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1. UVOD

1.1  Ortodontski postupak

Ortodontski postupak nacin je medicinskog izravnavanja ili micanja zubi s ciljem njihova boljeg
estetskog izgleda, ali i funkcionalnog poboljSanja. Boljim rasporedivanjem zagriznih sila preko
svih zubi, ortodontski postupak moze dugorocno djelovati 1 poboljsati zdravlje zubi, zubnoga mesa

i temporomandibularnoga zgloba.

Ortodonski pomak strogo je kontroliran, reguliran i balansiran proces u kojemu dolazi do niza
stani¢nih, biokemijskih i molekularnih mehanizama koji rezultiraju jakom pregradnjom alveolarne

kosti, neophodnom da bi se zub pomaknuo u Zeljenom pravcu.
Alveolarna koStana pregradnja tijekom ortodontskog tretmana sastoji se od dvije komponente:
1.) kostane razgradnje u smjeru u kojemu se zub pomice, na tzv. strani kompresije i

2.) kostane formacije na strani suprotnoj od kostane razgradnje, koja se odvija na strani tenzije

(1, 2).

Ucinkovitost, odnosno brzina ortodontskog tretmana, uvelike ovisi o brzini kostane pregradnje (3).
Ortodontski je postupak dugotrajan proces koji u prosjeku traje dvije do tri godine i rezultira
znaCajnim nuspojavama kao §to su bol, karijes, resorpcija zubnoga korijena, gingivitis, 1 sl. 1z tog
se razloga u suvremenoj ortodontskoj praksi pokuSavaju otkriti metode kojima bi se duljina
ortodontskog postupka skratila i time olakSale nuspojave, $to bi u konacnici pomoglo i pacijentu 1

lijecniku.

1.1.1 Grada zuba

Zub je jedna od jedinstvenih struktura u ljudskome tijelu i medu najsloZenijima je. Zub tvore tri
razli¢ita mineralizirana tkiva: dentin, zubna caklina i cement, a kao potporna struktura sluzi mu
Cetvrta vrsta mineraliziranoga tkiva - alveolarna kost (4). Spoj izmedu zuba 1 zubnog mesa jedino je
mjesto u ljudskome tijelu gdje je struktura koja se sastoji od mineraliziranog tkiva direktno
pokrivena mekim tkivom i ujedno je mjesto gdje moze do¢i do znacajnih patoloskih promjena koje

eventualno mogu uzrokovati gubitak potpornih struktura zuba.



Anatomski gledano, zub se sastoji od krune koja okruzuje pulpnu komoricu i jednog ili nekoliko
korijena unutar kojih se nalazi korijenski kanal (Slika 1.). Krunu oblaze zubna caklina koja zbog
svoje specificne grade tvori najtvrdu poznatu biolosku strukturu. Caklina je produkt stanica koje
potjecu od oralnog ektoderma pa su sastav i struktura cakline znatno razliciti od dentina, cementa 1
kosti koji potje€u od mezenhima. Gradena je od prizmi (rodova) dugih kristala hidroksi-apatita
izmedu kojih su polozeni medurodovi - gdje se kristali hidroksi-apatita pruzaju pod drugacijim
kutem. Caklinu formiraju ameloblasti koji diferenciraju iz stanica unutraSnjeg caklinskog epitela
nizom diferencijacijskih i funcionalnih stani¢nih stadija koji se odvijaju za vrijeme sekrecije,
mineralizacije 1 sazrijevanja caklinskog matriksa. Nakon erupcije zuba, ameloblasti odumiru, tako

caklina, ukoliko dode do njezinoga oSte¢enja, nema sposobnost regeneracije.

Glavnu 1 najvecu strukturu kod zuba tvori dentin koji podrZzava zubnu caklinu i1 ujedno tvori zubne
korijenove. Dentin okruzuje pulpu koja zbog svoje krvozilne i Ziv€ane opskrbe 1 imunoloskih i
regenerativnih sposobnosti odrzava vitalnost dentina i stanica koje formiraju dentin, odontoblasta.
Odontoblasti leze na periferiji zubne pulpe i luce, a potom i mineraliziraju komponente matriksa
dentina ¢iju glavnu organsku komponentu tvori kolagen tipa 1 dok se anorganski dio, kao i u
caklini, sastoji od kristala hidroksi-apatita. Odontoblast se sastoji od stanicnoga tijela i stani¢noga
nastavka. Stani¢no je tijelo glavni izvor sinteze matriksa dentina i lezi ispod predentina
(nemineraliziranoga dentinskog matriksa), a stani¢ni nastavak koji je smjesten na distalnome kraju

odontoblasta, kroz tubulus se produzuje u predentin 1 dentin.

Parodont, tkivo koje okruzuje i podupire korijen zuba, sastoji se od cementa, parodontnoga
ligamenta (PDL) i alveolarne kosti. Nakon izbijanja zuba, cervikalni je dio zuba u dodiru s
epitelom zubnog mesa, $to u kombinaciji s reduciranim zubnim epitelom na caklini formira spojni
epitel. Kada je intaktno, to spojni epitel §titi parodont koji leZi ispod njega od potencijalnih iritansa
u oralnoj Supljini. Pulpa i parodont formiraju kontinuitet na mjestima duz korijena gdje krvne Zile

ulaze 1 izlaze iz pulpe na apikalnom otvoru i lateralnim i akcesornim kanalima.

Kolagena vlakna parodontnoga ligamenta vezu se s jedne strane za cement, koji oblaze dentin na
korijenima, a s druge strane za alveolarnu kost. Iako je cement strukturni dio zuba, glavna mu je
funkcija da pruza pri¢vrstak za vlakna parodontnoga ligamenta. Cement proizvode stanice
cementoblasti 1, kao u dentinu, glavna je komponenta organskoga matriksa kolagen tipa 1. Cement
koji pokriva dio zuba blize kruni acelularan je, a cement koji pokriva dio zuba prema apeksu je
celularan 1 sadrzava stani¢na tijela i nastavke cementoblasta koji bivaju ulozeni u matriks 1 postaju

cementociti. Neprekidno odlaganje cementa tijekom ljudskoga Zivota omogucéava neprekidan,



stalan pri¢vrstak parodontnome ligamentu u situacijama u kojima se zub pomice kao rezultat
dugotrajnih funkcionalnih promjena. Budu¢i da je cement gradom tvrdi od kosti, otporniji je na

razgradnju (resorpciju) za vrijeme pomicanja zuba.

Parodontni ligament (PDL), kao i zubna pulpa, specijalizirano je vezivno tkivo ¢ija je funkcija
djelomi¢no povezana uz prisutnost specijalno rasporedenih snopova kolagenih vlakana koja
podupiru zub u alveoli i apsorbiraju sile okluzije koje se prenose na okolnu kost. PDL prostor je
malen i varira od prosje¢nih 0,21 mm kod mladih zuba do 0,15 mm kod starih zuba. Ujednacenost

njegove Sirine jedan je od kriterija koji se koriste za odredivanje njegova zdravlja.

Na rubovima su parodontnoga prostora cementoblasti i osteoblasti. [zmedu glavnih parodontnih
vlakana isprepleteno je rahlo vezivno tkivo koje sadrzi fibroblaste, mati¢ne stanice, makrofage,
osteoklaste, krvne Zile, Zivce, limfne zile 1 ostatna Malassezova tjeleSca koja ponekad mogu
formirati ciste. Zbog bogate krvne opskrbe, parodontni ligament prehranjuje cement 1 alveolarnu
kost, a bogat je visoko osjetljivim ziv€anim vlaknima i neka od njih mogu posluziti kao

mehanoreceptori 1 zabiljeziti promjene tlaka u ligamentu, koji se mijenja tijekom pomicanja zuba.

Kolagena vlakna luce ligamentni fibroblasti, a glavna je komponenta vlakana kolagen tipa 1, iako
mogu biti prisutni 1 drugi tipovi kolagena, kao kolagen tipa 3 1 tipa 12. Sinteza kolagena tipa 3
povecava se za vrijeme pregradnje ligamenta dok kolagen tipa 12 najvjerojatnije ima ulogu u
regulaciji i organizaciji snopova kolagenih vlakana. Snopovi kolagenih vlakana koji bivaju ulozeni
u cement 1li alveolarnu kost zovu se Sharpeyeva vlakna (Slika 1.2.B). Ta su vlakna potpuno
mineralizirana u acelularnom cementu ili djelomi¢no mineralizirana na mjestima ulaganja u
acelularni cement 1 alveolarnu kost. Nekoliko razlicitih grupa snopova kolagenih vlakana mogu se
na¢i na odredenim mjestima unutar parodontnoga ligamenta 1 tvore tzv. glavna vlakna

parodontnoga ligamenta, a mogu se podijeliti u ukupno pet vrsta:

1. Vlakna koja spajaju vrh jamice s cementom, idu koso i hvataju se na mjestima vi§im od
hvatista za alveolarnu kost, sprjecavaju vertikalno (okluzijsko) pomicanje zuba.

2. Horizontalna vlakna, idu odmah ispod prvih i horizontalno spajaju alveolarnu kost s
cementom, sprjecavaju horizontalno (lateralno) pomicanje zuba.

3. Kosa vlakna su najbrojnija i polaze koso od alveolarne kosti prema cementu na koji se vezu
nize od pocetnog polaziSta na alveolarnoj kosti. Zbog svoje konfiguracije, ova vlakna sluze

kao 'Sok upijaci' i omogucuju da zub da podnese kompresivne sile za vrijeme Zvakanja.



4. Apikalna vlakna smjeStena su radijalno oko apeksa korijena i opiru se silama u vertikalnom
smjeru (okluzijskim i intruzijskim).

5. Interradikularna vlakna pruzaju se radijalno i spajaju vrh jamice polozen izmedu korijena
zuba 1 cementa koji se nalazi na mjestu furkacije, sprjeCavaju vertikalno (okluzijsko)

pomicanje zuba.

Postoje i druga vlakna koja ne pripadaju usko parodontnome ligamentu, ali pomazu ocuvanju

integriteta ligamenta:

1. Transseptalna vlakna idu preko vrha jamice alveolarne kosti i povezuju cement jednoga zuba
s cementom susjednoga zuba. Ova vlakna pomazu u odrzavanju proksimalnih povrSina zuba
u kontaktu.

2. Dentogingivalna vlakna protezu se od cementa prema lamini propriji u gingivi i ¢uvaju
integritet tih tkiva.

3. Alveogingivalna vlakna protezu se od vrha jamice alveolarne kosti prema lamini propriji u
gingivi i Cuvaju integritet tih tkiva.

4. Dentoperiostalna vlakna polaze od cementuma, pruZaju se preko vrha jamice alveolarne kosti
1 idu prema njezinoj vanjskoj strani gdje se vezu za periosteum kosti na vanjskoj kortikalnoj
ploc¢i alveolarnoga nastavka.

5. Kruzna vlakna idu kruzno, okruzuju vrat zuba, krizaju se s drugim vlaknima u tom podrucju i

pomazu da gingiva bude u kontaktu sa zubom.



do otpustanja i sinteze razli¢itih neurotransmitera, citokina i ¢cimbenika rasta. Te molekule mogu
izazvati daljnje odgovore razlicitih vrsta stanica unutar i okolo zuba omogucujuci tako uvjete za

tkivnu razgradnju ili sintezu.

Ortodontska je sila definirana kao sila primijenjena na zub s ciljem da se izazove pomicanje zuba i
uglavnom ima magnitudu manju od ortopedske sile. Ortopedska je pak sila definirana kao sila
ve¢ih magnituda negoli ortodontska, koja se primjenjuje s ciljem izazivanja u€inaka na cijeli
maksilofacijalni kompleks. lako nema jasnih granica izmedu ortodontskih 1 ortopedskih sila,
ortodontska mehanoterapija usmjerena je na pomicanje zuba modulirano aktivnom pregradnjom i
adaptivnim promjenama u parodontnim tkivima. Za tu su svrhu potrebne sile od samo 20-150
grama, primijenjene na pojedini zub, dok se u kraniofacijalnoj ortopediji primjenjuju sile puno

vecih magnituda, ve¢ih od 300 grama, kako bi se promijenio oblik kostiju (6).

Optimalna bi se magnituda ortodontskih sila ugrubo mogla definirati kao minimalna sila potrebna
da se zub najucinkovitije pomakne na zeljeno mjesto bez izazivanja ireverzibilnih tkivnih

ostecenja, nuspojava ili nelagode kod pacijenta.

Tradicionalno, ortodontske se sile dijele na slabe 1 jake 1 smatra se kako su slabe sile lagodnije 1 u

vecoj mjeri fizioloske, negoli jake (5).

Neka istrazivanja navode da ortodontske sile nikad nisu jednoli¢no rasporedene unutar PDL-a, i da
je uvijek prisutna odredena razina traume, ¢ak 1 kod primjene laganih sila (7). Nadalje, postoje¢im
je instrumentima jako teSko precizno izmjeriti to¢nu koli¢inu sila prisutnih na korijenima i
razli¢itim dijelovima zuba tijekom bilo kojega ortodontskog tretmana. Ali uglavnom se preferira
primjena slabih sila budu¢i da one ipak uzrokuju manja oStecenja tkiva i izazivaju tzv. frontalnu
resorpciju alveolarne kosti. Za razliku od slabih, jake sile ¢esto dovode do nekroze 1 hijalinizacije

unutar PDL-a i ¢esto dovode 1 do resorpcije korijena.

Koncept optimalnih ortodontskih sila mijenja se u skladu s ortodontskom strukom. Optimalna
ortodontska sila klasi¢no je definirana kao sila koja dovodi do promjena tkivnoga tlaka koji je
jednak kapilarnome krvnom tlaku i zbog toga ne dolazi do okluzije kapilara na mjestima
kompresije parodontnoga ligamenta. Sile manje od optimalnih ne dovode do nikakvih reakcija u
tkivu, a sile veée od optimalnih dovode do tkivne nekroze i prevencije frontalne resorpcije

alveolarne kosti (5).



Zagovornici slabih ortodontskih sila (8) opisuju tzv. bezstanicne zone unutar zona kompresije

parodontnoga ligamenta.

Mnogi su autori proucavali intenzitete sila upotrijebljene kod ortodontskoga postupka i njihov
ucinak na tkiva (7, 9) i predlaZzu optimalni raspon sila pritiska na zubnokosStanu barijeru koja moze

proizvesti maksimalan pomak, a iznosi izmedu 150 i 200 grama.

Sile pritiska ispod toga raspona nisu dovele do ortodontskoga pomaka, a sile iznad optimalnih bile

su u stanju drasti¢no usporiti i u konac¢nici potpuno zaustaviti ortodontski tretman.

Prema danasnjim kriterijima, optimalna je sila entrinzicki mehanicki podrazaj koji je u stanju
evocirati stani¢ni odgovor i odrzavati ravnotezu u pregradnji parodontnih potpornih struktura, a
rezultira maksimalnom brzinom pomicanja zuba s minimalnim ireverzibilnim oStecenjima korijena,
PDL-a i alveolarne kosti. Prema ovome konceptu, postoji sila odredene magnitude i karakteristika
(kontinuirana ili intermitentna, konstantna ili silazna) koja je u stanju uzrokovati maksimalnu
brzinu pomaka bez ikakvih tkivnih oSte¢enja uz maksimalno zadovoljstvo pacijenta. Uzimajuéi u
obzir sve navedeno, optimalna se sila najvjerojatnije razlikuje ovisno o svakome pojedinom zubu i

pacijentu i to treba posebno razmatrati u svakodnevnoj ortodontskoj klinickoj praksi (5).

1.1.3 Teorije ortodontskih mehanizama

Prema ukupnim dosadaS$njim istraZivanjima i saznanjima, mogucée je navesti dva glavna

mehanizma kojima se zub ortodontski pomice:
1. Primjenom kompresije i tenzije na PDL

2. Savijanjem alveolarne kosti

Teorija kompresije - tenzije

Klasi¢ni histoloski nalazi promjena koje se dogadaju kod ortodontskoga pomicanja zuba vode
hipotezi da se zub mice u parodontnom prostoru stvarajuci tzv. zonu 'kompresije' i zonu 'tenzije'
(10). Na strani kompresije dolazi do odredene dezorijentacije PDL vlakana i smanjenja njihove

tvorbe.



Na strani tenzije, natezanje snopova kolagenih vlakana dovodi do povecane stani¢ne proliferacije

koja posljedi¢no dovodi i do njihovog poveéanja (11).

Zbog dezorijentacije kolagenih vlakana, na strani kompresije dolazi do znatnih stani¢nih i tkivnih
oStecenja 1 do hijalinizacije koja je u pocCetku karakterizirana piknotickim jezgrama u stanicama, a
potom i potpunim odumiranjem stanica ili bestani¢nim zonama. U tim podruc¢jima zato dolazi do
invazije makrofaga i osteoklasta iz okolnoga neoste¢enog tkiva kojom se odstranjuje nekroti¢no

tkivo, ali i susjedna kost. Taj se proces naziva indirektna resorpcija (12, 13).

Upalni proces takoder ima znatnu ulogu i moze dovesti do diferencijacije stanica koje su u stanju
izazvati tkivnu pregradnju i potaknuti osteoklastogenezu. Taj proces dovodi do frontalne resorpcije
u kojoj se osteoklasti nizu na granici alveolarne kosti i komprimiranog PDL-a produciraju¢i tako

direktnu koStanu resorpciju (14).

Promjene tlaka i protoka krvi koje se dogadaju na strani kompresije i tenzije dovode do
oslobadanja kemijskih medijatora koji zapo€inju cijeli niz signalnih procesa. Oni dalje dovode do
aktivacije stanica osteoklasta koji razgraduju kost na strani kompresije, i do aktivacije stanica

osteoblasta koji odlazu novu kost na strani tenzije (14).

Teorija savijanja alveolarne kosti

Zacletnik teorije, znanstvenik Farrar, jo§ je 1888. godine istrazivao ulogu savijanja kosti kao
klju¢noga procesa koji dovodi do pocetka ortodontskoga pomaka zuba (5). Kasnije je teorija

potvrdena pokusima na Zivotinjama (11) i pacijentima (15).

Prema ovoj teoriji, ukoliko dode do primjene ortodontske sile, snaga se sa zuba prenosi na ostale
okolne strukture. Stvorene sile savijaju kost, zub i ¢vrste strukture PDL-a. Kako je alveolarna kost
elasticnija negoli okolne strukture, puno se jace od njih savija pod utjecajem primjene sile.
Savijanje alveolarne kosti posljedi¢no ukljucuje niz aktivnih bioloskih procesa koji rezultiraju
pregradnjom kosti i obnovom stani¢nih oSte¢enja. Spomenuti su procesi ubrzani i naglaSeni ako je
kost odrzana u deformiranome polozaju. Neki su istrazivaci (16-18) ukazali da u toku savijanja
kosti postoji konkavna i konveksna konfiguracija kosti. Na podru¢jima tenzije alveolarna kost ima

konkavnu, a u podru¢jima kompresije konveksnu konfiguraciju.

Istrazivanja Bassetta i Beckera (16) navode da u parodontu dolazi do pojave elektri¢nih potencijala
kao odgovora na primijenjenu mehanicku silu. Elektri¢ni potencijali mogu pozitivno ili negativno

nabiti makromolekule tako da otvaraju specificna mjesta na stanicnoj membrani i pokrecu prijenos
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iona kroz membranu. Zengo je u svojim eksperimentima otkrio da je konkavna strana ortodontski
tretirane kosti elektronegativna i u stanju je potaknuti osteoblasti¢ku aktivnost, dok je konveksna
strana alveolarne kosti elektropozitivna i ukazuje na povecanu osteoklasticnu aktivnost (17). Dakle,
postoji neka vrsta veze izmedu mehanicke stimulacije i elektricnoga stanja kosti koji u kombinaciji

s primjenom ortodontske sile mogu igrati glavnu ulogu stani¢nih prijenosnika.

Poznavajuéi pojam piezoelektriciteta, po kojemu deformacija kristalnih struktura moze izazvati
promjene elektriciteta zbog promjene mjesta elektrona unutar kristala, Borgens je primijetio razlicit
endogeni elektricitet u intaktnoj 1 deformiranoj, oStec¢enoj kosti 1 sugerirao da su kostane stanice, a
ne koS$tani matriks, odgovorne za navedene promjene struja (19). Davidovitch je takoder pronasao
odredenu vrstu piezoelektriciteta koja se moze pojaviti kao posljedica distorzije nekih struktura u

parodontu, kao §to su kolagen, hidroksi-apatit i koStane stanice (20).

Iako su istrazivanja pokazala Citav niz histoloskih, histokemijskih i imunokemijskih dogadanja,
nijedna pak od navedenih hipoteza nije dala ¢ist uvid u prave bioloSke mehanizme i njihov to¢an
slijed koji se dogada za vrijeme ortodontskoga procesa. U svakom slucaju, kao rezultat
primijenjene ortodontske sile, razli€ite stanice i izvanstani¢ni matriks simultano se aktiviraju i
rezultiraju intenzivhom pregradnjom tkiva. U ranim fazama ortodontskoga procesa dolazi do
promjene protoka tekuc¢ina unutar PDL-a koja rezultira distorzijom stanica i matriksa. Kao odgovor
na navedene promjene, dolazi do otpustanja razli¢itih citokina, ¢imbenika rasta i neuroprijenosnika
koji dovode do aktivacije i1 diferencijacije stanica vezanih za koStanu pregradnju i tako i do

funkcionalnog pomicanja zuba (10).

1.1.4 Faze ortodontskog pomaka

Prema Burstoneu, postoje tri faze u pomaku: pocetna faza, faza mirovanja (lag faza) i postlag faza

(21).

U pocetnoj fazi ortodontskoga postupka dolazi do jako brzoga pomicanja zuba koje se dogada zbog
pomaka zuba unutar komprimiranog PDL prostora. Ve¢ u pocetnoj fazi dolazi do stani¢nih i
tkivnih reakcija pracenih infiltracijom upalnih stanica i prisustvom osteoblastnih i osteoklastnih
preteca. Odmah nakon pocetne faze, slijedi duza lag faza u kojoj nema znacajnijega pomaka i1 koja
je uzrokovana hijalinizacijom PDL-a. U toj se fazi lako moze prepoznati zona kompresije u kojoj

nema vise normalne konfiguracije PDL vlakana. Promjena u protoku krvi zbog njihove konstrikcije
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dovodi do odumiranja stanica i hijalinizacije koja moze potrajati 4-20 dana. Pomak se ne dogada
sve dok se nekroti¢ne naslage u cijelosti ne uklone, $to se dogada zbog aktivnosti i migracije
makrofaga, gigantskih stanica i osteoklasta iz okolnih tkiva. U zonama tenzije, koStane obloZzne
stanice odlazu novi, nemineralizirani matriks (osteoid), a novi se osteoblasti diferenciraju iz
pericita oko PDL kapilara. Preosteoblasti dalje proliferiraju i putuju prema povrsini alveolarne

kosti, duz Sharpeyevih vlakana.
Simultano, PDL fibroblasti u zonama tenzije takoder proliferiraju i luc¢e matriks.

U tretoj fazi, u kojoj razlikujemo fazu ubrzanja, a zatim linearnu fazu, dolazi do pravoga
pomicanja gdje se alveolarna kost uvelike resorbira i zub se pomife u Zeljenome pravcu. Ona
pocinje otprilike 40 dana nakon pocetnoga postavljanja ortodontskih opruga i karakterizirana je
nepravilnom granicom alveolarne kosti koja ukazuje na frontalnu ili direktnu resorpciju. Indirektna
resorpcija (eng. undermining resorption) najvjerojatnije se odvija uz nastojanje da se ukloni
ishemicna alveolarna kost koja prilijeze odmah uz hijalinizirano tkivo PDL-a. I u ovoj se fazi mogu
naci podrucja hijalinizacije, pogotovo ukoliko dode do primjene opruga jakih sila, §to ukazuje na to
da je odstranjenje nekroti¢nih naslaga dugotrajan 1 kontinuiran proces. U trecoj fazi ortodontskoga
pomaka, u zonama tenzije mogu se jasno uociti podruc¢ja odlaganja nove kosti koja se sada 1

mineralizira.

Nedavna istrazivanja pokazuju da se hijalinizacija ¢eS¢e i obimnije dogada ukoliko dode do
primjene jakih sila na zub (22). Razvoj zona hijalinizacije, dakle, uvelike ovisi o0 magnitudi sile
koja se primjenjuje, ali nije dokazano da postoji ikakva povezanost s brzinom pomaka. Jednom kad
pomak zuba intenzivno krene, nakon faze mirovanja, koStana pregradnja ide odredenim tokom 1

brzinom, neovisnom o magnitudi ortodontske sile.

1.1.5 Bioloske promjene u dentalnom tkivu uzrokovane ortodontskim tretmanom

Signalne molekule i metaboliti prisutni u procesu ortodontskog pomaka

Rane faze u ortodontskom pomaku gotovo uvijek uklju€uju upalni proces karakteriziran
vazodilatacijom i1 migracijom plazme i leukocita iz krvnih kapilara parodonta. Leukociti pak luce
citokine koji medudjeluju (direktno ili indirektno) s postoje¢im stanicama koje se nalaze u
parodontu. Parakrino ili autokrino, citokini djeluju s drugim sistemskim ili lokalnim signalnim

molekulama, izazivaju sintezu i sekreciju prostaglandina, ¢imbenika rasta i drugih citokina koji
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djeluju kao funkcionalna jedinica u intenzivnoj parodontnoj pregradnji. Dan ili dva kasnije, akutna
upala prelazi u kroni¢nu, uz koju dominira i stani¢na proliferacija fibroblasta, endotelnih stanica,

osteoblasta 1 stanica koStane srzi.

Zbog aktivnosti enzima fosfolipaze dolazi do oslobadanja arahidonske kiseline, glavnoga
fosolipida stanicne membrane. Arahidonska kiselina moze biti metabolizirana enzimom
ciklooksigenazom ¢ime se oslobadaju prostaglandini i tromboksani, ili enzimom lipooksigenazom
kojime se oslobadaju leukotrieni. Brojne su studije pokazale ulogu prostaglandina u stimulaciji

kostane resorpcije, povecavanjem broja osteoklasta i njihove aktivnosti.

U nekoliko minuta nakon postavljanja ortodontskih opruga, signalne molekule aktiviranih imunih i
ziv€anih stanica unutar parodontnih tkiva vezu se za membranske receptore i dovode do
enzimatske konverzije citoplazmatskoga ciklickog adenozin-monofosfata (cAMP) i ciklickoga
gvanozin-monofosfata (cGMP). Oni su dokazani brojnim imunohistokemijskim bojanjima kod
ortodontskih procesa i djeluju kao drugi glasnici s nizom stani¢nih enzima i mogu tako izazvati
sintezu novih proteina, povecati koncentraciju unutarstani¢noga kalcija, aktivirati proteinske kinaze
1 izazvati procese fosforilacije koji dovode do niza stanicnih odgovora vezanih uz proliferaciju,

sintezu, sekreciju, kontrakciju, koStanu pregradnju i sl.

Aktivan oblik vitamina D, 1,25-dehidroksi-kolecalciferol, takoder je prepoznat kao vazan ¢imbenik
u tijeku ortodontskoga procesa. Snizene razine kalcija stimuliraju paratiroidni hormon da poveca
reapsorpciju kalcija u bubreZznim kanali¢ima i hidroksilaciju 25-hidroksi-kolekalciferola u 1,25-
dehidroksi-kolekalciferol, koji snazno potie koStanu resorpciju stimuliraju¢i diferencijaciju
osteoklasta iz njihovih pretec¢a i poticu¢i aktivnost postojecih osteoklasta. Imaju¢i u vidu da je
vitamin D3 jedan od dijetalnih proizvoda, povecavanjem njegove koncentracije, moze doci i do

ubrzanoga ortodontskog tretmana.

Mehanicke sile uzrokuju naprezanje izvanstani¢noga matriksa (koji ukljucuje molekule kolagena,
proteoglikana, laminina i fibronektina) i prenose se do stani¢noga skeleta preko stani¢nih
prijanjaju¢ih molekula integrina. Zbog prianjanja na te receptore, dogada se reorganizacija
stani¢noga skeleta, izluCivanje pohranjenih citokina, ribosomalna aktivacija 1 gensko prepisivanje.
Mikrofilamentni snopovi, koji ¢ine glavni sastojak stani¢noga skeleta, zavrSavaju na specificnim
mjestima stani¢ne membrane 1 formiraju s izvanstaniénim matriksom spojne komplekse koji se
nazivaju fokalni spojevi ili adhezijske naslage. U nedavnim je istraZzivanjima dokazano prisustvo

integrina na osteoklastima vezanima za resorpciju kosti i odontoklastima tokom resorpcije korijena.
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Na primijenjenu vanjsku mehanicku silu dolazi dakle do promjena oblika stanica i izvanstani¢noga
matriksa i pregradnje (sinteza i razgradnja makromolekularnih komponenti) izvanstani¢noga
matriksa koji takoder predstavljaju vazan dio ortodontskoga procesa. Isto tako, dolazi do promjene
odredenih komponenti matriksa, npr. vrsta proteoglikana PDL-a, u zonama kompresije uocena je
pojava epitopa 6-kondroitin-sulfata. UocCeno je i prisustvo odredenih enzima koji sudjeluju u
pregradnji izvanstanicnoga matriksa, kao $to su matriks metaloproteinaze, serin proteaze, aspartat i

cistein proteaze (5).

Vrste stanica odgovorne za pocetak 1 odvijanje ortodontskog pomaka

Vecina tipova stanica vrlo je osjetljiva na mehanicke podrazaje i ta Cinjenica predstavlja znanstveni
temelj ortodoncije. OdrZavanje koStane mase 1 mehanickoga integriteta skeleta tijekom Zzivota
zavisi o ravnotezi izmedu procesa kostane formacije i koStane razgradnje, odnosno o kostanoj
pregradnji. Konstantno, tijekom Zivotnoga vijeka, osteoklasti razgraduju mineralizirano kosStano
tkivo, a osteoblasti ga zamjenjuju novom kosti pa je koStana pregradnja uvelike ovisna o

funkcijama i ravnoteZi stanica osteoblasta i osteoklasta.

Kostana pregradnja javlja se kao odgovor na mehanicki podrazaj, a toan mehanizam nije u
potpunosti razjasSnjen. Pretpostavlja se da osteociti, koStane stanice koje su ulozene debelo u

koS$tani matriks, imaju najvazniju ulogu.

Osteociti

Osteocit je zrela koStana stanica u potpunosti okruZzena matriksom kojega su nekad proizveli
osteoblasti. Proces transformacije od osteoblasta do osteocita traje oko tri dana. Za vrijeme tog
procesa, osteoblasti proizvode veliku koli¢inu ekstracelularnoga matriksa, smanjuju stani¢ni
obujam za oko 70 %, smanjuju broj stani¢nih organela i razvijaju duge citoplazmatske produzetke
koji izlaze iz njihova stani¢nog tijela. Svaki osteocit uloZen je u prostor koji se prilagodava obliku
osteocitnog tijela i koji nazivamo lakunom. Osteocitni citoplazmatski nastavci uloZeni su u
kanalikule 1 komuniciraju medusobno spojnim vezama (eng. gap junctions) koje su formirane
prethodnim djelovanjem molekula koStanih koneksina (23). Tako osteociti komuniciraju i
indirektno s udaljenim osteoblastima, koStanim obloznim stanicama i endotelnim stanicama krvnih

zila u koStanoj srzi (Slika 3.).
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U rutinski pripravljenim histoloSkim rezovima, osteocitna je stanica transformirana mezuranjem

izazvanim dekalciniranjem kosti i1 stanicna je jezgra obi¢no jedina uocljiva.

Osteociti su nekada bili nazivani pasivnima, neaktivnim stanicama, medutim, danas se zna da su
osteociti metabolicki aktivne 1 multifunkcionalne stanice, neophodne 1 vazne u procesima
mehanotransdukcije. Smanjena mehanicka aktivnost, kao §to su imobilizacija, miSi¢na slabost,
bestezinsko stanje uzrokuju gubitak koStane mase, dok povecanje mehanicke aktivnosti potice

njezinu gustocu.

Osteocit reagira na mehanicki stres lu¢enjem metaloproteinaza matriksa (MMP) pa je prazan
prostor koji okruzuje osteocite rezultat enzimatske razgradnje koStanoga matriksa MMP-ima.
Poveéan mehanicki stres u osteocitima potice molekularne mehanizme sliéne mehanizmima u
aktivnim osteoblastima koji produciraju koStani matriks. Tako su dakle, osteociti odgovorni za
reverzibilnu pregradnju perikanalikularnoga 1 perilakunarnog koStanog matriksa. Taj se proces

zove osteocitna pregradnja.

Metode elektronske mikroskopije pokazale su da osteociti prolaze kroz razliCite faze, ovisno o

tome u kojoj su fazi osteocitne pregradnje.
Tako postoje tri njihove razli¢ite funkcionalne faze (Slika 3.).

1. Tihi osteocit - sadrzava izrazito smanjenu koli¢inu hrapave endoplazmatske mrezice 1 izrazito
smanjen Golgijev aparat. Stanica osteocita u potpunosti popunjava lakunu pa je

mineralizirani matriks u gotovo potpunome kontaktu sa stanicnom membranom osteocita.

2. Aktivni (formativni) osteocit - odlaze koStani matriks 1 zapravo pokazuje karakteristike slicne
aktivnom osteoblastu. Koli¢ine hrapave endoplazmatske mrezice 1 Golgijevoga aparata u
njima su povecane, a u neposrednoj okolini same stanice, unutar lakune se moze uociti i

osteoid (nemineraliziran koStani matriks).

3. Resorptivni osteocit - kao 1 formativni, pokazuje pove¢anu koli€inu stani¢nih organela s jako

naglaSenim lizosomima.
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Slika 3. Slike osteocita na elektronskom mikroskopu u tri razlicite funcionalne faze. A. Tihi osteocit - sadrzi
male kolicine hrapave endoplazmatske mrezice (rER) i nekoliko mitohondrija (M). Stanica popunjava
lakunu; strelice pokazuju mjesta gdje se citoplazmatski izdanci pruzaju u kanalikule. Poneki se kristal

hidroksi-apatita moze naci uz peristanicni prostor, ili mineralizirani matriks (MM). Crnu liniju koja
ukazuje na granicnu zonu lakune nazivamo osmiofilicna lamina (OL). B. Aktivni (formativni) osteocit —
sadrzi vece kolicine hrapave endoplazmatske mreZice i vise Golgijevog aparata (G). Mogu se zamijetiti
male kolicine osteoida unutar stanicne lakune. Unutar osteoida mogu se vidjeti nedovoljno mineralizirana
kolagena viakna (strelice). Lakune formativnog osteocita nisu omedene osmiofilicnom laminom. C.
Resorptivni osteocit — isto tako sadrzi vece kolic¢ine hrapave endoplazmatske mrezice (rER) i Golgijevog
aparat (G), mitohondrije (M) i vece kolicine lizosoma (L). U lakunama nema kolagenih vlakana, ali se
mogu naci male kolicine drugog viaknastog materijala. Lakuna resorptivnog osteocita omedena je
osmiofilicnom laminom (OL) od susjednoga kostanog mineraliziranog matriksa (MM). Modificirano prema

(23).

Nedavna istrazivanja ukazuju da zdravi 1 umiru¢i osteociti mogu komunicirati s osteoklastima i

tako ih potaknuti na razgradnju kosti (24, 25).

Tijekom procesa stani¢ne smrti 1 apoptoze osteocita, koja je pojacana tijekom starenja 1 u
neaktivnim kostima, javljaju se apoptoti¢na tijela koja sadrzavaju molekule RANKL-a (26). Tako

putem RANK-RANKL signalnog sustava dolazi do poticanja aktivnosti osteoklasta.
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Osteoklasti

Osteoklast je glavna stanica odgovorna za koStanu razgradnju. Kao rezultat osteoklasti¢ne
aktivnosti, na povrsini kosti, neposredno ispod osteoklasta, formira se plitko udubljenje ili jamica
koje nazivamo Howshipova lakuna. Stanica osteoklasta ne isti¢e se samo svojom veli¢inom 1
koli¢inom jezgara koje posjeduje (3-100), nego i po izrazitoj eozinofilnosti (23). Osteoklast
pokazuje jaku biokemijsku reakciju na kiselu fosfatazu zbog brojnih lizosoma koje posjeduje u
svojoj citoplazmi. Jedan od njih je kisela fosfataza otporna na tartarat, tzv. TRAP (od eng. tartarate-
resistant acid phosphatase) koja se koristi kao klinicki marker osteoklasticne aktivnosti i

diferencijacije (Slika 5.A.).

Osteoklasti nastaju fuzijom jednojezgrenih hematopoetskih stanica, uglavnom multipotentnih
preteCa monocitno/makrofagne loze, a njihova je tvorba u uskoj vezi sa stromalnim stanicama
koStane srzi. Stromalne stanice luce citokine, prijeko neophodne za diferencijaciju osteoklasta i
makrofaga od njihovih preteca, od kojih su najvazniji stimuliraju¢i ¢imbenik rasta kolonija
makrofaga, m-CSF (od eng. macrophage colony-stimulating factor), ¢imbenik tumorske nekroze,

(TNF - od eng. tumor necrosis factor) i neki interleukini (Slika 4.).

Stanice preteCe osteoklasta izraZzavaju dva vazZna transkripcijska cimbenika, c-fos i jezgrin
¢imbenik, NF-kB. Poticatelj receptora jezgrinog cimbenika kB, RANK djeluje s ligandom
poticatelja receptora jezgrinog ¢imbenika kB, RANKL (od eng. receptor activator of nuclar factor
kB ligand), kojeg luce 1 izrazavaju stromalne stanice na svojoj povrSini. Upravo je RANK-RANKL
mehanizam vezanja neophodan i klju€an za formiranje 1 diferencijaciju osteoklasta i njihovo
sazrijevanje. Za vrijeme upalnih procesa, aktivirani T-limfociti mogu Ilucitti RANKL u

membranskom i topljivom obliku, tako da upalni proces moze potaknuti proces kostane razgradnje.

RANK-RANKL mehanizam moze biti zakocen molekulom osteoprotegerina, OPG, koji inace sluzi
kao receptor za RANKL. Luce ga uglavnom osteoblasti i reguliran je mnogim metabolickim

¢imbenicima kao Sto su IL-1, TNF, TGF- i vitamin D (27-30).

Prostaglandini, koji nastaju lucenjem potaknutih osteocita, poticu stvaranje RANKL-a.
Istovremeno, aktivni osteoblasti u podru¢jima odlaganja i formiranja nove kosti lu¢e OPG koji
inaktivira RANKL. Stoga, u podru¢jima u kojima osteoblasti stvaraju novu kost nema nikakve

osteoklasti¢ne aktivnosti, za razliku od susjednih podrucja u kojima je njihova aktivnost izrazita.
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enzimi 1 vodikovi ioni koji razgraduju i resorbiraju mineralnu i organsku komponentu
kostanoga matriksa. Nabori membrane sluze kako bi se povecala povrSina potrebna za
egzocitozu proteolitickih enzima i protonsku pumpu kojom se oslobadaju vodikovi ioni, ali
isto tako sluze i za endocitozu razgradnih produkata kosti. Lizosomi koji se nalaze u stanici
osteoklasta sadrzavaju hidroliticke enzime koji se otpusStaju izmedu nabora stani¢ne
membrane na nabranoj povrSini osteoklasta gdje pocinju razgradnju kolagena i drugih
proteina koStanoga matriksa. U tu skupinu enzima ubrajaju se cisteinska proteaza katepsin K

i metaloproteinaze matriksa.

Kako bi se degradacija matriksa pocela odvijati, neophodno je da prvo dode do
dekalcifikacije i zakiseljavanja matriksa snizavanjem pH ¢ime je potrebno doc¢i do otapanja
minerala hidroksi-apatita. U tu svrhu, stanica osteoklasta sadrzi karboni¢nu anhidrazu II koja
iz uglji¢nog dioksida i1 vode stvara ugljicnu kiselinu, a disocijacijom uglji¢ne kiseline nastaju
bikarbonatni anioni (HCOj3") i protoni vodika (H+). Vakuolska protonska pumpa (H-ATPaza)
izbacuje stvorene protone H+ preko nabrane membrane osteoklasta u izvanstani¢ni prostor uz
kost, snizavaju¢i vrijednost pH (pH~4.5), Sto potiCe razgradnju mineralne i1 organske
komponente koStanoga matriksa. Kloridni kanal (CIC-7) spojen s vakuolskom protonskom
pumpom izbacuje kloridne ione u resorpcijsku jamicu i tako odrzava elektroneutralnost
nabrane membrane. ViSak bikarbonatnih aniona otklanja se pasivhom izmjenom s ionima

klorida putem anionskog izmjenjivaca na bazolateralnoj zoni osteoklasta.

Zakiseljavanjem matriksa i otapanjem minerala hidroksi-apatita omogucena je daljnja

enzimatska razgradnja proteinskih komponenti matriksa.

Nabrana se zona na histoloSkim rezovima ne boji intenzivno kao ostatak stanice i Cesto se

vidi kao svijetli pojas neposredno uz kost, na mjestima resorpcije.

. Zona prilijeganja prstenasta je zona oko nabrane zone kojom se osteoklast priljubljuje za
kost. Ona sadrzi brojne aktinske filamente koji su zdruZeni vinkulinskim i talinskim
proteinima, ali ne sadrzi ostale stanicne organele. Stani¢na membrana u zoni prilijeganja
sadrzi adhezijske molekule u koje se ubrajaju receptori integrina, vitronektina, fibrinogena.
Te su molekule odgovorne za cvrstu vezu izmedu stanicne membrane osteoklasta i

mineraliziranoga koStanog matriksa.

Zona prilijeganja predstavlja mjesto gdje se odvijaju resorpcija i degradacija koStanoga

matriksa.
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Kad resorpcija odredenoga dijela matriksa zavrsi, osteoklast ulazi u proces apoptoze. Mnogi
lijekovi koriSteni za lijeCenje osteoporoze i inhibiciju osteoklasticne aktivnosti (bisfosfonati,

estrogeni) djeluju upravo na poticanje apoptoze osteoklasta.

1.2 Metode regulacije i ubrzanja ortodontskog postupka
1.2.1 FarmakoloSke metode regulacije koStane pregradnje i ortodonskog postupka

Eksperimentalne su studije pokazale da egzogenim, farmakoloSkim dodatkom osteoprotegerina
(OPG), poznatoga inhibitora RANKL-a, moze do¢i do usporavanja ortodontskog tretmana (31).
Kako je dodavanjem rekombinatnog humanog OPG-a doSlo do oporavka koStane gustoce u
udovima imobiliziranih Stakora (32), a sistemskom primjenom OPG-a do reduciranja koStane
resorpcije (33) u razli¢itim klinickim manifestacijama kao S$to je Pagetova bolest, primarna
osteoporoza, reumatoidni artritis, osteliticke metastaze, gubitak kosti u menopauzi, znanstvenici su
dosli na ideju da bi lokalnom primjenom OPG-a moglo do¢i do znacajne inhibicije
osteoklastogeneze za vrijeme mehanicke modulacije koStane pregradnje kao §to je ortodontski
postupak, gdje je Cesto potrebno minimalizirati nepotrebne i pretjerane pomake zuba. Tako su
Dunn i suradnici koriste¢i rekombinantni fuzijski protein OPG-Fc u dozama od 5,0 mg/kg lokalnim
injekcijama u nepCanu sluznicu blizu povrSine prvoga kutnjaka znacajno usporili njegov
ortodontski pomak na Stakorima (34). HistoloSke su analize pokazale znafajno smanjenje broja
aktivnih osteoklasta (86%) na strani kompresije, a analize alveolarne kosti pokazale su povecanu
kostanu gustocu kod OPG-om tretiranih Zivotinja, ¢ak 1 u odnosu na kontrolnu skupinu kod koje
nije primijenjena ortodontska sila. Ta je studija otvorila vrata farmakoloSkoj modulaciji
ortodontskoga tretmana i dala moguénost potencijalnoj upotrebi i koristi od lokalnih inhibitora
RANKIL-a kod nekih manifestacija tijekom ortodontskog postupka, kao Sto su distalizacija kutnjaka

1 protrakcija 1 neki drugi funkcionalni i estetski problemi.

Isto tako, lokalnom primjenom RANKL-a doSlo je do zna¢ajnog ubrzavanja ortodontskog postupka
(35). Kanzaki i suradnici su za tu svrhu koristili metodu genskog transfera putem sustava virusnog
vektora koji sadrzi pcDNA-mRANKL kojega su lokalno injicirali u nekoliko navrata tijekom
ortodontskog postupka na Stakorima. Istrazivaci su otkrili da nakon lokalnog genskog transfera
dolazi do povecane produkcije RANKL proteina u parodontnom tkivu, pogotovo u stanicama

osteoblasta i fibroblasta unutar PDL-a, 1 to ne samo na strani kompresije, ve¢ na cijelome
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parodontnom prostoru. Lokalnom primjenom virusnoga vektora koji sadrzi RANKL gen i koji
potic¢e lokalnu produkciju RANKL proteina u parodontnom tkivu, doslo je do znacajnog ubrzanja

ortodontskoga postupka, pogotovo u njegovim ranim fazama, bez izazivanja sistemskih nuspojava.

Budu¢i da ortodontske sile stimuliraju produkciju prostaglandina, za ocekivati je da prostaglandini
mogu ubrzati i ortodontski tretman kao rezultat djelovanja prostaglandina na kostanu pregradnju.
Naime, studije su pokazale da i inade tijekom ortodontskog tretmana dolazi do povecanja
prostaglandina na strani kompresije (36). Primjenom inhibitora ciklooksigenaze (COX), enzima
vaznog u produkciji prostaglandina, doslo je do znatnoga smanjenja ortodontskog pomaka 1 broja
osteoklasta na strani kompresije (37). Suprotno tome, neke su druge studije pokazale da lokalno
primijenjen prostaglandin E1 (PGE1l) uzrokuje povecanje koStane resorpcije i ubrzanje

ortodontskog tretmana.

Paratiroidni hormon (PTH) snaZan je regulator koStane pregradnje. Studije su pokazale da
kontinuirana subkutana infuzija paratiroidnog hormona tijekom trinaest dana uzrokuje dvaput brzi
ortodontski pomak kutnjaka na Stakorima i oCekivani porast broja osteoklasta na strani kompresije
parodontnoga ligamenta. Dodatak PTH tijekom trinaest dana u ovim eksperimentima nije sistemski
utjecao na koStanu gustocu ili na serumske razine kalcija (38). Sli¢ni su rezultati dobiveni i

lokalnim injiciranjem sporo-otpustajuc¢eg PTH (39).

Aktivni oblik vitamina Ds_ [1,25 (OH),Ds], takoder je snazan stimulator osteoklasti¢ne aktivnosti.
Ve¢ su davne 1988. godine Collins i1 suradnici pokazali da lokalnim injiciranjem 1,25-dihidroksi-
kalciferola otopljenog u dimetil-sulfoksidu u parodontni ligament macaka tijekom 21 dana dolazi
do pomaka brzeg za 60%, a histoloskim analizama pronaSli su povecan broj osteoklasta koji

ukazuje na resorptivni u¢inak vitamina D (40).

Slicne su rezultate dobili Takano-Yamamoto i suradnici lokalnim injiciranjem aktivnog vitamina
D3 u submukozno podrucje nepca gdje su pokazali da je povecanje aktivnih osteoklasta na strani

resorpcije ili kompresije bilo ovisno o dozi (41).

Primjena mnogih farmakoloskih pripravaka pokazala je pozitivan ucinak na ubrzanje
ortodontskoga postupka. Medutim, zabiljeZene su mnoge nuspojave kao §to su lokalna bol, izrazita
resorpcija zubnih korijena i neke nuspojave vezane uz ucinak lijeka, §to je utjecalo na pronalazenje

drugih metoda za ubrzanje ortodontskoga postupka.
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1.2.2 Mehanic¢ke metode regulacije ortodonskog postupka

Laserske zrake male energije poznate su po svome anabolickom ucinku, poticanju diferencijacije
osteoblasta 1 ubrzanju koStanog odlaganja. Poznat je i1 njihov biostimulacijski ucinak na
zaraS¢ivanje rana, proliferaciju fibroblasta i kondrocita, sintezu kolagena 1 regeneraciju zivaca.
Kawasaki i suradnici promatrali su ucinak laserskih zraka na ortodontski postupak na Stakorima
(42). Ga-Al-As diodni laser koristen je lokalno za iradijaciju odredenog podrucja po tri minute

dnevno tijekom dvanaest dana.

U eksperimentalnoj skupini koja je bila izloZzena laserskim zrakama otkriveno je kako je
ortodontski postupak brzi (1,3 puta) negoli u kontrolnoj skupini. Koli¢ina odlaganja nove kosti
mjerena kalceinskim bojanjem i dinami¢kom histomorfometrijom, kao i stani¢na proliferacija, bili
su znatno veci na strani tenzije dok je broj osteoklasta kod Zivotinja u pokusu bio znatno veéi na

strani kompresije.

Jedna od metoda je i mehani¢ko opterecenje kosti neophodno za odrzanje koStane mase i
integriteta. Pove¢anje mehanickog optere¢enja dovodi do povecanja kostanog odlaganja i obrnuto,

gubitak opterecenja za vrijeme imobilizacije ili bestezinskog stanja dovodi do gubitka kosti.

Liskova 1 suradnici pokazali su da dinamicko, a ne staticko, optereenje uzrokuje povecanje

kostanog odlaganja kod kunica (43). Staticko opterecenje pak moze inhibirati odlaganje (44).

Povecana duljina trajanja mehanickog opterecenja ne povecava koli¢inu formiranja kosti. Kako se
vrijeme optere¢enja povecava, tako tvorba nove kosti ima tendenciju zasi¢enja. U jednoj se, naime,
studiji promatrao utjecaj skokova na morfoloSske i mehanicke promjene u kostima Stakora.
Zivotinje su bile podijeljene na kontrolnu skupinu i skupine od 5, 10, 20, 40 i 100 skokova na dan.
Zivotinje s pet skokova dnevno imale su istu koli¢inu formiranja nove kosti kao i Zivotinje s

visokim dnevnim brojem skokova (45).

Ta su zapazanja dovela do zakljucka da su koStane stanice u stanju osjetiti 1 reagirati na mehanicke
podrazaje, ali njihova mehanosenzitivnost opada neposredno nakon primjene mehanickoga
opterecenja. Tako se nakon kontinuiranog opterec¢enja kost desenzitizira na mehanicke podrazaje.
Isto tako je dokazano da, ako se primijeni odredeno vrijeme oporavka ili mirovanja izmedu
aplikacija optere¢enja (otprilike osam sati), kost je u stanju nadoknaditi mehanosenzitivne

sposobnosti (46).
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Studije su pokazale da adolescenti koji se bave sportovima s visokofrekventnim mehani¢kim
naporima (gimnastika, odbojka) imaju puno vecu gostocu kosti negoli adolescenti koji se bave
plivanjem (47, 48). Druge studije, na ovcama, pokazale su da mehanicke sile malih amplituda, ali
visokih frekvencija (sile vibracija), primijenjivane samo po 20 minuta na dan povecavaju koStanu
gustocu bedrene kosti ovce za 34% u odnosu na kontrolne skupine. Te su vibracijske sile bile 20
puta vece od sila koje se odvijaju kod normalnih aktivnosti kao §to je stajanje, pa je ukupno
opterecenje koje je bilo primijenjivano samo po 20 minuta na dan bilo ve¢e negoli cjelodnevno

opterecenje kod nestimuliranih Zivotinja (49).

Primjena ciklickih mehanickih sila magnitude 5 Newton-a (N) pokazala je ubrzaniji rast i brzu
osteogenezu u nepcanom Savu mladih kuni¢a negoli kad su se primijenjivale staticke sile istih
magnituda (50). Sli¢no tome, primjena cikli¢kih mehanickih sila na plocu rasta u novorodenih
kunica izazvala je znacajno povecanje broja proliferiraju¢ih kondrocita u odnosu na kontrolnu

skupinu, kao i znacajno povecanje dimenzija same ploce rasta (51).

Svi ovi rezultati ukazuju da kratke doze ciklic¢kih, intermitentnih mehanickih sila mogu potaknuti

stanicne 1 molekularne odgovore u koStanom sustavu.

Mnoge su studije koristile razli¢ite oblike visokofrekventnih sila malih amplituda za ubrzanje

ortodontskoga tretmana.

Stark i suradnici koristili su pulsno elektromagnetsko polje, PEMF (od eng. pulsed electromagnetic
field) za ubrzanje ortodontskog tretmana na eksperimentalnim Zivotinjama i za proucavanje ucinka
elektromagnetskog polja na kostanu fiziologiju 1 metabolizam i1 eventualnih sistemskih nuspojava

(52).

Rezultati studije pokazali su znacajno ubrzanje ortodontskog postupka tijekom desetodnevne
primjene elektromagnetskog zracenja, kao 1 povecano odlaganje koStanog matriksa na strani tenzije
izmedu ortodontski tretiranih sjekutica Zzivotinja. To povecanje staniCne aktivnosti bilo je
popraceno i povecanim brojem aktivnih osteoklasta u alveolarnoj kosti oko sjekuti¢a. Primje¢ene
su minimalne promjene seroloskih parametara, ukljuuju¢i proteinski metabolizam 1 miSi¢nu
aktivnost. Rezultati studije potvrdili su da je moguce ubrzati ortodontski postupak primjenom

elektromagnetskoga polja.

Darendelier i suradnici su 2007. godine dobili sli¢ne rezultate na eksperimentalnim Stakorima. U

njihovim eksperimentima uz ortodontske naprave, postavljeni su bili i neomidijsko-zeljezni
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magneti izmedu maksilarnih kutnjaka i sjekutiéa. Zivotinje u eksperimentalnoj skupini bile su
izlozene elektromagnetskome polju i u toj su skupini zabiljezeni ve¢i pomaci izmedu sjekutica 1
maksilarnih kutnjaka (53). Cini se kako primjena stati¢kog elektromagnetskog polja nema ucinka

na brzinu ortodontskoga pomaka (54).

Neki su istrazivaci promatrali utjecaj vibracijskih mehanickih sila na ucinkovitost ortodontskoga
pomaka. 2008. godine Nishimura i1 suradnici promatrali su utjecaj tzv. rezonantne vibracije na
brzinu ortodontskoga pomaka maksilarnih kutnjaka (55). Rezonantnu vibraciju definirali su kao
vibracijsku frekvenciju koja je jednaka prirodnoj, normalnoj frekvenciji prvoga maksilarnog
kutnjaka Stakora i za koju je najvjerojatnije da najuinkovitije moze potaknuti stani¢ne i
molekularne odgovore u parodontnom tkivu, pa tako najucinkovitije djelovati i na ortodontski
postupak povecavajuci aktivnost stanica unutar parodontnoga ligamenta. Izmedu lijevih i desnih
prvih maksilarnih kutnjaka bila je postavljena ekspanzijska ZiCica Cija je uloga bila da kutnjake
pomice prema sluznici obraza u trajanju od tri tjedna. Eksperimentalna skupina zivotinja bila je
izlozena vibracijskim podrazajima prosjecne frekvencije 60Hz u trajanju od osam minuta i to
jednom tjedno. Za studiju je posebno napravljen vibracijski sistem po kojemu je bilo moguce
primijenjivati vibracijske podrazaje na kutnjake s konstantno mijenjanim frekvencijama i pomocu
kojega je tako bilo moguce istodobno myjeriti rezonantnu frekvenciju i tu rezonantnu frekvenciju
posebno koristiti za svaku individualnu Zivotinju tijekom trajanja pokusa. Istrazivaci su otkrili
ubrzanje ortodontskoga postupka za oko 15% 1 povecéan izrazaj RANKL-a u fibroblastima i
osteoklastima parodontnoga ligamenta. Isto tako, zabiljeZili su povecan broj osteoklasta osam dana
nakon pocetka pokusa. Ti su rezultati omogucili pretpostavku da vibracijski podrazaji rezonantnih
frekvencija mogu ubrzati ortodontski postupak 1 to vjerojatno djeluju¢i putem RANK-RANKL
mehanizma. Negativne strane studije su bile te $to se nije znalo kolika je to¢no snaga vibracijskih
podrazaja koriStena i to Sto su se za ortodonski postupak koristile ekspanzijske zi¢ice koje mogu
eventualno utjecati na rastezanje nepcane suture, pa tako i zamaskirati stvarni pomak uzrokovan

ortodontskom napravom.

Uzimaju¢i u obzir rezultate svih ovih studija 1 znajuci da ciklicki, vibracijski podrazaji snaga malih
amplituda mogu povecati gustou dugih kostiju i potaknuti osteogenezu i pregradnju kosti, a
istodobno imaju male ili nikakve nuspojave, doslo se do zakljucka da bi se vecu vaznost trebalo
davati pokusima kojima bi se istrazivao utjecaj ciklickih vibracijskih podrazaja zadanih frekvencija

1 odredenih amplituda snaga.
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2. HIPOTEZA

S obzirom na dosadasnje spoznaje, hipoteza je ovog istrazivanja da cikli¢ki vibracijski podrazaji
mogu ubrzati ortodonstki postupak na eksperimentalnim Stakorima i uzrokovati ve¢i pomak
kutnjaka. Pretpostavka je da je taj ucinak posljedica djelovanja na povecanu osteogenezu na strani
tenzije popracenom povecanom stanicnom proliferacijom i1 koStanim parametrima kao i na
povecanu ili ubrzanu resorpciju alveolarne kosti na strani kompresije parodontnog ligamenta zbog
ubrzane osteoklastogeneze. Pretpostavljamo da ¢e navedene promjene zavisiti o frekvenciji

vibracijskih podrazaja.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANIJA

Ovim istrazivanjem Zzeli se dokazati da upotrebom ciklickih vibracijskih podrazaja odredenih

frekvencija, 30Hz i 60Hz dolazi do brzeg ortodontskog postupka in vivo.
Stoga su postavljeni slijedeci ciljevi:

a) precizno izmjeriti ortodontski pomak, odnosno pomake prvog kutnjaka metodom

dvodimenzionalne mikro-kompjuterizirane tomografije u svim eksperimentalnim grupama

b) mjerenjem koStanih parametara alveolarne kosti unutar korijenova prvog kutnjaka metodom
dvodimenzionalne mikro-kompjuterizirane tomografije procijeniti ucinak vibracije na
tvorenje kosti 1 koStanu pregradnju te pratiti pojavu mineralizacije parodontnog ligamenta

tijekom ortodontskog postupka

c) lokalizirati aktivne osteoklaste na histoloSkim preparatima kutnjaka i postupcima
histomorfometrije kvantitativno odrediti uc¢inak vibracije na osteoklastogenezu medu

eksperimentalnim grupama

d) gledati wucinak vibracije na stanje stani¢ne proliferacije parodontnog ligamenta

imunohistokemijskim postupkom ugradnje BrdU-a

e) promatrati u¢inak vibracije na vitalnost stanica i strukturne promjene kolagenih vlakana u

parodontnom ligamentu posebnim bojanjima i metodom multifoton mikroskopa

f) za vrijeme primjene vibracijskih (ciklickih) stimulusa na eksperimentalnim Zivotinjama
registrirati pomaknuce (od eng. displacement) vibracijske elektrode potrebne za postizanje
sile od 0,4N da bi se ustanovilo da li se ono mijenja kod 2 razlicite frekvencije 1 ustanoviti
mogucu povezanost koli¢ine pomaknuca sa razinom ostec¢enja, odnosno koli¢inom apoptoze

stanica u parodontnom ligamentu.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1 Pokusne Zivotinje

U istrazivanju su koriStene Zenke Stakora soja Sprague-Dawley (The Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME, SAD) stare sedam tjedana. Nakon dospijeca u vivarij Zdravstvenog centra Sveucilista
Connecticut, Zivotinje su odrzavane u standardnim uvjetima, u skladu sa NIH-standardima za
rukovanje i rad s laboratorijskim Zivotinjama, uz rezim 14 sati svjetla i 10 sati tame dnevno,

standardnu prehranu i vodu ad libitum.

Ukupno je za istrazivanje upotrijebljeno 35 zivotinja. Pokusi su izvodeni uz dozvolu Etickoga

povjerenstva za brigu o laboratorijskim Zivotinjama (od eng. Animal Care Committee).

4.2 Ustroj pokusa

Kako je istrazivanje bilo eksperimentalno, prije poc€etka izvodenja pokusa bilo je potrebno odrediti
eksperimentalne skupine, te nasumicno razvrstati Zivotinje iste dobi i1 spola. U postupak je

ukljuceno pet skupina zivotinja:

e Skupina Zivotinja tretirana samo ortodontskim oprugicama - TMO skupina (od eng. tooth

movement only), devet zZivotinja

e Skupina Zivotinja tretirana ortodontskim oprugicama ¢iji su lijevi prvi maksilarni kutnjaci
dodatno stimulirani vibracijom frekvencije 30Hz - TM30skupina (od eng. tooth movement

and 30Hz vibration), devet zivotinja

e Skupina Zivotinja tretirana ortodontskim oprugicama ciji su lijevi prvi maksilarni kutnjaci
dodatno stimulirani vibracijom frekvencije 60Hz - TM60 skupina (od eng. tooth movement

and 60Hz vibration), devet Zivotinja

e Skupina zivotinja ¢iji su lijevi prvi maksilarni kutnjaci stimulirani samo vibracijom

frekvencije 30Hz - VBO skupina (od eng. vibration only), etiri zivotinje

e Skupina Zivotinja koja nije tretirana ortodontskim oprugicama niti dodatnim vibracijskim

stimulacijama - kontrolna skupina (CTRL), Cetiri Zivotinje
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Zbog kontinuiranoga rasta inciziva, brazdice su nanovo busene nakon tjedan dana, a opruge su s
vrha inciziva pomaknute prema gingivi. Budu¢i da se prvi kutnjak lagano pomicao prema
sjekuti¢ima, smanjivala se udaljenost izmedu kutnjaka i sjekutica. Kako bi se postigla konstantna
sila tenzije od 25g na prvi kutnjak, opruga je reaktivirana nakon tjedan dana tako da joj je zavrSetak
na sjekuticu nategnut malo proksimalnije prema wusnici. Trajanje eksperimenta, odnosno

ortodontskog postupka, bilo je etrnaest dana.

4.4  Primjena vibracijskih (cikli¢kih) stimulacija

Neposredno prije primjene vibracijskih podrazaja, zivotinje su bile anestezirane ketaminom i
ksilazinom, istom dozom kao i kod primjene ortodontskih opruga. Nakon duboke anestezije, tzv.
opruga-podupira¢ namjestena je izmedu maksilarnih i mandibularnih kutnjaka $to je omogucilo da
Celjusti eksperimentalnih Zivotinja budu stalno otvorene i da jezik bude pri¢vr§éen uz donje
incizive. Time je omogucen slobodan pristup maksilarnim kutnjacima. Za primjenu unilateralnih
ciklickih vibracijskih podrazaja koriSten je elektromehanicki aktivator na &ijem je kraju bila
postavljena vibracijska elektroda (Model 3230, Bose/EnduraTec, Minnetonka, MN), lagano
postavljena okomito na okluzijsku povrsinu prvog lijevog maksilarnog kutnjaka (Slika 8.). Sila
vibracijskih podrazaja, odnosno sila kompresije na lijevi prvi kutnjak, iznosila je maksimalno 40g
(0,4N), zapravo se ciklicki kretala u rasponu od 0,1N — 0,4N. Sila kompresije primjenjene na krunu
prvog kutnjaka kontrolirana je senzorom smjestenim na vrhu vibracijske elektrode. Primijenjivane

su dvije razlicite frekvencije - 30Hz (ciklusa/sekundi) 1 60Hz, ovisno o eksperimentalnoj skupini.

Za pri¢vrs¢ivanje elektrode na okluzijsku povrSinu lijevog prvog maksilarnog kutnjaka nije
koriSten kompozitni cement niti bilo kakav medij. Ukoliko bi doSlo do skliznu¢a elektrode s
kutnjaka, senzor bi na ekranu registrirao silu kompresije od ON S§to bi zahtijevalo ponovno
namjeStanje elektrode. Isti je senzor koriSten za registriranje pomaknuc¢a, odnosno izmjestanja (od
eng. displacement) vibracijske elektrode koji je prema prijaSnjemu iskustvu razli¢it kod razli¢itih
frekvencija. Taj je pomak bio izraZen u mikrometrima i od uzastopnih mjerenja pri svakoj primjeni
vibracijskih podrazaja, koriStena je srednja vrijednost za odredenu Zivotinju. Ukupno je praceno
Sest zivotinja za frekvencije od 30Hz 1 Sest zivotinja za frekvencije od 60Hz, u TM30 i TM60

eksperimentalnoj skupini.
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Primjena vibracijskih podrazaja trajala je po 10 minuta, a koriStena je dva puta tjedno u razmaku od
tri do Cetiri dana u cjelokupnom trajanju ortodontskoga tretmana koji je iznosio Cetrnaest dana. To

je zahtijevalo ukupno pet obrada po svakoj eksperimentalnoj zivotinji.

A B

M1

vibracijska elektroda -

Slika 8. Primjena vibracijskih podraZaja na eksperimentalnim Zivotinjama. A. Shematski prikaz
vibracijske elektrode elektromehanickog aktivatora koja je postavljena okomito na okluzijsku povrsinu
prvoga maksilarnog kutnjaka (M1). Putem elektrode su dostizani i bili kontrolirani ciklicki vibracijski

podrazaji od 30 ili 60Hz, raspona sile 0,1 — 0,4N. B. Vibracijska elektroda postavljena na maksilarnom
kutnjaku na anesteziranoj zivotinji. Opruga podupira¢ omogucavala je da celjusti Zivotinja budu
neprestano otvorene i fiksirane u jednom polozaju, te da jezik bude udaljen od elektrode i povrsine za

vibraciju. Trajanje vibracijskih stimulusa bilo je 10 minuta, dvaput tjedno.

4.5 Mikro-kompjuterizirana tomografija (micro-CT)

Nakon zavrSetka pokusa, odnosno nakon cetrnaest dana ortodontskog postupka, zivotinje su
Zrtvovane guSenjem ugljikovim dioksidom (CO,), a potom i cervikalnom dislokacijom. Nakon
izdvajanja maksila i odstranjenja mekih tkiva s koStanih povrsina, maksile su fiksirane u 10%-tnom
formalinu na +4° C u trajanju od pet dana. Tako pripremljeni uzorci skenirani su postupkom mikro-
CT-a (od eng. micro-focus X-ray computed tomography). Za vrijeme fiksacije, opruge su ostavljene
aktivirane na kutnjacima kako ne bi doSlo do eventualnog relapsa, odnosno vrac¢anja zuba u
prvobitan polozaj. Neposredno prije skeniranja odstranjene su Zziice i opruge da ne bi stvarale
sjenu metala na snimkama. Snimljen je niz serijskih dvodimenzionalnih sagitalnih radiografskih
snimki maksila da bi se precizno izmjerila udaljenost izmedu prvih 1 drugih lijevih maksilarnih

kutnjaka, Sto je pokazivalo u€inkovitost ortodontskoga postupka. Mikro-CT analiza svakog uzorka
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obavljena je uz pomo¢ osoblja mikro-CT ureda Zdravstvenog centra SveuciliSta u Connecticutu.
Snimanje je obavljeno koriStenjem 55 kV i 145 mA, prikupljanjem 1000 projekcija po rotaciji
integracijskoga vremena od 300 ms. Trodimenzionalne slike konstruirane su uz standardnu

konvoluciju i algoritme sa Shepp 1 Logan filterskim sustavom, pri rezoluciji od 16pum.

Skenirane slike rekonstruirane su pomocu SkyScan Recon programa i analizirane pomoc¢u SkyScan

CTAnalyser v. 1.10 2010 programa.

Mjerenja su obavljena na tri uzastopne sagitalne snimke koje su najbolje prikazivale strukturu
distobukalnoga 1 meziobukalnog korijena, odnosno na tri snimke koje su prikazale najvecu koli¢inu
zubne pulpe u ta dva korijena, $to je zapravo definiralo sredi$njicu navedenih korijena. Precizno
gledaju¢i, na izabranim je snimkama povucena linija izmedu najproksimalnije to¢ke na kruni
drugog maksilarnog kutnjaka i najdistalnije tocke na kruni prvog maksilarnog kutnjaka. Za

statisticku obradu uzeta je srednja vrijednost na temelju tri razli¢ita mjerenja kod svake Zivotinje.

Kako ortodontski postupak izaziva resorpciju alveolarne kosti i osteopeniju, posebna je paznja

posvecena analizi alveolarnih kostanih parametara. Odredeni su sljede¢i parametri:

kosStani obujam (BV/TV, od eng. bone volume/trabecular volume; %), gustoca tkiva (TD, od eng.

tissue density) te uocena gustoca (AD, od eng. apparent density).

Regija interesa za analizu ovih parametara sastojala se od prostora koji u vertikalnoj ravnini polazi
od najviSe tocke bifurkacije do dna apeksa. U transverzalnoj ravnini, taj je prostor omeden
rubovima lingvalne i bukalne strane kortikalne kosti maksile, a u sagitalnoj se ravnini pruza 200
um od proksimalne strane distobukalnog i distolingvalnog korijena prema meziobukalnom 1

meziolingvalnom korijenu.

4.6 TRAP bojanje i kvantifikacija osteoklasta

Nakon fiksacije, maksile su dekalcinirane 14%-tnom otopinom etilen-diaminotetra-octene kiseline
(EDTA) u trajanju od cetiri tjedna, dehidrirane u rastu¢im koncentracijama etanola 1 na kraju
izlozene ksilolu. Uzorci su uklopljeni u parafin na 56°C. Maksile, odnosno prvi maksilarni molari,

mikrotomom (Leica, tip mikrotoma) izrezani su uzduzno na debljinu reza od 5 pm.

Bojanje na TRAP (od eng. tartarat-resistant acid phosphatase) provedeno je koriStenjem

tvorniCkog seta kemikalija za bojanje leukocitne kisele fosfataze (Sigma Chemical, St Louis, MO)
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prema uputama proizvodaca. Kao pozadinsko bojanje koriSten je hematoksilin. Samo TRAP
pozitivne visejezgrene stanice s dvije ili viSe jezgri po stanici u izravnome dodiru s koStanom
povrSinom smatrane su aktivnim osteoklastima. Aktivni osteoklasti brojani su na definiranoj
povrsini alveolarne kosti, na strani kompresije distobukalnoga korijena prvoga maksilarnog
kutnjaka. Definirana povrSina sastojala se od kvadrata usporednoga sa sagitalnom osi
distobukalnoga korijena. Jedna strana toga kvadrata prilijegala je na granicu izmedu alveolarne
kosti 1 parodontnog ligamenta i1 pruzala se od pocetka bifurkacije do dna apeksa, a druga, okomita
strana kvadrata, iznosila je 200 um i pruzala se proksimalno. Uz broj osteoklasta izraunat je i
parameter povrSine kosti na kojoj su se nalaze aktivni osteoklasti - OcS (od eng. osteoclast
surface). Taj je parameter dobiven dijeljenjem ukupne povrSine aktivnih osteoklasta s ukupnom
povrSinom kosti u zadanom kvadratu. Histomorfometrijske analize izvedene su pomocu

kompjuterskog programa Osteomeasure Software (OsteoMetrics, Inc., Decatur, GA).

4.7 Von Kossa bojanje i procjena mineralizacije u parodontnom ligamentu

Maksile na kojima je trebalo procijeniti mineralizaciju obradene su za smrznuto uklapanje. Nakon
fiksacije u 10%-tnome formalinu na +4° C u trajanju od pet dana, nedekalcinirane su maksile
oprane u fizioloskoj otopini i potom ulozene u 30%-tnu otopinu saharoze preko noci. Sljedecega
dana, maksile su orijentirane i uklopljene u medij za smrznuto uklapanje (Shandon Cryomatrix
embedding resin, Thermo Fisher Sceintific, Kalamazoo, MI, USA), a potom su zajedno s medijem
uronjene u 2-metil-butan (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ, USA), prethodno ohladen na suhom
ledu. Uklopljena tkiva ¢uvana su na -20°C. Rezanje smrznutih nedekalciniranih maksila, odnosno
prvih maksilarnih molara, omoguceno je uporabom tzv. tungsten noza (TC-65; Leica, Inc.
Nussloch, Germany) na kriostatu (Leica CM1900 Cryostat, D-69226; Leica, Inc., Nussloch,
Germany). Njime su kutnjaci uzduzno izrezani na debljinu reza od 5 pm zajedno s tzv. Cryofilm-
vrpcom (Cryofilm type II (C) (Section Lab Co. Ltd, Japan) koja je omogucila da hladni rez prione
za nju 1 tako onemoguéi razmsrkavanje tkiva. Filmovi sa zalijepljenim rezovima potom su

preneSeni na mikroskopsko stakalce.

Neposredno prije bojanja, rezovi su oprani u destiliranoj vodi i izlozeni 5%-tnoj otopini srebrnoga
nitrata. Nakon dva ciklusa izlaganju UV uredaju (UV Stratalinker 1800) (30 sek svaki ciklus),
rezovi su nekoliko puta iznova oprani u destiliranoj vodi, a potom obojani na hematoksilin.

Prisustvo kalcijevih soli, odnosno minerala, bilo je popraceno smedocrnom bojom. Nakon
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nanoSenja pokrovnoga stakalca, obojani rezovi analizirani su na svjetlosnome mikroskopu (Zeiss

Axiovert 200 M) 1 uslikani digitalnim fotoaparatom Axiocam MRc.

4.8 Ugradnja 5-bromo-2-deoksi-uridina (BrdU) u parodontnom ligamentu i mjerenje

stani¢ne proliferacije

Kako bi uc¢inak vibracije na proliferaciju stanica u parodontnom ligamentu bio vidljiv, Zivotinjama
u VBO-skupini tri sata prije zadnje primjene vibracijske stimulacije frekvencije 30 Hz, odnosno tri

sata prije Zrtvovanja, injiciran je BrdU intraperitonealno u dozi od 0,1mg/g tjelesne tezine.

Analiza proliferacije provedena je imunohistokemijskim bojanjem na BrdU koriStenjem seta
kemikalija za bojanje (Zymed Laboratories—Invitrogen Corporation, Carlsbad, Calif) prema

uputama proizvodaca.

Deparafinirani histoloski rezovi 10 minuta su inkubirani 3%-tnom otopinom vodikovoga peroksida
(H»0,) kako bi se blokiralo endogene peroksidaze, a potom su 10 minuta inkubirani tvornicki
pripravljenom otopinom tripsina na 37°C. Nakon 30 minuta inkubacije tvorni¢ki pripravljenom
otopinom za denaturaciju DNA, i inkubacije otopinom za blokiranje nespecificnih mjesta, tkiva su
izlozena biotiniliranom mi§jem protutijelu anti-BRDU tijekom sat vremena. Nakon pranja,
preparati su obradivani avidin—peroksidazom 10 minuta, a reakcija je razvijena pomocu 3,3-
diaminobenzidina (DAB) tijekom jedne do dvije minute. Potom su preparati obojani
hematoksilinom. Negativne kontrole bile su pripravljene tako da se umjesto primarnog protutijela
koristila otopina za blokiranje nespecificnih mjesta. Obojani rezovi analizirani su na svjetlosnome
mikroskopu (Zeiss Axiovert 200 M), a proliferirajuce su stanice uslikane digitalnim fotoaparatom

Axiocam MRec.

Za kvantifikaciju proliferacije, analizirane su viSestruke slike parodontnog ligamenta koje su
obuhvatile regiju od apeksa distobukalnog korijena preko bifurkacije sve do apeksa
miziobukalnoga korijena prvoga maksilarnog molara. Izracunat je ukupan broj proliferiraju¢ih 1
neproliferiraju¢ih stanica za navedenu regiju. Indeks (omjer) proliferacije dobiven je dijeljenjem

broja proliferirajucih stanica s ukupnim brojem stanica.

Za svaku zivotinju izabrana su nasumic¢no tri razli¢ita reza od kojih se izraCunala srednja
vrijednost. Razina proliferacije mjerena je na lijevom i desnom prvom maksilarnom molaru pa je

napravljen t-test izmedu lijeve i desne strane. Na taj je nacin izbjegnuta moguca pogreska
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uzrokovana razli¢itim unosom (od eng. intake) pripravka BrdU-a.

4.9 TUNEL metoda i kvantifikacija apoptoti¢nih stanica u parodontnom ligamentu

Analiza apoptoze stanica u parodontnom ligamentu izvedena je TUNEL metodom (od eng.
Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling) na deparafiniranim histoloskim
rezovima koriStenjem seta kemikalija za bojanje DeadEnd Fluorometric TUNEL System Kit
(Promega Corp., Madison, WI, # G3250) prema uputama proizvodaca. Metoda se temelji na
detekciji DNA fragmenata koji su proizasli kao rezultat procesa apoptoze. Kao pozadinsko bojanje
koriStena je nuklearna boja DAPI (od eng. 4',6-Diamidino-2-Phenylindole) kako bi se obiljezile sve

stanice.

Obojani rezovi analizirani su odredenim filterima (FITC 1 DAPI) na fluorescentnom mikroskopu
(Zeiss Axiovert 200 M) i potom uslikani digitalnim fotoaparatom Axiocam MRc. Za kvantifikaciju
apoptoti¢nih stanica, analizirane su viSestruke slike parodontnoga ligamenta kojima je obuhvacena
regija od apeksa distobukalnog korijena preko bifurkacije sve do apeksa miziobukalnoga korijena
prvoga maksilarnog molara. Izracunat je udio apoptoti¢nih stanica u ukupnom broju stanica (DAPI

pozitivnih stanica) u parodontnome ligamentu.

Za svaku zivotinju nasumic¢no su izabrana tri razli¢ita reza od kojih je izracunata srednja vrijednost.

Ukupno su analizirane tri Zivotinje u svakoj eksperimentalnoj grupi.

4.10 Bojanje na Picro-sirius Red i analiza kolagenih vlakana pod svjetlosnim i polariziranim

mikroskopom

Picro-sirius Red boja specificno se veZe za kolagena vlakna razli¢itoga promjera zbog cega je
koriStena za razlikovanje kolagena tipa 1 1 kolagena tipa 3. Pod svjetlosnim mikroskopom sva su
kolagena vlakna obiljezena crvenom bojom, ali pod polariziranim svjetlom, odredena se vlakna
mogu to¢no odrediti (kolagen tipa 1 boji se Zutom bojom, kolagen tipa 3 zelenom bojom), kao i

njihova orijentacija.

Neposredno prije bojanja, deparafinirani histoloski preparati kutnjaka oprani su nekoliko puta u
destiliranoj vodi, a potom su izlozeni 0,1%-tnoj otopini Sirius red F3B-a u zasi¢enoj pikrickoj

kiselini sat vremena. Nakon dva kratka pranja u 0,01 molarnoj otopini hidroklorne kiseline,

35



preparati su dehidrirani pranjem u 100%-tnom alkoholu tri puta po tri minute i potom izlozeni

ksilolu prije stavljanja pokrovnog stakalca.

Osuseni preparati, odnosno kolagena vlakna, analizirani su najprije svjetlosnim mikroskopom
(Zeiss Axiovert 200M) i uslikani Axiocam MRc digitalnim fotoaparatom, a nakon toga su
analizirani i pod polariziranim svjetlom na istom mikroskopu kako bi se bolje vidjela orijentacija
pojedinih (tankih i debelih) kolagenih vlakana, a posebno grada i orijentacija debljih vlakana

popracena zutom bojom.

4.11 Procjena kvalitete kolagenih vlakana na neobojanim histoloSkim rezovima pomocu

multifoton mikroskopa

Multifoton mikroskop koristi svjetlo dugih valnih duljina za ekscitaciju flurofora unutar
ispitivanoga tkiva (u ovome slucaju kolagena). Flurofori u tkivu absorbiraju energiju ekscitacije
dva fotona dugih valnih duljina koji moraju do¢i simultano kako bi ekcitirali elektron iz tkiva u
viSe energetsko stanje. U tom slucaju, elektron emitira fluorescentni signal koji se detektira
posebnim senzorima. 2-foton mikroskop varijanta je multifoton mikroskopa koji za ekscitaciju
koristi infracrvene lasere. Oni izrazito smanjuju rasprSivanje signala u tkivu 1 omogucuju snimanje
(penetraciju) tkiva u debljini od 1mm. Pozadinski signal u 2-foton mikroskopiji jako je nizak pa je

metoda detekcije vrlo senzitivna.

Bioloski materijali kao kolagen, mikrotubuli 1 miSi¢ni miozin mogu producirati tzv. SHG (od eng.
second harmonic generation) signal. Kako bi doslo do produkcije SHG signala potreban je prolazak
laserskoga svjetla kroz materijal (tkivo) koji ima specifi¢nu, noncentrosimetricnu (kristalografski
pojam) molekularnu strukturu. Signal koji se potom dobije ima tono dvostruko manju valnu
duljinu, odnosno dvostruko vecu frekvenciju, nego svjetlo koje se koristi za eksitaciju, i ne gubi na
snazi za vrijeme ekscitacije. Kolagen zbog svoje specificne molekularne orijentacije moze
producirati SHG signal kod odredene ekscitacije 1 tako je moguca njegova detekcija u 2-foton

mikroskopiji bez da se tkivo dodatno boji ili obiljezava fluorescentnim bojama.

Deparafinirani, a potom hidrirani histoloski preparati kutnjaka uzeti iz svih pokusnih skupina
slikani su multi-foton mikroskopom (Ultima IV, Prairie Technologies, Middleton, WI). Duz cijele
su debljine preparata uzorci skenirani u razmacima od lpm ekcitacijom valne duZine 900nm.
Kolagena vlakna snimljena su tehnikom SHG, a signal dobiven tom tehnikom detektiran je pomocu

filtera propusnih opsega 435 - 485nm. Projekcije su rekonstruirane koriStenjem kompjuterskoga
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programa Fiji image analysis.

4.12 Statisticka obrada podataka

Broj zivotinja po eksperimentalnoj grupi odreden je pri planiranju istrazivanja te naznacen uz
svaku legendu slike. Svi pokusi ponovljeni su barem tri puta. Rezultati mjerenja prikazani su
kumulativno za sve pokusne zivotinje u odgovaraju¢im pokusima. Mjerama deskriptivne statistike
izraCunata je srednja vrijednost (mean) i1 standardna devijacija (SD). Za analizu razlika izmedu
skupina koriSten je statisticki test jednosmjerne analize varijance (1-way ANOVA) uz Bonferroni
post-hoc test. Za analizu promjena pomaknuéa vibracijske elektrode pri 30 i 60Hz frekvencije,
koriSten je nesparen t-test. Rezultati analize kolagenih vlakana tumaceni su kvalitativno. Pri
testiranju su p-vrijednosti manje od 0,05 smatrane statisticki znacajnima. Statisticka obrada
podataka provedena je kompjuterskim programom GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA).
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1 Mjerenja pomaka kutnjaka nakon ortodontskog tretmana

Kako bi se proucio ucinak vibracijskih podrazaja na brzinu i u¢inkovitost ortodontskoga tretmana,
potrebno je ustanoviti koli¢inu proksimalnoga pomaka prvoga maksilarnog kutnjaka (pomak prema
sjekutic¢u) u svim eksperimentalnim skupinama. Po zavrSetku ortodontskoga tretmana, odnosno 14
dana nakon postavljanja ortodontskih opruga, obavljena su mjerenja pomaka kutnjaka na fiksiranim
maksilama metodom mikro-kompjuterizirane tomografije. Na izabranim dvodimenzionalnim
mikro-CT snimkama mjerene su udaljenosti izmedu najproksimalnije tocke na kruni drugoga
maksilarnog kutnjaka i1 najdistalnije tocke na kruni prvoga maksilarnog kutnjaka Sto je definiralo
intermolarnu udaljenost (1M-2M) (Slika 9.). Navedene su udaljenosti u kontrolnoj i VBO skupini

iznosile gotovo uvijek nula mm.

Statisticka obrada napravljena je nakon odredivanja prosjecnih vrijednosti na tri odabrane mikro-
CT snimke za svaku Zivotinju. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost uz SD (standardna
devijacija) i u kontrolnoj su skupini iznosile 0,0150+0,0300 mm, u VBO skupini 0£0 mm, u TMO
skupini 0,4863%0,1776 mm, u TM60 skupini 0,4529+0,1664 mm i u TM30 skupini 0,2424+0,1394

mm.

Bonferroni post hoc test pokazao je statisticki znacajan porast intermolarnih udaljenosti u TMO 1
TM60 skupini u odnosu na kontrolnu 1 VBO skupinu, ali ne 1 statisticki zna¢ajnu razliku izmedu
TM30 1 kontrolne 1 VBO skupine. Takoder, ustanovljena je statisticki znacajna razlika izmedu
TMO 1 TM30 skupine i TM60 1 TM30 skupine, ali ne izmedu TMO 1 TM60 skupine (ANOVA,
p<0,001) (Slika 10).

Iz navedenih je podataka moguce zakljuciti da ortodontski tretman uvjetovan postavljanjem opruga
konstantne sile od 25grama na prvi maksilarni kutnjak u neprekidnom trajanju od 14 dana,
uzrokuje znatan pomak prvoga kutnjaka prema sjekuticu u skupinama zivotinja koje su bile
izloZzene ortodontskom tretmanu. Vibracijski podraZaji izazvani frekvencijama 30Hz i 60Hz

izazvali su smanjenje pomaka, odnosno usporavanje ortodontskog tretmana.

StatistiCki znac¢ajne manje vrijednosti intermolarnog pomaka u TM30 skupini ukazale su da ciklicki
vibracijski podrazaji od 30Hz znatno usporavaju, odnosno onemogucuju ortodontski pomak zuba,

dok taj uc¢inak nije toliko izrazen kod frekvencija od 60Hz.
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5.2 Analiza djelovanja ortodontskog tretmana na koStanu gustou metodom mikro-

kompjuterizirane tomografije

Nakon S$to su izmjerene intermolarne udaljenosti i nakon S§to je ustanovljeno da ciklicki vibracijski
podrazaji smanjuju intenzitet pomaka i usporavaju ortodontski tretman, Zeljelo se metodom
mikrokompjuterizirane tomografije dalje kvantitativno karakterizirati morfoloSke promjene u
alveolarnoj kosti, odnosno promjene u njezinoj gusto¢i. Alveolarna je kost analizirana u podrucju
prvoga lijevog maksilarnog kutnjaka, odnosno analizirano je podrucje alveolarne kosti najjace
podvrgnuto silama kompresije za vrijeme ortodontskog tretmana, samim time i najjace podvrgnuto
kostanoj resorpciji. Kao pokazatelji koStane gustoce, odabrani su sljede¢i koStani parametri:
trabekularni ili ko$tani obujam (udio alveolarne kosti u odnosu na ukupan obujam tkiva, BV/TV),
gustoca tkiva (TD) 1 uocena gustoéa (AD). Navedeni su parametri izmjereni u svim
eksperimentalnim skupinama i medusobno usporedeni. Analiza je pokazala znacajno smanjenje
kostane gustoce, odnosno smanjenje koStanoga obujma (BV/TV), gustoce tkiva (TD) i uocene
gustoce (AD) u eksperimentalnoj skupini podvrgnutoj samo ortodontskom tretmanu bez dodatnih
vibracijskih podrazaja (TMO) u odnosu na kontrolnu ili VBO skupinu (Slika 11). To potvrduje

¢injenicu da ortodontski tretman izaziva znacajnu resorpciju alveolarne kosti i osteopeniju.

Medutim, Bonferroni post hoc test pokazao je da smanjenje tih parametara nije bilo statisti¢ki
znacajno i u skupinama zivotinja ¢iji su kutnjaci bili izlozeni dodatnim vibracijskim podrazajima
uz ortodontski tretman (TM60 1 TM30) kada su njihove vrijednosti bile usporedene sa kontrolnom

ili VBO skupinom.

Iz navedenih se podataka moze zakljuciti da vibracijski podrazaji onemogucavaju koStanu
resorpciju koja je vrlo opsezna i intenzivna tijekom ortodontskoga pomaka ili oporavljaju
resorpciju novom formacijom alveolarne kosti aktivacijom stanica osteoblasta. Iz navedenih
statistiCkih podataka moZze se uociti kako je taj uc¢inak puno izrazeniji kod vibracijskih frekvencija

od 30Hz.
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Slika 11. Graficki prikaz mikro-CT analize alveolarne kosti 14 dana nakon ortodontskog postupka.

mm/cecmHA

A. Kostani obujam - obujam alveolarne kosti podijeljen s ukupnim obujmom tkiva, BV/TV
(jednosmjerna analiza varijance, Iway ANOVA, p=0,0098). B. Gustoca tkiva, TD (od eng. tissue
density) —(jednosmjerna analiza varijance, Iway ANOVA, p<0,05). C. Uocena gustoca, AD (od eng.
apparent density) — (jednosmjerna analiza varijance, Iway ANOVA, p<0,05).

Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost uz standardnu devijaciju (n=4-9). # statisticka znacajnost

prema kontrolnoj (CTRL) skupini, * -statisticka znacajnost prema VBO skupini.



5.3 Djelovanje cikli¢kih vibracijskih podraZaja na aktivnost osteoklasta

Aktivnost osteoklasta kvantitativno je odredena histomorfometrijskom metodom brojanja
diferenciranih osteoklasta na histoloskim rezovima zivotinja iz svih eksperimentalnih skupina.
Kako je TRAP enzim proizvod zrelih osteoklasta, tako su diferenciranim osteoklastima smatrane
samo visejezgrene TRAP-obojane stanice u izravnom kontaktu s definiranom povrSinom
resorbirane kosti. Uz broj aktivnih osteoklasta, kao parametar njihove aktivnosti, mjerena je i
povrSina kosti koju su resorbirali aktivni, diferencirani osteoklasti - OcS (od eng. osteoclast

surface).

Oba su parametra mjerena na strani resorpcije, odnosno na strani kompresije alveolarne kosti.
Analiza je pokazala povecanje broja TRAP-pozitivnih osteoklasta na histoloskim prerezima
kutnjaka u skupini Zivotinja izlozenoj ortodontskom tretmanu, Sto je u skladu s pojacanom
koStanom pregradnjom za vrijeme ortodontskog tretmana. Ona je neophodna da bi doSlo do
ortodontskoga micanja (Slikal2.). Tako je uocCena velika varijabilnost broja osteoklasta na
pojedinim rezovima unutar skupina, test je pokazao znacajnu razliku u broju osteoklasta izmedu
kontrolne skupine i TMO skupine i izmedu kontrolne skupine i TM60 skupine, ali nije pokazao i
znacajnu razliku izmedu kontrolne i TM30 skupine. To ukazuje da vibracijski podrazaji pri
frekvencijama od 30Hz smanjuju broj aktivnih osteoklasta za vrijeme ortodontskog postupka (Slika

13.A).

Analiza mjerenja povrSine kosti koja je resorbirana zrelim osteoklastima pokazala je slicne
rezultate. Bonferonni post hoc test ukazao je na znaajnu razliku izmedu kontrolne 1 TMO skupine
1 izmedu kontrolne 1 TM60 skupine, ali nije pokazao 1 zna€ajnu razliku izmedu kontrolne 1 TM30
skupine. To ukazuje da je resorptivna aktivnost osteoklasta za vrijeme ortodontskoga tretmana

znatno smanjena ukoliko dode do primjene cikli¢kih vibracijskih frekvencija od 30Hz (Slika 13.B).
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A. Kvantifikacija broja aktivnih osteoklasta. TMO i TM60 skupine pokazale su znacajan porast broja
aktivnih osteoklasta u zadanoj regiji interesa prema kontrolnoj (CTRL) i VBO skupini, dok je u TM30
skupini zabiljeZen njihov manji broj i nije bilo statisticki znacajne razlike prema istim skupinama,
indicirajuci da vibracijski podrazji od 30Hz smanjuju broj aktivnih osteoklasta (jednosmjerna analiza
varijance, Iway ANOVA, p=0,002). B. Kvantifikacija povrsine alveolarne kosti nastanjene
osteoklastima. TMO i TM60 skupine pokazale su znacajan porast u povrsini alveolarne kosti koja je
nastanjena aktivnim osteoklastima u odnosu na kontrolnu (CTRL) i VBO skupinu, dok je u TM30
skupini zabiljeZzen manji porast bez statisticki znacajne razlike (jednosmjerna analiza varijance, one-
way ANOVA, p<0,0001).

Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost uz standardnu devijaciju (n=4-9). # statisticka znacajnost

prema kontrolnoj (CTRL) skupini, * -statisticka znacajnost prema VBO skupini.
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5.4 Djelovanje ciklickih vibracijskih podrazaja na mineralizaciju u parodontnom

ligamentu

Nakon $to je ustanovljeno da vibracijski podrazaji usporavaju ortodontski pomak kutnjaka i
kostanu resorpciju, Zeljelo se dalje ustanoviti poticu li vibracijski podrazaji u parodontnom
ligamentu diferencijaciju osteoblasta prema krajnje diferenciranim stanicama koje luce mineral.
Bojanjem histoloskih rezova na Von Kossu ispitivano je odvija li se proces mineralizacije u
parodontnome ligamentu nakon primjene vibracijskih podrazaja i onemogucava li tako pomak

prvoga maksilarnog kutnjaka prema sjekuticu.

Von Kossa bojanjem dolazi do reakcije precipitacije u kojoj ioni Zeljeza reagiraju s fosfatima u
hidroksi-apatitu, a pod djelovanjem ultraljubicastog svjetla odvija se degradacija zeljeznoga fosfata
u elementarno Zeljezo, koje se lako detektira tamnosmedom bojom na histoloSkim rezovima.

Prisustvo zeljeza na rezovima ukazuje na prisustvo minerala u tkivu.

Bojanje je izvedeno na smrznutim rezovima kutnjaka koji ne zahtijevaju dekalciniranje tkiva
potrebno za parafinsko uklapanje i koji omogucuju maksimalnu koli¢inu minerala u tkivu.

Analizirane su TMO 1 TM30 skupine.

Nakon histoloskoga bojanja, detaljno su pregledani rezovi tkiva i osobita je paznja posvecena
istrazivanju parodontnoga ligamenta. Izrazita koli¢ina minerala bila je prisutna u alveolarnoj kosti,
dentinu i zubnoj caklini, ali niti u jednom rezu nije se moglo ustanoviti prisustvo minerala u

parodontnome ligamentu Zivotinja u skupini izloZenoj vibracijskim podrazajima (Slika 14.).

To ukazuje da vibracijski podrazaji ne poti¢u diferencijaciju stanica u parodontnome ligamentu
prema krajnje diferenciranim osteoblastima koji luce mineral i da mineralizacija parodontnog

ligamenta nije razlog usporavanja, odnosno onemogucavanja ortodontskoga tretmana.
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5.5 Djelovanje vibracijskih frekvencija na stani¢nu proliferaciju

U eksperimentima je cilj bio 1 istraziti kako vibracijski podrazaji djeluju na stani¢nu proliferaciju u
parodontnom ligamentu. Kako su neka in vitro istrazivanja (58-60) pokazala da primjena
vibracijskih podrazaja na stani¢nim kulturama moze djelovati na proliferaciju stanica i
diferencijaciju prema stanicama koje izrazavaju osteoblastne biljege, u ovome se istrazivanju
zeljelo promatrati kakav ucéinak vibracijski podrazaji imaju na stani¢nu proliferaciju parodontnoga
ligamenta in vivo. UcCinak vibracije na proliferaciju promatran je samo u VBO skupini jer
ortodontski tretman inicijalno izaziva znatno povecanje stani¢ne proliferacije u parodontnome
ligamentu i na strani kompresije (resorpcije) i na strani tenzije (koStane formacije) (61). Nadalje,
zbog razli¢itih skupina zivotinja, neophodno bi bilo usporedivati proliferaciju izmedu razlicitih
zivotinja, a kako svaka Zivotinja moZe imati razli¢it priljev bromodeoksi-uridina, proliferacija je
promatrana u skupini Zivotinja izlozenoj samo vibracijskim podrazajima i to usporedivanjem
proliferacije u parodontnome ligamentu lijevoga kutnjaka na kojemu su bili primijenjeni vibracijski
podrazaji, s proliferacijom u parodontnome ligamentu kontralateralnoga desnog kutnjaka na
kojemu nije doSlo do primjene vibracijskih frekvencija. Iz tih su razloga uklju¢ene samo VBO

skupine.

Zivotinjama je injiciran bromodeoksi-uridin (BrdU) tri sata prije Zrtvovanja. Bromodeoksi-uridin je
sintetski nukleotid i ujedno je analog timidinu pa se ugraduje u novosintetiziranu DNA kao
zamjena timidinu za vrijeme S-faze stani¢noga ciklusa, za vrijeme koje se DNA replicira. BrdU
ugraden u stanice koje aktivno repliciraju njihovu DNA, odnosno u fazi proliferacije, detektiran je
imunohistokemijskim bojanjem, upotrebom specifi¢nog antitijela na BrdU na histoloskim rezovima

lijevih 1 desnih maksilarnih kutnjaka.

Kod eksperimentalnih Zivotinja primijeena je razlika u broju proliferiraju¢ih stanica u
kontralateralnoj, nevibriranoj strani, ali studentov t-test nije pokazao znacajnu razliku u broju
proliferiraju¢ih stanica u parodontnom ligamentu izmedu lijevoga i desnog maksilarnog kutnjaka

niti u jednoj ispitivanoj zivotinji (Slika 15.).

Dobiveni rezultati ukazuju da vibracijske frekvencije ne utjeCu na stani¢nu proliferaciju u
parodontnome ligamentu i najvjerojatnije ne poticu diferencijaciju osteoblastnih pretea u zrele
osteoblaste, koji bi eventualno mogli utjecati na povecano formiranje novonastale kosti i tako

onemoguciti ili usporiti ortodontski pomak kutnjaka.
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Isto tako, moze se zakljuciti da vibracijski podrazaji ne povecavaju proliferaciju parodontnoga

ligamenta i mozda je to razlog zaSto ne dolazi do ubrzanja ortodontskog pomaka.
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Slika 15. Graficki prikaz djelovanja vibracijskih podrazaja na stanicnu proliferaciju u parodontnom

ligamentu u tri razlicita Stakora.

Niti u jednoga od ispitivanih Stakora (N79, N80, N81) vibracijski podrazaji od 30Hz nisu prouzrocili

znacajno povecanje ili smanjenje proliferacije stanica parodontnoga ligamenta. Broj proliferirajucih

(BrdU obiljezenih) stanica analiziran je u visestrukim zonama parodontnog ligamenta i njihov je zbroj bi

o

podijeljen s ukupnim brojem stanica za svaki rez. Analiza je napravljena na prvom lijevom kutnjaku, koji je

bio podvrgnut vibracijskim podrazZajima, i kontralateralnom desnom, koji je sluzio kao kontrola. Svaki
stupac predstavija srednju vrijednost tri razlicita reza uz standardnu devijaciju. T-test nije pokazao
statisticki znacanju razliku izmedu broja proliferirajucih stanica u parodontnom ligamentu vibriranog i
nevibriranog maksilarnog kutnjaka niti u jednoj od ispitivanih Zivotinja (N79 p=0,9817, N80 p=0,8941,
N81 p=0,6376).
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5.6 Djelovanje vibracijskih frekvencija na oSte¢enja u parodontnom ligamentu

U istrazivanjima su koriStene dvije razli¢ite frekvencije samo kod jedne, odredene snage njihove
amplitude od 0,4N. Jedan od razloga za odabir 0,4 N bio je taj Sto je vibracijska elektroda
primjenjivana za aplikaciju vibracijskih podrazaja ograni¢ena rasponom aplikacije 0,I1N - 10N, pa
nije postojala moguénost testiranja snage manje od 0,1N. Kako je u nizu preliminirarnih pokusa
ustanovljeno da je 1N ekstremno visoka snaga za primjenu jer dolazi do velikog trzanja glave, a
elektroda nije dozvoljavala primjenu nizu od 0,1N, odabrana je snaga od 0,4N. Dodatni je razlog
Sto se smatralo da snaga koja se primjenjuje na kutnjake mora biti ve¢ih magnituda negoli snaga
koja se primjenjuje za vibraciju dugih kostiju zbog Cinjenice da parodontni ligament zbog svojih
elasticnih osobina sluzi kao ublaziva¢ i u ovome slu¢aju ne omogucava jednak prijenos na
alveolarnu kost, kao Sto se to odvija na dugim kostima. Stoga je odabrana relativno visoka

amplituda snage od 0,4N.

Kako je prethodno ustanovljeno da kod frekvencija od 30Hz dolazi do znatnog usporavanja
ortodontskoga tretmana, daljnje je istrazivanje usmjereno na djelovanje vibracijskih podrazaja na

stanicnu smrt 1 integritet kolagenih vlakana u parodontnom ligamentu.

5.6.1 Djelovanje vibracijskih frekvencija na apoptozu stanica u parodontnom ligamentu

Kako bi se odredio stupanj stani¢nih oSte¢enja u parodontnom ligamentu, provedena je metoda

TUNEL na histoloskim rezovima kutnjaka iz svih eksperimentalnim skupina.

Za vrijeme apoptoze ili programirane smrti stanica dolazi do fragmentacije DNA u kojoj se kidaju
fosfo-diesterske veze izmedu nukleotida. Enzim terminalna deoksi-nukleotidil transferaza koja se
nalazi u kitu za bojanje, prepoznaje mjesta prekida 1 ujedno katalizira dodavanje dUTP-a, vezanog
za fluorescentnu boju, na prekinute krajeve. Nedavno je dokazano kako TUNEL metoda nije
specificna samo za detekciju procesa apoptoze, ve¢ 1 nekroti¢ne stanice 1 stanice s ozbiljnim DNA
osStecenjima mogu takoder biti obiljeZene ovom metodom. Pri ovome je istraZivanju procijenjeno

da je TUNEL metoda visoko pouzdana za odredivanje stani¢nih oStecenja.

Nakon analize histoloskih rezova, bilo je moguce uociti izrazit fluorescentni signal u nekim
skupinama. Naime, u kontrolnoj su skupini zivotinja apoptoti¢ne stanice bile jako rijetke i

rasprSene unutar parodontnog ligamenta.
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fluorescentnom bojom) u parodontnom ligamentu (PDL-u). Medutim, u VBO, TM60 i TM30 skupini,

broj apoptoticnih stanica bio je povecan. Izrazito poveéanje broja apoptoticnih stanica, prisutnih u

malim grupama (prikazane bijelim strelicama), primijeceno je u TM30 skupini (E). Ovaj nalaz ukazuje

na vrlo Stetan utjecaj vibracijskih frekvencija 30 Hz na stanice PDL-a.
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Slika 17. Graficki prikaz kvantifikacije apoptoticnih stanica unutar parodontnog ligamenta.

Statisticki znacajno povecanje broja apoptoticnih stanica zabiljezeno je u TM60 i TM30 skupini. Obje

skupine su pokazale znacajnost u odnosu na kontrolnu skupinu (CTRL) (jednosmjerna analiza

varijance, 1 way ANOVA, p=0,0016). TM30 skupina je pokazala statisticku znacajnost i prema TMO

skupini. # -statisticka znacajnost prema kontrolnoj skupini (CTRL), *- statisticka znacajnost prema

TMO skupini.

Svaki stupac predstavija srednju vrijednost tri razlicita histoloSka reza uz standardnu devijaciju.
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5.6.2 Djelovanje vibracijskih podraZzaja na integritet kolagenskih vlakana u parodontnom

ligamentu

Kako bi se odredilo kakva je struktura kolagenskih vlakana u parodontnom ligamentu, koriStene su
dvije razli¢ite metode detekcije: bojanje histoloskih rezova na Picrosirius Red 1 analiza neobojanih

histoloskih rezova multifoton mikroskopom.

Analiza kolagenih vlakana parodontnog ligamenta na histoloSkim rezovima pod svjetlosnim
mikroskopom pokazala je normalnu strukturu vlakana bez ikakvih znacajnih oste¢enja u kontrolnoj
i VBO skupini. Detaljno su analizirana mjesta tenzije parodontnog ligamenta, odnosno distalni dio
distobukalnog korijena prvog lijevog maksilarnog kutnjaka, jer tu su oc¢ekivane najvece promjene.
Nije bilo moguce opaziti vece promjene u strukturi i smjeru pruzanja vlakana u navedene dvije

skupine, osim $to su u VBO skupini vlakna pokazala malo deblju morfologiju (Slika 18.).

Analiza kolagenskih vlakana pod polariziranim svjetlom u te dvije skupine pokazala je slicna

obiljezja (Slika 19.).

Kolagena vlakna u parodontnom ligamentu u skupinama zivotinja koje su bila izlozene
ortodontskom tretmanu pokazala su lagano povecanje u duljinu. U TMO skupini mjestimi¢no je
bilo moguce primijetiti 1 njihova znacajna zadebljanja, najvjerojatnije kao odraz njihove adaptacije
na mehanicke sile istezanja prisutne za vrijeme ortodontskog tretmana. Te je karakteristike osobito
bilo moguce primijetiti pod polariziranim svjetlom pod kojime su zuta vlakna pokazala izrazita
zadebljanja, osobito na podrucjima spoja vlakana s dentinom ili alveolarnom kosti, odnosno

zadebljanja tzv. Sharpeyjevih vlakana.
U TMO skupini nije bilo moguce ustanoviti nikakav prekid u kontinuitetu vlakana.

Medutim, u TM60 opazeni su lagani prekidi u kolagenskim vlaknima, osobito zamjetljivi pod

polariziranim svjetlom koje se manifestiralo valovitim prekidom Zutih vlakana.

U TM30 skupini pak, prekidi kolagenih vlakana bili su jako izraZeni tako da na pojedinim
rezovima gotovo da nije bilo prisutno Zutih (debelih kolagenih) vlakana. Analiza pod svjetlosnim
mikroskopom u TM30 skupini takoder je pokazala izrazito smanjenje debljine crveno obojenih

vlakana, kao i prekide u njihovu kontinuitetu.

Analiza multifotom mikroskopom pokazala je sli¢ne rezultate (Slika 20.). Kako je analiza

multifotom mikroskopom jace osjetljiva u detekciji strukture kolagenih vlakana, u VBO skupini
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Slika 20. Analiza kolagenih viakana multifon mikroskopom.

U VBO skupini (B) mogu se zamijetiti mjestimicna zadebljanja kolagenih vlakana unutar parodontnoga
ligamenta u odnosu na CTRL skupinu, poglavito u podrucju hvatanja za cement i dentin.
U TMO skupini (C) viakna su izrazito zadebljana gotovo cijelom duzinom. U TM60 i TM30 (D,E)

skupini, vliakna su jako oStecena i stanjena i moze se primijetiti prekid u njihovu kontinuitetu.
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5.7 Razlike u pomaku (putovanju) vibracijske elektrode kod primjene frekvencija od 60Hz
i 30Hz

Nakon Sto je ustanovljeno da 30Hz vibracijske frekvencije izaziva puno veca oSteCenja u
parodontnom ligamentu negoli frekvencija od 60Hz i da znacajno viSe usporava ortodontski
tretman, zeljelo se dalje ustanoviti postoje li razlike u tzv. displacementu vibracijske elektrode,
odnosno pomaku koje vibracijska elektroda producira putujuéi na kutnjak da bi izazvala jednaku
stalnu produkciju energije od 0,4N. To putovanje elektrode bilo je automatski registrirano
elektromehanickim aktivatorom i za svaku primjenu vibracijskih podrazaja dobivena je prosjecna
vrijednost putovanja elektrode koje se odvijalo za ukupnoga vremena trajanja primjene svakoga

vibracijskog podrazaja (10 minuta).

Budu¢i da je analizirano Sest razliCitih zivotinja kod obje frekvencije, dobiveno je ukupno Sest
vrijednosti za svaku primjenu vibracijskih podrazaja kod obje frekvencije jer je ukupno analizirano
Sest razlicitih zivotinja kod vibracijskih frekvencija 60Hz i Sest Zivotinja kod frekvencija od 30Hz.
Za svaku zivotinju izracunata je srednja vrijednost i upotrijebljen je nesparen t-test za statistiCku
obradu. T-test je pokazao znacajnu razliku izmedu obje primijenjene frekvencije (p<<0.0001),
ukazuju¢i da 60Hz vibracijske frekvencije izazivaju puno manje pomake elektrode (srednja
vrijednost = 0,1701um) od 30Hz (srednja vrijednost = 0,3323um), odnosno veée je putovanje
potrebno kod frekvencije od 30Hz da elektroda primijeni istu silu pritiska od 0,4N na okluzijsku
povrSinu prvog kutnjaka. Naknadno je zaklju¢eno da su najvjerojatnije zbog ovoga nalaza

ostecenja veca kod frekvencije od 30Hz u parodontnom ligamentu.
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Slika 21. Graficki prikaz putovanja elektrode kod primjene vibracijskih podrazaja od 30 Hz i 60Hz.
Statisticki znacajno manje putovanje elektrode (od eng. displacement) zabiljezeno je kod frekvencija od
60H7z (nesparen t-test, n=6, p<0,0001).

Svaki stupac predstavija srednju vrijednost za odredenu frekvenciju uz standardnu devijaciju.
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6. RASPRAVA

Nasi su pokusi pokazali da vibracijski podrazaji usporavaju ortodontski pomak.

Vibracijski podrazaji prethodno su pokazali svoju veliku korisnost u povec¢anju kostane gustoce,
ubrzanju cijeljenja i sl. Znajué¢i da mogu stimulativno djelovati na poticanje osteogeneze, smatrali
smo da ¢e na taj nacin dovesti do ubrzanja odlaganja nove kosti na strani tenzije i ubrzanja koStane
pregradnje tijekom ortodontskog pomaka. Medutim, u naSoj studiji nisu pokazali sposobnost

ubrzanja ortodontskog pomaka, nego njegova kocenja i usporavanja.

Pravi razlog zasto je doslo do usporavanja pomaka uporabom vibracijskih podrazaja nije u
potpunosti jasan, ali jedan od najvjerojatnijih razloga je znacajan pad broja aktivnih osteoklasta, pa
time 1 koStane resorpcije, neophodne da bi doslo do ortodontskog pomaka, koja ujedno ima i jaku
ulogu u brzini pomaka. Smanjenjem broja aktivnih osteoklasta 1 resorpcije dolazi do smanjenja

ortodontskog pomaka.

Ortodontski relaps nakon uspjeSnoga tretmana predstavlja velik klinicki problem u suvremenoj
ortodonciji. Dogada se zbog ponovne resorpcije kosti na suprotnoj strani, biv§oj strani tenzije i tako
omogucava pomak zuba u pocetnu, originalnu poziciju. Uzevsi u obzir rezultate naSe studije,
vibracijski podrazaji bi mogli imati veliku ulogu u klinickoj praksi te bi se mogli koristiti za

sprije¢avanje ortodontskog relapsa.

Model koji koriSten u nasoj studiji bolji je od modela kojima su se istrazivaci prethodno koristili jer
smo koristili kombinaciju Renovog 1 Yoshimatsuovog (56, 57) modela, tzv. mizijalni pomak
kutnjaka kod kojega se ne moze dogoditi lazno pozitivan nalaz i veca vrijednosti pomaka, kao Sto
je to bio slucaj u studiji u kojoj je zbog Sirenja nepCane suture ekspanzijskom zi¢icom doslo 1 do
vec¢ih vrijednosti pomaka koje su zamaskirale pravi ucinak vibracijskih sila (55). Za razliku od
prethodnih studija, koristili smo vibracijske podraZaje tocno zadanih frekvencija i poznatih snaga
koji su pokazale ucinak na koli¢inu pomaka ovisan o dozi, a za analizu tkiva koristili smo jako
senzitivne metode 1 po prvi put gledali u€inak na strukturu i vitalnost stanica parodontnog

ligamenta kod obje zadane frekvencije.

Jedna je od vrlo negativnih nuspojava ortodontskog postupka je 1 resorpcija zubnoga korijena koja
vjerojatno nastaje zbog pretjerane i neregulirane aktivnosti osteoklasta ili cementoklasta. Kako su
vibracijski podrazaji u nasoj studiji pokazali ko¢enje aktivnosti osteoklasta, uporabom vibracijskih

naprava u ortodonciji moze se suzbiti ta nuspojava ortodontskog postupka.
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6.1 Vibracijski podrazaji smanjunju broj aktivnih osteoklasta

Prema nasim dosadas$njim saznanjima i iskustvima pokusa koji su trenutno u tijeku, moguce je da

se radi o nekoliko uzroka inhibicije osteoklastogeneze:

Regulacija osteoklastogeneze putem osteocita

U prvih nekoliko sati nakon postavljanja opruga, na strani kompresije, u podrucju alveolarne kosti
koja prilijeze neposredno uz mjesto gdje je parodontni ligament maksimalno pritisnut, jedna od

prvih promjena koja se moze uociti je znacajna apoptoza osteocita.

Osteocitna apoptoza doseze maksimum izmezu 24 i 48 sati nakon uspostavljanja ortodontske sile

na zub, a osteoklasti¢na aktivacija pocinje malo kasnije, tek nakon 72 sata (62). Moglo bi se dakle

zakljuciti kako je za osteoklastogenezu neophodno da prethodno dode do smrti osteocita (63).

Nedavno je objavljeno da osteociti imaju jako veliku ulogu u regulaciji tvorbe kosti, ali isto tako i u
kostanoj resorpciji, pa tako djeluju kao dirigenti cjelokupnog procesa kosStane pregradnje. Poznato
je takoder da osteociti izrazavaju niz molekula koje utjecu na tvorbu kosti. Jedna u njihovu nizu je
Dkkl1, izrazena i u osteoblastima, a druga je Sost, izraZzena specificno i jedino na ostecitima.
Proizvod Sost gena, sklerostin, jako antagonizira nekoliko ¢lanova obitelji proteina, tzv. koStanog
morfogenetskog proteina (BMP). U konacnici se i sklerostin i Dkk1 vezu na LRP receptore i tako
sprecavaju aktivaciju Wnt signaliziranja. BMP 1 Wnt klju¢ni su u procesu sazrijevanja osteoblasta
jer poticu migraciju multipotentnih mezenhimskih pretec¢a prema osteoblastnoj lozi. Tako osteociti,
putem Wnt-a i BMP antagonista, imaju mogucnost regulacije tvorbe kosti 1 aktivnosti osteoblasta

(63).

Osteociti su donedavno bili smatrani 'umirovljenim' stanicama osteoblastne loze, uklopljenima u
koStani matriks 1 potrebnima jedino za odrzavanje matriksa. Medutim, poznato je da osteociti imaju
vrlo razgranat sustav medusobne komunikacije. Naime, svaki osteocit lezi u svojoj lakuni,
nemineraliziranom prostoru koji se proteze oko stani¢noga tijela i koji je neophodno potreban za
priljev 1 opskrbu osteocita hranidbenim tvarima. Iz staninoga tijela proteze se oko pedeset

stani¢nih nastavaka, isto tako postavljenih u pojedinacne kanali¢e poloZene u mineralizirani koStani

matriks (64).

Morfologija osteocita odredena je izraZzajem gena vaznih u procesu tvorbe neurona i dendrita, kao

Sto su E11/gp38, CD44 i1 fimbrin, koji osteocitima daju karakteristicnu morfologiju. Stani¢ni
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nastavci susjednih osteocita komuniciraju jedni s drugima putem kanali¢a i tako odrzavaju

medustanic¢ni kontakt preko stani¢nih spojeva (od eng. gap junctions).

Nije jasno kako proteini izluceni iz osteocita dosezu druge stanice. Proteini manjih veli¢ina, do 70
kDa ili promjera do 7nm, vjerojatno putuju teku¢inom kanalikularnoga sustava. Za transport
membranskih proteina najvjerojatnije mora postojati neposredan kontakt stani¢nih dendriticnih

nastavaka i plazma membrane ciljne stanice.

Sto to¢no uzrokuje poletak resorpcije kosti, jo§ uvijek nije jasno. Apoptoza osteocita
najvjerojatnije ima jako veliku ulogu u poticanju susjednih stanica, osteocita i drugih stanica
osteoblastne loze, da promijene izrazaj pro- i anti-osteoklastogenetskih gena. Tako moze do¢i do
neposrednog poticanja osteoklastogeneze induciranjem stromalnih i osteoblastnih stanica na
lu¢enje RANKL-a. Ili, jo$ bitnije, osteociti mogu i1 sami luciti RANKL. Nedavne su studije
potvrdile ovu pretpostavku (24, 25). Jedna je od navedenih studija pokazala da miSevi kojima

nedostaje RANKL u osteocitima pokazuju osteopetroti¢na obiljezja.

Za pocetak razvoja osteoklasta, topljivi RANKL najvjerojatnije nema veliku ulogu (65), koliko je

znaCajan neposredan kontakt izmedu membranskog RANKL-a izrazenoga na osteocitnim

dendritima i RANK-a na preteCama osteoklasta (66).

Jedan je od mogucih ¢imbenika osteoklastni kemotakti¢ni ¢imbenik grupe visoke pokretljivosti,
box 1 protein — HMGBI1 (od eng. osteoclast chemotactic factor high mobility group box 1 protein),
kojega luce umiruc¢i osteociti i1 koji povecava izrazaj RANKL-a, TNF-a, IL6, a smanjuje izrazaj

OPG-a.

Nadalje, apoptoti¢na tijela izlu€ena od apoptoti¢nih osteocita mogu potaknuti lokaliziranu koStanu
resorpciju (26). Isto tako, okolni osteociti, smjeSteni neposredno uz umiruce osteocite, mogu luciti
povecane koli¢ine VEGF-a, Sto ukazuje da signali koji dolaze iz apoptoti¢nih osteocita mogu
promijeniti izrazaj molekula na susjednim osteocitima, vazni su za angiogenezu, vaskularizaciju 1

potencijalni priljev preteca osteoklasta (67).

Postoji jos jedan mehanizam kojim osteociti neposredno mogu razgradivati kost. Naime, osteociti
izolirani iz zivotinja koje su se netom okotile izrazavaju povecane koli¢ine enzima kojeg inace
izrazavaju zreli osteoklasti u procesu aktivne resorpcije kosti, kao $to su enzim TRAP 1 katepsin K.
Ta saznanja ukazuju da osteociti mogu resorbirati mineralizirani matriks preko molekularnih

mehanizama sli¢nih ili identi¢nih onima u osteoklastima (68).
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Osteociti luce 1 OPG koji je reguliran preko Wnt/B-katenin puta pa miSevi kojima nedostaje B-
katenin u osteocitima pokazuju osteoporoti¢na obiljezja zbog povecanog broja osteoklasta i

izrazene koStane resorpcije (69).

Tijekom razvoja zubi, dentalni folikul lu¢i makrofagni ¢imbenik stimulacije kolonija (m-CSF) koji
ima znacajnu ulogu u procesu nicanja zubi kada je neophodna opsezna resorpcija alveolarne kosti
pogotovo u pocetnim fazama izbijanja zuba (4). Nedavno je otkrivena odredena koli¢ina m-CSF-a

u osteocitima, §to isto ukazuje na njihov veliki potencijal u procesima resorpcije (70).

Prema svemu navedenom, dosadasnja saznanja ukazuju da su osteociti jako moc¢ni regulatori
kostane resorpcije 1 da posredno ili neposredno reguliraju diferencijaciju i djelovanje osteoklasta,

kako u fizioloskim, tako i u patofizioloskim uvjetima.

Mehanicka stimulacija, koja je kriticna za odrzavanje koStane mase, sprjecava ili usporava proces

apoptoze (71, 72).

Aktivacija Wnt signaliziranja rani je odgovor osteocita na mehanicku stimulaciju (73) 1 potice

opstanak osteocita aktiviraju¢i ERKs (74).

Apoptoticni osteociti nadeni su u neaktivnoj, neopterecenoj kosti, kod fizicke neaktivnosti, duge
imobilizacije, kod astronauta, ljudi starije dobi 1 motorne paralize u kojima je, istodobno ili
neposredno nakon odredenog vremena, zapazena velika aktivacija osteoklasta, razgradnja 1
osteoporoza. Brzi pad osteocitne vitalnosti koji se javlja kod neaktivnih kostiju ukazuje da su

osteociti prvi koji reagiraju na promjene mehanickih sila opterecenja (65).

Jedno od mogucih objasnjenja zaSto dolazi do usporavanja ortodontskoga pomaka u nasim
eksperimentima najvjerojatnije je vezano uz antiresorptivni ucinak kojeg imaju vibracijski

podrazaji malih magnituda.

Naime, dokazano je da vibracijski podraZaji poticu anabolicki u¢inak u gotovo svim kostima (75-
77), te da vibracijski podraZaji oporavljaju kost kod ovarijektomijom potaknute osteoporoze u misa

(78) 1 smanjuju aktivnost osteoklasta u adolescentnom misu (79).

Isto tako, kod Zena u postmenopauzi tretiranih vibracijskim podraZajima u trajanju od Sest mjeseci,
gustoca kostiju kuka i kraljesnice bila je veca u usporedbi s placebo grupom (80, 81). Djeca s

cerebralnom paralizom i nepokretnos$¢u koja prati ovu bolest, takoder imaju vecu koStanu gustocu u
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trabekularnoj kosti tibije 1 spinalnim regijama nakon Sestomjesecne upotrebe vibracijskih podrazaja

(82).

Iako anaboli¢ki 1 antiresorptivni potencijal vibracijskih podrazaja velike frekvencije niske
amplitude postaje sve znacajniji 1 evidentniji, to¢an mehanizam stani¢ne i molekularne regulacije

trenutno je nepoznat.

Prostaglandin E2 (PGE2), ¢ija je sinteza regulirana enzimom ciklooksigenazom-2 (Cox-2), vazna
je signalna molekula koju osteociti otpustaju kao odgovor na mehanicku stimulaciju (83). PGE2
moze djelovati 1 na osteoblaste i osteoklaste i1 imati stimulativni i inhibicijski uc¢inak. PGE2
stimulira diferencijaciju osteoklasta u kulturama kostane srzi i slezene, a taj uc¢inak ovisi o dozi
(84-86). Sat nakon izlaganja vibracijskim podrazajima, nadena je povecana koli¢ina Cox-2
prijenosnicke ribonukleinske kiseline (mRNA) u MLO-Y4 stanicama, ali i znacajan pad u koli¢ini
PGE?2, §to je u skladu s rezultatima istraZivanja koji su pokazali da vibracijske sile smanjuju PGE2

u osteoblastima, dok je Cox-2 poviSen, ovisno o primijenjenim frekvencijama (87).

Cherian i suradnici nedavno su pokazali da je povecanje PGE2 koje se javlja nakon promjene
tekuc¢inskog protoka posredovano otvaranjem polukanala koneksina 43 (Cx43) (88). Buduce bi
studije trebale detaljnije razjasniti mehanizme snizavanja PGE2 izazvane vibracijom. Kako PGE2
stimulira formaciju osteoklasta i njihovu aktivaciju, bioloski znacaj snizenog otpusStanja PGE2

tijekom vibracije vezan je uz antiresorptivni u¢inak, Sto rezultira smanjenim brojem osteoklasta.

Mehani¢ka stimulacija moZe utjecati na osteoklastogenezu putem kontakta sa stromalnim i
osteoblasti¢nim stanicama, 1 to promjenama u RANKL/OPG omjeru. Pritisak na stromalne stanice i
mikrogravitacije na osteoblaste povecava njihovu moguénost da potaknu formaciju osteoklasta

(89).

S druge strane pak, promjena tekucinskog protoka osteocita koja se javlja tijekom mehanickih
stimulusa snizava RANKL/OPG omjer u stromalnim stanicama koStane srZi i u samim osteocitima,
a pove¢can OPG onemogucava osteoklastogeni¢ni potencijal (90). Isto tako, uz promjene OPG-a
dolazi i do promjena drugih topivih ¢imbenika kao $to su VEGF i1 TGFP koji takoder mogu
sprijeciti ili smanjiti osteoklastogenezu. Osteoklastogenezu onemogucava 1 smanjen RANKL u

osteocitnim stanicama (91).

Nedavne su studije pokazale da mehani¢kom stimulacijom moZe do¢i do aktivacije osteoklasta

direktnim kontaktom osteocita i preteCa osteoklasta, ili bez njega. Naime, topivi ¢imbenici koje
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osteociti luce kao odgovor na promjenu tekucinskog protoka u stanju su smanjiti tvorbu osteoklasta
1 njihovu aktivnost in vitro. Pokusi su pokazali da osteociti mogu luciti tvari ili ¢imbenike sa
sposobnosc¢u difuzije koji su u stanju regulirati osteoklastogenezu na odredenoj udaljenosti u
odnosu na same osteocite. Ti su pokusi pokazali da mehanicki stimulirani osteociti utjeCu i1 na
potporne stanice (stromalne, osteoblaste, osteocite) i izazivaju tzv. osobinu indukcije osteoklasta
putem topivih ¢imbenika Sto rezultira promjenama lokalnoga kemijskog okruzenja potpornih
stanica (91, 92). Otpustanje tih topivih ¢imbenika barem je dijelom ovisno o aktivaciji puta

dusi¢nog oksida (NO) u osteocitima mehanickom stimulacijom (91).

U nasim pokusima, smanjena osteoklastogeneza, poprac¢ena snizenim brojem aktivnih osteoklasta,

mogla bi biti vezana uz sve ove ¢imbenike, topive ili difuzijske.

Ali isto tako, mozda tijekom primjene vibracijskih podrazaja dolazi do inhibicije osteocitne
apoptoze koja je mocan i vazan okida¢ procesa aktivacije osteoklasta. Mehanicke sile vibracije
primijenjivane tijekom nasih pokusa mozda su usporile ili onemogucile, razli¢itim medijatorima,
proces apoptoze osteocita koja se javlja na dijelu alveolarne kosti neposredno uz stranu kompresije
parodontnoga ligamenta. To bi znacilo da smanjena apoptoza i koli¢ina apoptoti¢nih tijela koji su

nosioci RANKL-a onda izravno utjecu na inhibiciju formacije osteoklasta.

ZaSto dolazi do apoptoze osteocita na strani kompresije parodontnog ligamenta tijekom
ortodontskog tretmana nije dovoljno jasno, ali postoje neke naznake po kojima promjena u sintezi
duSi¢nog oksida (NO) u osteocitima kao rezultat promjene protoka tekuéina lakunarnog 1
kanalikularnoga sustava moZe imati vaznu ulogu kao okida¢ procesa apoptoze. Naime, na strani
kompresije, tijekom postavljanja ortodontskih opruga, dolazi do smanjenja fiziolo§kog naprezanja
Sto moZe dovesti do lokalne staze ekstracelularne tekucine u kanalikularnom sustavu osteocita 1
smanjene razine NO-a. Staza teku¢ine u kombinaciji s produkcijom NO-a i TNF-a izaziva apoptozu
osteocita na strani kompresije (93-95). Naime, dokazano je da su medustani¢na spojista u MLO-Y4
osteocitima pojacana (96) i da je izrazaj nekih molekula, kao $to su Sost i RANKL, znatno
promijenjen ili pak sniZzen primjenom vibracije niskih frekvencija. Isto tako, 1 resorpcija moze biti

smanjena primjenom stani¢ne medije skupljene od kulture osteocita izloZene vibraciji (97).

RANKL se nalazi prvenstveno u membranskoj formi, vezan na membranu, ali moze biti izlucen
preko tzv. ectodomain shedding-a. Rezultati na stani¢nim kulturama pokazali su da trideset minuta
nakon vibracijskog podrazaja dolazi do znacajnog snizavanja RANKL-a u stani¢noj mediji

skupljenoj od vibriranih stanica. Zbog relativno kratkog vremena nakon kojega je ova promjena
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zapazena, moze se pretpostaviti kako je vibracija izazvala smanjenje otpusStanja RANKL-a s

membrane, a ne inhibiciju sinteze novog RANKL proteina.

Moguce je kako razine RANKL-a, kojega luCe apoptoti¢na tijela osteocita, bivaju snizene upravo
zato Sto vibracijski podrazaji sprjecavaju apoptozu osteocita, a samim time i koli¢inu i difuziju
membranskog RANKL-a u apoptoti¢nim tijelima pa je konacan rezultat inhibicija resorpcije kosti.
Naime, neke su studije pokazale da vibracijski stimulusi i mehani¢ko opterecenje mogu znacajno
sniziti broj apoptoti¢nih kondrocita zglobne hrskavice femura u Zivotinja koje su prethodno bile
tretirane prednizolonom, a prednizolon izaziva apoptozu kondrocita i osteoblasta. a time i
osteoporozu. Taj je ucinak bio dokazan smanjenjem stanica pozitivnih na kaspazu-3. Kod
kontrolnih zivotinja, broj apoptoti¢nih kondrocita bio je vrlo nizak. Upotrebom prednizolona,
gotovi svi kondrociti bili su pozitivni na kaspazu-3, jedan od glavnih biljega stani¢ne apoptoze.
Kad su zivotinje bile pod mehani¢kim optere¢enjem ili izloZene silama vibracije, udio apoptoti¢nih
kondrocita znatno je opao (98). Isto tako, pokusi na kokosjim kalvarijskim kulturama izoliranih
osteocita, mehanicki stimuliranih tzv. pulsiraju¢im promjenama tekuéinskog protoka u proto¢nim
komoricama u trajanju od jednog sata (5Hz, 0.7 Pa), pokazale su smanjenje udjela apoptoticnih
osteocita 1 smanjenje aktivnosti kaspaze-3 1 kaspaze-7 za 25% (99). Apoptoza osteocita u tim
kulturama bila je prethodno potaknuta razliitim koncentracijama tumor-nekrotizirajuéeg
¢imbenika (TNFa). To€an mehanizam kojim mehanicka stimulacija u TNF tretiranim kulturama
osteocita moze smanjiti osteocitnu apoptozu nepoznat je, ali najvjerojatnije je dusi¢ni oksid (NO)
jako vazan u cijelome procesu. Osteociti, naime, vrlo brzo, u roku nekoliko minuta, proizvode male

koli¢ine dusi¢nog oksida (93) koji inhibira apoptozu inhibicijom kaspaze-3 (100, 101).

Cini se kako mehanicki ili vibracijski podrazaji mogu sprije¢iti ili oporaviti apoptozu nekih stanica,
pogotovo ako je apoptoza prethodno bila potaknuta odredenim ¢imbenicima. Dokazano je da
mehanicko opterecenje ili vibracija visokih frekvencija sprjeavaju ili oporavljaju apoptozu
osteocita (102). Tako je vrlo moguce da vibracijski podrazaji sprjecavaju apoptozu osteocita koja

se javlja u tijeku ortodontskog postupka 1 koja prethodi aktivaciji osteoklasta.

Moguce je da vibracijom dolazi 1 do promjena izvanstani¢énoga matriksa 1 promjena provodljivosti
kanalikularnog i lakunarnog sustava u kojima onda dolazi do promjena u difuziji topivih molekula

proizvedenih u osteocitima vaznih za okidanje procesa aktivacije osteoklasta.

Osteociti su, dakle, stanice koje imaju veliku ulogu u regulaciji koStane mase zbog orkestriranja

ravnotezom izmedu tvorbe kosti i njezine razgradnje, kao odgovora na mehanicke podrazaje.
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Djelovanje vibracijskih podrazaja neposredno na osteoklaste i pretece osteoklasta

Moguce je kako je jedan od razloga zbog kojega dolazi do kocenja osteoklastogeneze i usporavanja
ortodontskoga tretmana u naSim pokusima, neposredan ucinak vibracije na osteoklastogenezu i
diferencijaciju osteoklasta od njihovih prete€a bez indirektnog utjecaja na osteocite. Naime,
Kulkarni i suradnici pokazali su da mehanicka vibracija direktno inhibira tvorbu osteoklasta od
monocitnih prekursora in vitro, odnosno misje stani¢ne linije RAW264.7 (103). Kultiviranje
stanica RAW264.7 i njihovo tretiranje RANKL-om u trajanju od pet dana rezultiralo je
formiranjem TRAP-pozitivnih multinuklearnih stanica. Kada su te stanice stimulirane vibracijskim
podrazajima u trajanju od jednog sata i frekvencijama od 4Hz, dolazi do znacajnog inhibiranja
tvorbe osteoklasta koje je evidentirano smanjenjem broja multinuklearnih, zrelih osteoklasta u
kulturi. Isti su autori uocili da vibracijski podrazaji znacajno sniZzavaju izrazaj DC-STAMP gena u
RAW264.7 vibriranim stanicama 1 da je i kolicina DC-STAMP proteina u vibriranim kulturama
bila znaCajno smanjena. Proces formiranja osteoklasta ukljucuje nekoliko faza, kao S$to su
prezivljavanje preteCa osteoklasta, sazrijevanje mononuklearnih pre-osteoklasta, fuzija
multinuklearnih zrelih osteoklasta i1 aktivacija osteoklasta koji resorbiraju kost. Otkriveno je
nekoliko proteina koji utje€u na stani¢nu fuziju zrelih osteoklasta, a jedan od njih, dendriti¢ni
stani¢no-specificni transmembranski protein - DC-STAMP izravno je povezan s fuzijom

osteoklasta in vivo.

Wu 1 suradnici dobili su sli€ne rezultate (104). Nakon primjene cikli¢kih vibracijskih podrazaja
malih amplituda i1 velikih frekvencija, stanicne linije RAW264.7, nakon dodavanja RANKL-a,
imale su smanjen broj zrelih osteoklasta. Isto tako, autori su otkrili smanjen broj aktinskih
prstenova, struktura koje su vazne za stani¢nu adheziju osteoklasta i njihovu funkciju. Otkrili su i
smanjenu visinu osteoklasta, odnosno udaljenost izmedu bazolateralne membrane i nabrane

membrane, pokazujuci tim da vibracija moze ozlijediti aktinski citoskeletalni okvir osteoklasta.

Uz to su, nakon primjene vibracije, autori zabiljeZili nizu razinu gena specifi¢nih za osteoklaste,
kao sto su katepsin K, metalopeptidaza matriksa-9 (MMP-9) i TRAP, a isto tako 1 niZzu razinu c-Fos
proteina, jednoga od najznacajnijih transkripcijskih ¢imbenika osteoklasta koji sluzi kao kljuc

regulacije u njthovom sazrijevanju.

Rezultati ovih studija pokazali su da vibracijski podrazaji mogu direktno djelovati na

diferencijaciju osteoklasta, neovisno o utjecaju drugih koStanih stanica.
Postoje 1 druge studije u kojima su koriStene ljuske zlatnih ribica (Carassius auratus), kao model za
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proucavanje djelovanja vibracijskih podrazaja (105). Ljuske zlatnih ribica sadrzavaju osteoblaste,
osteoklaste i matriks koji uz hidroksi-apatit sadrzi i kolagen tipa 1, i zbog tih osobina predstavljaju
jako dobar in vitro model za proucavanje djelovanja razli¢itih ¢cimbenika na pojedine stanice, ili
osteoblaste, ili osteoklaste, kao 1 na njihov medusoban odnos. Koriste¢i odljustene ljuske zlatnih
ribica u in vitro sustavu (organ kultura), autori su testirali razli¢ita vibracijska ubrzanja i potom
analizirali promjene u koStanom metabolizmu mjere¢i aktivnost odredenih enzima koji su
specificni ili za osteoblaste, kao Sto je alkalna fosfataza, ili osteoklaste, kao Sto je TRAP. Na taj su
nacin htjeli istraziti utjecaj vibracijskih podrazaja pojedinacno na osteoblaste i pojedinacno na
osteoklaste. Nakon izlaganja ljuski razliCitim ubrzanjima vibracijskih podrazaja, zabiljezen je
postupni porast aktivnosti alkalne fosfataze koji je pratio porast ubrzanja. Odgovor osteoklasta,
pracen aktivnoS¢u enzima TRAP, na mala ubrzanja (0,5-1-G) bio je preblag da bi smanjenje
osteoklasti¢ne aktivnosti bilo jace izraZzeno nakon vecih ubrzanja (2-G). Bila je to jedna od prvih
studija koja je pokazala da uz ispitivanje aktivnosti osteoblasta stimulacijom vibracijskim

stimulusima, treba istovremeno promatrati i direktan utjecaj na aktivnost osteoklasta.

6.2 Vibracijski podrazaji uzrokuju poveéanje kostane gustoce

Nasi su pokusi pokazali da ortodontski pomak uzrokuje znacajno smanjenje koStane gustoce u
alveolarnoj kosti na strani kompresije, $to je normalna pojava koja se javlja kao rezultat
ortodontskoga postupka. KoStana gustoca mjerena je kostanim obujmom (BV/TV), gusto¢om tkiva
(TD) 1 uo¢enom gustoCom (AD). Vibracijski podrazaji obje upotrebljavane frekvencije (30Hz 1
60Hz) uzrokovali su povecanje sva tri navedena parametra, odnosno povecanje gustoce kosti i
oporavak resorpcije. Povecanje koStane gustoce na strani kompresije jedan je od razloga zasSto je
doSlo do usporavanja ortodontskog postupka kod Stakora. Taj je ucinak bio jace izraZen kod

frekvencija od 30Hz.

Razlozi zbog kojih je doslo do povecanja koStane gustoCe na strani kompresije alveolarne kosti
najvjerojatnije su povezani uz prethodno spomenutu inhibiciju osteoklastogeneze, ali moguce je da
se radi 1 o direktnom djelovanju vibracijskih podrazaja na formaciju kosti i aktivaciju osteogeneze 1

stanica osteoblasta.

Kako je ranije spomenuto, dokazano je da vibracijski podrazaji frekvencije 30Hz povecavaju
osteocitno lucenje signala osteogeneze i povecavaju razinu alkalne fosfataze u osteoblastima Sto

upucuje na to da te frekvencije imaju osteogeni ili anabolicki u¢inak, dok su frekvencije od 90Hz
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pokazale suprotan uc¢inak (106).

To se moze povezati i s naSim pokusima u kojima su vibracijski podrazaji frekvencije 30Hz
povezani s vecom gustoCom kostiju i manjim brojem osteoklasta, dok vibracijski podrazaji

frekvencije 60Hz imaju joS uvijek anabolicki, ali slabiji u¢inak na iste parametre.

Iz nasih se pokusa moze zakljuciti da vibracijski podrazaji pokazuju o dozi/frekvenciji ovisan

ucinak.

Kao dodatak ovome, nedavna je studija pokazala da vibracijski podrazaji frekvencija od 5, 10 i
20Hz znacajno smanjuju koli¢inu sklerostina u osteocitima u alveolarnoj kosti za vrijeme
ortodontskog postupka (107). U njoj se moze vidjeti da sklerostin luce osteociti i da sklerostin
inhibira tvorbu kosti putem Wnt signaliziranja. Tako gubitak sklerostina izaziva povecanje kostane
mase 1 trenutno se ta saznanja koriste eksperimentalno za tretman osteoporoze putem
antisklerostinskih antitijela. Kako vibracijski podrazaji snizavaju razine sklerostina u osteocitima,

tako dolazi do aktivacije Wnt-a koji potice osteoblaste i proces osteogeneze i formiranja nove kosti.

Medutim, brojne su studije pokazale da vibracijski podrazaji imaju izravan utjecaj na aktivnost i

diferencijaciju osteoblasta naglasavaju¢i tako njihov anabolicki ili osteogeni u¢inak (60, 108).

Jing i suradnici (60) pokazali su da mehanicki vibracijski podrazaji od 30Hz u primarnim
kulturama osteoblasta izoliranima iz kuni¢a uzrokuju povecanje njihove proliferacije, povecanje
broja pseudopodija 1 povecano prianjanje osteoblasta uz podlogu plocica, razvijeniji citoskelet 1
viSe mikrofilamenata, kao i povecanje formiranja mineralizacijskih nodula. Isti su vibracijski
podrazaji u kulturama osteoblasta izazvali povecavanje izraZzaja gena tipi¢nih za osteogenezu i
njihovih proteina, kao $to su alkalna fosfataza (AP), osteokalcin (OC), Runx2, BMP2, OPG,Wnt3a,
Lrp6 i Pkatenin. In vivo istraZivanja iste grupe autora s titanskim implantatima pokazala su da
vibracijski podrazaji u trajanju od 6 ili 12 tjedana stimuliraju osteointegraciju, urastanje kosti 1

brzinu koStane formacije u defektima stvorenima na bedrenoj kosti kunica.

Iz navedenoga se moZe primijetiti izravan i izrazit u¢inak vibracije na proliferaciju i diferencijaciju

osteoblasta i njezin znacaj za osteogenezu.

Nadalje, dokazano je da vibracijski podrazaji visokih frekvencija mogu stimulirati angiogenezu u
normalnim 1 osteoporoticnim Stakorskim kostima 1 tako naglasile vaznost vaskularizacije u
procesima osteogeneze, odnosno njihove uloge u adaptaciji kod povecane potrebe za stanicama

preteCama osteoblasti¢ne loze.
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Do usporavanja ortodontskoga postupka upotrebom vibracijskih podrazaja doslo je dakle ili zbog
kocenja osteoklastogeneze i aktivnosti osteoklasta, ili pak stimulacijom tvorbe kosti djelovanjem na

osteoblaste, ili zbog istovremenog djelovanja na oba sustava.

6.3 Vibracijski podrazaji ne uzrokuju mineralizaciju parodontnog ligamenta

Nasi su pokusi pokazali da parodontni ligament izlozen vibracijskim podrazajima ne pokazuje
znakove mineralizacije 1 da stanice parodontnog ligamenta ne diferenciraju prema krajnje
diferenciranim osteoblastima koji mineraliziraju matriks, Sto je bilo evidentirano Von Kossa
bojanjem histoloskih rezova parodontnoga ligamenta. Neke su pak studije na ljudskim mati¢nim
stanicama parodontnoga ligamenta (hPDLsc) pokazale da vibracijski podrazaji velikih frekvencija,
malih amplituda, mogu u tim stanicama povecati izrazaj gena osteogeneze, kao Sto su alkalna
fosfataza, osteokalcin, osteriks, runx2 i skleraksis, a otkrili su i povec¢anu proizvodnju kolagena tipa
1. Njihovi rezultati upuéuju na to da pod utjecajem vibracijskih podrazaja mati¢ne stanice
parodontnoga ligamenta pokazuju osteoblasti¢ni diferencijacijski potencijal, vjerojatno mijenjajuci

svoj citoskelet (59).

Uzimajuéi u obzir ove nalaze, pretpostavili smo kako su moZda diferencijacija stanica unutar
parodontnog ligamenta prema krajnje diferenciranim osteoblastima i mineralizacija parodontnoga
ligamenta razlozi zbog kojih dolazi do kocenja ortodonskoga postupka. Ali, nasi pokusi nisu isli u
prilog ovoj teoriji. Vjerojatno je osteogeni potencijal stanica parodontnog ligamenta pod utjecajem
vibracijskih sila ovisan o dozi 1 frekvenciji samih vibracija, a u nasim je pokusima sila bila stalna,

0,4 N, uz dvije frekvencije, 30 i 60Hz.

6.4 Vibracijski podrazaji ne mijenjaju proliferaciju stanica unutar parodontnog ligamenta

Uc¢inak vibracijskih podraZaja na stani¢nu aktivnost i proliferaciju nije dovoljno jasan. Neke studije
govore u prilog tome da vibracijski podraZzaji mogu izazvati povecanje stani¢ne proliferacije, dok
druge studije pokazuju suprotne rezultate. Tako su Zhang i suradnici svojim pokusima pokazali
smanjenje proliferacije matic¢nih stanica parodontnoga ligamenta pod utjecajem vibracije (59), dok
su Jiang 1 suradnici proucavali djelovanje mehani¢ke vibracije na proliferaciju fibroblasta
prednjega kriznog ligamenta i otkrili su da su vibracijske sile djelovale na proliferaciju i

metabolizam fibroblasta i1 da je taj u¢inak ovisan o frekvenciji i dozi (109). Vibracije frekvencija od
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20Hz najpovoljnije su djelovale na povecanje stani¢ne proliferacije i proizvodnju izvanstani¢nog
matriksa, ukljucujuéi kolagen tipa 1 i 3, fibronektin, elastin, tenascin, vimentin itd. Sli¢ne rezultate

dobili su Gaston i suradnici (110).

Cilj je njihove studije bio istraziti utjecaj vibracijskih podrazaja na proliferaciju i apoptozu stanica
fibroblasta glasnica. Stani¢ne kulture fibroblasta u bioreaktoru bile su izloZene frekvencijama
200Hz u trajanju od 8 sati nakon ¢ega su bile imunobojane na marker stani¢ne proliferacije, Ki-67,
1 podvrgnute metodi utvrdivanja stani¢ne apoptoze, TUNEL. Otkriveno je statisticki znacajno
povecanje stani¢ne proliferacije dok do apoptoze fibroblasta nije doslo. Ocekivali smo kako ¢e do¢i
do poveéanja proliferacije stanica u parodontnom ligamentu i u naSim pokusima, i da bi to
povecanje proliferacije moglo dovesti do brzeg i ucinkovitijega ortodontskog postupka. Medutim,
nismo ustanovili da vibracijski podrazaji od 30Hz povecavaju ili utje€u na stani¢nu proliferaciju. I
ovdje mozemo utvrditi da je stani¢na proliferacija mozda ovisna o frekvenciji i dozi primijenjenih
vibracijskih podrazaja. Naime, u svojim smo pokusima koristili samo dvije frekvencije, 30 i 60Hz,
jakosti 0,4N, §to je poprilicno velika sila za parodontni ligament i koja je prouzrocila znacajna
oStecenja stanica. Medutim, prijeko je neophodno bilo koristiti snage vecih jakosti kako bi bili
sigurni da se vibracijski podrazaji prijenose i na alveolarnu kost. Parodontni ligament inace sluzi
kao ublazivac ili jastuk koji se svakodnevno prilagodava i upija sile koje se javljaju pri zvakanju.
Zato smo trebali koristiti sile ve¢e od onih koje se upotrebljavaju pri upotrebi vibracija Citavog
tijela, tzv. whole body vibration, za stimulaciju dugih kostiju gdje nemamo ublaZiva¢ na povrsini

kosti.

6.5 Vibracijski podrazaji u kombinaciji s ortodontskim postupkom izazivaju znacajna

stani¢na oStecenja u parodontnom ligamentu

Jedan od moguc¢ih razloga zaSto je doSlo do usporavanja ortodontskoga postupka u naSim
istraZzivanjima moZzda je povezan s apoptozom stanica parodontnoga ligamenta. Otkrili smo da sam
ortodontski postupak, kao 1 vibracijski podrazaji kad se upotrebljavaju bez ortodontskoga postupka,
nisu znatno utjecali na povecavanje stanicne apoptoze. Ali, ukoliko se vibracijski podrazaji koriste
istovremeno uz ortodontski postupak, dolazi do znac¢ajnoga povecanja broja apoptoti¢nih stanica
unutar parodontnoga ligamenta, Sto bi znacilo da vibracijski podrazaji navedenih parametara
oStecuju parodontni ligament tijekom ortodontskoga postupka. Moguce objasnjenje najvjerojatnije

lezi u snazi vibracijskih sila koje su iznosile 0,4 N 1 moguce je kako je ta snaga prevelika. Dodatni

69



pokusi s manjim snagama vjerojatno bi pruzili bolji uvid. Vibracije frekvencija 30Hz pokazale su
veci postotak oStecenja ili stanicne smrti. Nasa su istrazivanja takoder pokazala da kod manjih
frekvencija vibracije, npr. 30Hz, putovanje vibracijske elektrode iznosi puno vise negoli putovanja
elektrode kod vecih frekvencija, 60Hz. To vece putovanje elektrode i1 pritisak na kutnjak koji je
potreban da se postigne ista snaga primjene od 0,4N, vjerojatno je uzrok vecih ostecenja kod

frekvencije od 30Hz.

Smjer djelovanja vibracijske elektrode bio je okomit na smjer djelovanja i aktivacije ortodontske
opruge, Sto je takoder jedan od Cimbenika koji su mogli Stetno djelovati na stanicne strukture
parodontnoga ligamenta. Bilo bi dobro u budué¢im istrazivanjima, uz ispitivanje razli¢itih doza 1
frekvencija, istraziti i djelovanje razlicitih smjerova postavljanja vibracijske elektrode, npr, mozda
ih postaviti tako da usmjeravaju silu vibracije u smjeru u kojem je postavljena i1 ortodonska sila.
Nadalje, mozda bi zbog ovako Stetnoga djelovanja vibracijskih podrazaja na stanice parodontnoga
ligamenta, vibracijske podrazaje trebalo usmjeriti samo na alveolarnu kost i tako izbje¢i izlaganje
parodontnoga ligamenta velikim silama vibracije koje su nuzne u ovom okluzijskom smjeru
postavljanja da bi se sile vibracije mogle prenijeti i na alveolarnu kost. Medutim, nedavne studije
sa sliénim eksperimentalnim modelom na miSevima kod kojih su koriStene manje snage
vibracijskih podrazaja i razli¢ite frekvencije od 5, 10 i 20Hz, takoder su pokazale usporavanje
ortodontskoga postupka iako autori nisu zabiljezili nikakva oSte¢enja parodontnoga ligamenta ili

znacajniju apoptozu stanica (107).

Tako, €ini se, bez obzira na dozu i frekvenciju vibracijskih podrazaja, dolazi do usporavanja
ortodontskoga postupka koje je najvjerojatnije izazvano djelovanjem prvenstveno na alveolarnu
kost 1 koCenjem formiranja 1 aktiviranja osteoklasta, a promjene koje se javljaju u parodontnom

ligamentu samo su popratne.

6.6 Vibracijski podrazaji u kombinaciji s ortodontskim postupkom uzrokuju znacajna

oStecenja kolagenih vlakana parodontnog ligamenta

Sve metode detekcije koje smo koristili za utvrdivanje strukture kolagenih vlakana pokazale su da,
ako se vibracijski podrazaji koriste istovremeno s ortodontskim postupkom, dolazi do znacajnih
oste¢enja kolagenih vlakana i ta oSte¢enja ovise o primijenjenoj frekvenciji, sli¢no kao i razina

stanicne apoptoze.
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Zanimljivo je da, ukoliko su se vibracijski podrazaji koristili odvojeno, odnosno bez ortodontskoga
postupka, ucinak je bio suprotan, naime, vibracijski podrazaji pokazali su zadebljanja kolagenih
vlakana pa je moguce da se vibracijski podrazaji mogu koristiti za cijeljenje kolagenih vlakana pri
nekim drugim osSte¢enjima, poremecajima ili bolestima. Slicna zapazanja zabiljezena su kad je
koriStena samo ortodontska sila, naime, ortodontska sila uzrokovala je izrazita zadebljanja

kolagenih vlakana, §to ukazuje na njihov veliki adaptacijski potencijal na sile istezanja.

Moguce objasSnjenje zasto dolazi do oStecenja kolagenih vlakana ukoliko se vibracijski podrazaji
koriste tijekom ortodontskoga postupka lezi vjerojatno u vecoj snazi upotrebljavanih vibracija i

smjeru njihovog djelovanja, tzv. okluzijskom smjeru, iz sli¢nih razloga kao i kod apoptoze.

Frekvencije od 30Hz izazvale su veéa oStec¢enja negoli one od 60Hz i razlog je vjerojatno u ve¢em

putovanju vibracijske elektrode pri toj frekvenciji.

Moguce je kako su dezintegracija i dezorganizacija kolagenih vlakana koje su zapazene u naSem
istrazivanju takoder razlog usporavanja ortodontskoga postupka. Naime, neke su studije pokazale
da je za normalan ortodontski postupak potrebna specijalna orijentacija kolagenih vlakana koja su
organizirana u listovima, a ne u snopovima, kako je ranije bilo tumaceno. Potrebno je da na mjestu
kompresije dode do odredenih udaljenosti ili razmaka izmedu listova vlakana kako bi se na tim
mjestima omogucila pravilna dinamika fluida potrebna za pocetak ortodontskoga pomaka (111).
Ukoliko vibracijski podrazaji poremete organizaciju tih listova vlakana, vjerojatno ne moze do¢i do

pravilnoga pocetka ortodontskoga pomaka zuba.

U drugoj studiji autori su gledali kako diabetes mellitus utje¢e na brzinu ortodontskoga postupka
(112). Ustanovili su da Stakori s dijabetesom pokazuju vece razine metaloproteinaze matriksa
(MMP-1) 1 niZu razinu kolagena tipa 1. MMP-1 je odgovoran za pravilnu razgradnju kolagenih
vlakana, a Stakori s dijabetesom trebaju puno viSe vremena za pravilnu pregradnju kolagenih
vlakana koja je neophodna u pocetku ortodontskoga postupka. Ta usporena pregradnja kolagena
bila je popracena produZenom pregradnjom alveolarne kosti 1 zakaSnjelim djelovanjem osteoklasta,
kao i zakasnjelim uklanjanjem nefunkcionalnih osteoklasta. Cini se kako je za pravilno djelovanje
osteoklasta prethodno potrebna normalna organizacija kolagenih vlakana unutar parodontnoga
ligamenta. Iz navedenoga se moze zakljuciti da pacijenti s dijabetesom imaju sporiji ortodontski
postupak, vjerojatno zbog nepravilne pregradnje kolagenih vlakana. Tako je 1 u naSim pokusima
moguce da vibracijom dolazi do oStecenja 1 dezorijentacije kolagenih vlakana u parodontnome

ligamentu koja posljedicno dovodi do nepravilne i1 usporene funkcije osteoklasta. Upravo
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nepravilna organizacija kolagenih vlakana moze biti jedan od razloga sporijega ortodontskog

postupka kod Stakora izloZenih vibracijskim podrazajima.

6.7 Upotreba vibracijskih podrazaja u suvremenoj ortodonciji

Sude¢i prema svim saznanjima iz nasih istrazivanja i rezultatima klinic¢kih studija koje su trenutno
u tijeku, koje nisu pokazale da vibracijski podrazaji mogu ubrzati ortodontski postupak (113),
mozemo ustanoviti da je u suvremenoj ortodontskoj praksi potrebno uloziti veliki oprez kod
primjene vibracijskih naprava trenutno popularnih na trziStu 1 koriStenih se za ubrzanje

ortodontskoga tretmana.

Kako vecina studija ukazuje da vibracijski podrazaji ko¢e ortodontski pomak i negativno djeluju na
osteoklastogenezu 1 aktivnost osteoklasta, postoje naznake kako bi vibracijske naprave mogle biti
korisne za prevenciju i terapiju relapsa koji se javlja neposredno nakon uklanjanja ortodontskih
opruga 1 predstavlja velik problem u ortodonciji, a ne za ubrzanje ortodontskoga tretmana. Jaka
resorpcija zubnoga korijena javlja se ukoliko se koriste jake sile ortodontskih opruga koje se
primjenjuju konstantno, a ne intermitentno i sl. Kako je resorpcija zubnoga korijena posljedica
pojacane aktivnosti cementoklasta i odontoklasta, stanica vrlo sli¢nih osteoklastima, postoje
naznake da bi vibracijski podrazaji mogli biti jako korisni za prevenciju 1 ublazavanje resorpcije

korijena. Nedavne studije na eksperimentalnim Zivotinjama potvrdile su i ove naznake (114).

U buducnosti su potrebne dodatne eksperimentalne studije koje bi trebale detaljnije istraziti tocne
mehanizme djelovanja vibracija na specificne stani¢ne loze, ovisnost djelovanja o njihovim

razli¢itim dozama 1 frekvencijama, kao i nacin njihove primjene.

Budu¢i da su vibracijske metode poprilicno neinvazivne i relativho jednostavne i jeftine za
primjenu, postavljaju temelj prakticnom terapijskom modelu u suvremenoj medicini 1

stomatologiji.
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7. ZAKLJUCCI

- Preciznim mjerenjem ortodontskog pomaka metodom mikrokompjuterizirane tomografije
ustanovljeno je da ciklicki vibracijski podrazaji usporavaju i onemogucuju ortodontski
postupak. Taj ucinak je ovisan o dozi, odnosno frekvencije od 30Hz imaju jaci u¢inak nego

frekvencije od 60Hz.

- Analizom alveolarnih koStanih parametara ustanovljeno je da vibracijski podrazaji
povecavaju gustocu alveolarne kosti i onemogucéuju kostanu resorpciju koja se javlja tijekom
ortodonskog pomaka. I taj ucinak je ovisan o dozi, pa vibracijske frekvencije od 30 Hz imaju

jaci uc¢inak negoli frekvencije od 60Hz.

- HistoloSkom analizom aktivnosti osteoklasta, ustanovljen je znacajno manji broj i povrSina
aktivnih osteoklasta na strani resorpcije alveolarne kosti kod vibracijskih frekvencija 30Hz
Sto upucuje da vibracijski podrazaji mogu izravno utjecati na broj i aktivnost stanica koje su

odgovorne za kostanu resorpciju nuznu tijekom ortodontskog postupka.

- Posebnim bojanjem histoloskih rezova ustanovljeno je da vibracijski podrazaji ne povecavaju
diferencijaciju stanica PDL-a prema osteoblasti¢nim stanicama koje luce mineral, odnosno
nije ustanovljena mineralizacija ili kalcifikacija PDL-a koja bi mogla zakociti ortodontski
pomak, a histoloskim metodama identifikacije ugradnje bromodeoksi-uridina nije

ustanovljena povecana stani¢na proliferacija PDL-a §to potvrduje nalaz bojanja.

- HistoloSkom analizom apoptoti¢nih odnosno nekroti¢nih stanica unutar PDL-a u svim
eksperimentalnim skupinama ustanovljeno je da vibracijski podraZaji povecavaju razinu
oStecenih stanica u parodontnom ligamentu, a osobito ukoliko se primjenjuju u kombinaciji s
ortodontskim tretmanom. Vibracijske frekvencije od 30Hz imaju znacajno vec¢i ucinak na
stani¢na oStecenja nego frekvencije od 60Hz. Bojanjem kolagenih vlakana PDL-a i analizom
pod svjetlosnim i polariziranim mikroskopom dokazano je da vibracijski podrazaji
primijenjeni u istraZivanju mogu ostetiti kolagena vlakna PDL-a pogotovo ako se koriste kao
dodatak ortodontskom tretmanu. Frekvencije od 30Hz pokazale su puno jac¢i ucinak nego
frekvencije od 60Hz, a slican rezultat dokazan je 1 multifotonskom mikroskopijom. Navedene

promjene mogle bi biti uzrokom usporenja ortodontskog tretmana.

- Mjerenjem pomaknuca vibracijske elektrode kod obje frekvencije koriStene u istraZivanju

ustanovljene su znacajno vece vrijednosti kod frekvencija od 30Hz §to ukazuje da je potrebno
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puno vece putovanje elektrode i tako veci okluzijski pritisak na tkiva pri frekvenciji od 30Hz
da bi se postigla ista snaga kao i kod frekvencije od 60Hz. Ovaj nalaz moze objasniti i veca

tkivna ostecenja zabiljezena kod frekvencije od 30Hz , sile 0,4N.
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8. SAZETAK

Svrha provedenog istrazivanja bila je ispitati kako vibracijski podrazaji, kao neinvazivne i relativno

jednostavne fizikalne metode, djeluju na ortodontski postupak.

Ortodontski model primjenjen je na Stakorima kojima su prvi maksilarni kutnjaci bili pomicani
prema sjekuti¢ima, mizijalno, u trajanju od 2 tjedna. Vibracijski podrazaji primijenjivani su 2 puta
tjedno u trajanju od 10 minuta okomito na okluzijsku povrsinu kutnjaka. Koristili smo dvije

vibracijske frekvencije, 30 i 60Hz, jednake sile djelovanja od 0,4N.

Obje koristene frekvencije pokazale su wusporenje ortodontskog pomaka. To usporenje
najvjerojatnije je bilo izazvano djelovanjem vibracijskith podrazaja na aktivnost osteoklasta i
koCenje resorpcije alveolarne kosti. Resorpcija je vrlo vazna i1 neizbjezna pojava tijekom
ortodontskog pomaka. Kao nuspojava zabiljeZzena su znacajna osteéenja stanica i dezorganizacija
kolagenskih vlakana unutar parodontnog ligamenta najvjerojatnije izazvana prevelikom silom
vibracijskih frekvencija (0,4N). Sve navedene promjene bile su jace izrazene kod frekvencije od

30Hz nego od 60Hz.

U buduénosti su potrebne dodatne studije koje bi detaljnije istrazile utjecaj ¢itavog raspona
vibracijskih sila i frekvecija na alveolarnu kost i koStanu pregradnju koja se javlja tijekom

ortodontskog postupka.

Rezultati ove studije upucuju na zakljuak da vibracijski stimulusi, zbog potencijalnog kocenja
aktivnosti osteoklasta i resorpcije kosti, mogu imati korisnu primjenu pri prevenciji ortodontskog
relapsa koji se javlja neposredno nakon zavrSetka ortodontskog tretmana i predstavlja veliki

klini¢ki problem u ortodonciji.
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9. SUMMARY

“Effect of cyclical forces on the periodontal ligament and alveolar bone remodeling during

orthodontic tooth movement*

In this study we wanted to investigate how cyclical (vibratory forces), as noninvasive and relatively

simple and nonexpensive psysical methods, could affect orthodontic tooth movement in rats.

Two different vibrational frequences, 30 and 60Hz, at the force of 0.4Newton were applied
oclusally twice a week for 10 minutes in experimantal rats where the first left maxillary molars

were moved mesially for 2 weeks.

Both vibrational frequencies inhibited the amount of tooth movement. That effect was probably
caused by the inhibition of osteoclastic activity and alveolar bone resorption that is important and
necessary event during the orthodontic tooth movement. We also found that vibratory forces caused
increased number of apoptotic cells and marked disorganization of the collagen fibril structure
within the periodontal ligament, probably due to the excessive force levels used in these

experiments. All changes were more prominent with 30Hz vibrational frequencies.

Future studies should include additional analysis that would evaluate the effect of the whole range
of vibrational forces and frequencies on the alveolar bone and resorption during the ortodontic
tooth movement. Those studies should also evaluate more carefully the frequency and the point of

their application (vibrating the alveolar bone directly insead of the tooth crown).

Based on the results from this study, vibratory forces, because of their inhibitory effect on
osteoclastic activity and bone resorption and decceleration of tooth movement, could have a
significant impact and clinical use in the prevention of the orthodontic relapse, unwanted
orthodontic event that occurs immediately after the termination of treatment and present an

enormous problem in orthodontics.
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