its malignant transformation was noted.
The vast majority of present clinical research focuses on the side effects of tooth bleaching manifesting
itself in hypersensitiveness and irritation of the gingiva, while data on genotoxic and carcinogenic effects
are lacking. The purpose of this study was to investigate a possible genotoxic effect of two bleaching
products under clinical conditions, while strictly adhering to the manufacturer's directions for their use.
The research was conducted on 12 test subjects which were divided into two groups of 6 test subjects
each. Group 1 was treated with a product under the factory name Zoom?2 (Discus Dental, SAD), while
Group 2 was treated with Opalescence Boost (Ultradent, SAD). From each test subject specimens were
taken, in two separate swabs, of the gingival area and the upper lip mucosa. Swabs were taken three
times: just before, immediately after and 72 hours after the tooth bleaching procedure. The specimens
were analyzed using micronucleus test, and an evaluation was made of the genotoxicity of the used
preparations on the oral mucosa's epithelial cells. For each sampling, 2000 cells were analyzed. The mean
values of the individual genotoxicity markers were compared using the nonparametric chi-square test, at a
significance level of 0.05. Statistically significant increase of the total number of micronuclei and of the
karyorrhexis and karyolysis frequency were found in specimens taken from the gingiva 72 hours after
bleaching by means of the Zoom?2 preparation. The bleaching by means of the Boost preparation showed
a somewhat increased genotoxicity: the total number of micronuclei showed a statistically significant
increase in the specimen taken from the gingiva, but also in the specimen taken from the lip 72 hours after
the bleaching procedure. In addition, the specimen taken from the gingiva also showed a statistically

significant increase of cells with more than 3 micronuclei.

Key words: tooth bleaching, hydrogen peroxide, genotoxicity, micronucleus test
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