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Gubitak zuba predstavlja veliki problem savremenog Coveka. Primena
novih tehnologija i stomatoloskih materijala u smislu izrade fiksnih ili
mobilnih stomatoloSkih protetskih nadoknada utiCe na promenu
odredenih biohemijskih parametara u pljuvacci pacijenata. Smatra se da
pojedini materijali u odredenoj meri uti€u na promenu kvaliteta i kvan-
titeta pljuvacke nakon postave u ustima. Prisustvo jona metala u usnoj
duplji, kao slobodnih jona, predstavlja veliki potencijal za stvaranje
faktora koji uzrokuju oksidativni stres. Narociti negativni efekat je pri-
mecen kod legura koje se koriste u izradi fiksnih stomatoprotetskih na-
doknada, jer izazivaju alergijske promene i hipersenzitivnost u usnoj
duplji. Dokazano je da aplikacija stomatoprotetskih nadoknada dovodi
do promena morfologije i redukciju pokretljivosti ¢elija, znacajnog
uvecanja nivoa oksidativnog stresa, pojavu citokina 1 Celijsku intoksi-
kaciju. Prilikom postave fiksne stomatoloSske protetske nadoknade
karakteristicna je mnogo brza adaptacija pacijenta, nego kod postave
mobilne stomatoloske protetske nadoknade, kada cesto dolazi do
pojave klini¢kih znakova zapaljenja. Aplikacijom fiksnih stomatoloskih
protetskih nadoknada, dolazi do pojave oksidativnog stresa koji je ma-
njeg intenziteta u pljuvacci, nego primenom mobilnih stomatoloSkih
protetskih nadoknada. Slican odnos je dobijen i analizom parametara
inflamacije 1 markera apoptoze u pljuvacci ispitanika. Povecani para-
metari zapaljenja, oksidativnog stresa 1 apoptoze u pljuvacci pacijenata
usled aplikacije fiksnih stomatoprotetskih nadoknada, mnogo brze
opadaju (normalizuju se) nego posle ugradnje mobilnih stomatoloskih
protetskih nadoknada. Analizirani biohemijski parametri su normalizo-
vani nakon 30 dana od ugradnje fiksnih ili mobilnih stomatoloskih pro-
tetskih nadoknada.
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Monitoring of biochemical parameters of inflammation, oxidative
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Tooth loss is a huge problem of the modern man. Use of new
technologies and dental materials in the fabrication of fixed or mobile
dental prosthetic appliances has an impact on the change of some of
the biochemical parameters in the patient saliva. It is thought that to a
degree, particular materials have an impact on the change of quality
and quantity of saliva after their placement in the mouth cavity. The
presence of metal ions as free ions in the mouth has got a large
potential for the creation of factors that cause oxidative stress. A
specially adverse effect has been observed with alloys used in the
fabrication of fixed dental prosthetic appliances, since they cause
allergic and hypersensitivity reactions in the mouth cavity. It has been
shown that use of dental prosthetic appliances induces changes in the
morphology and reduced motility of the cells, significant increase of
oxidative stress, appearance of cytokines, and cell intoxication. With
the placement of fixed dental prosthetic appliances patients tend to
adapt to them much quicker than with mobile appliances, when the
clinical signs of inflammation are much more common. With the
application of fixed dental prosthetic appliances oxidative stress in
the saliva is much less intense than with mobile appliances. A similar
relationship has been found in the analysis of parameters of
inflammation and markers of apoptosis in the saliva. Increased
parameters of inflammation, oxidative stress, and apoptosis in the
saliva of patients as the result of fixed dental prosthetic appliances,
tend to normalize much more rapidly than with mobile appliances.
The analyzed biochemical parameters normalize 30 days after the
placement of fixed or mobile dental prosthetic appliances.
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1. UVOD

Pljuvacka je sekret pljuvacnih i mukoznih Zlezda koji je u stalnom kontaktu sa
tkivima usne duplje i koji je znacajan za oralnu homeostazu. Uloge pljuvacke u odrzavanju
oralnog zdravlja i njeni sastojci navedeni su u tabeli 1 i 2. Pljuvagka je bioloski materijal,
koja sluzi za uvodenje novih dijagnostickih testova koji doprinose postavljanju pravovremene
dijagnoze i razja$njavanju patogeneze mnogih sistemskih oboljenja u medicini i stomato-
logiji. Poslednjih deset godina u literaturi se pominje vise od 2.500 radova na temu velike

vaznosti upotrebe pljuvacke kao bioloSkog materijala, umesto krvnog seruma.

Tabela 1. Glavne funkcije pljuvacke

Funkcije pljuvacke Komponente pljuvacke
Zastita oralne sluzokoze mucini

Zastita gledi prolinom bogati proteini
Remineralizacija gledi kalcijum, fosfati, fluoridi

Specifi¢na antimikrobna zastita oralne sredine Salivarni imunoglobulini

Odrzavanje pH na fizioloSkom nivou bikarbonati i fosfati

Tabela 2. Parametri koji se analiziraju u pljuvacci

Kategorije Parametri

Lekovi i metaboliti alkohol, amfetamini, nikotin
Antitela HIV, Helicobacter pylori

Metalni joni Ni, Co, Cr, Cd, Hg, Pb

Produkti inflamacije malondialdehyd, citokini, C reaktivni

protein, faktor tumorske nekroze

Mnogi autori navode da ovaj sekret moze biti pouzdan bioloski materijal za dokazivanje
pokazatelja sistemskih oboljenja i nadgledanje primene i efekata lekova, psihoaktivnih sup-
stanci i hormona. Dosadasnja istrazivanja su pokazala da se u pljuvacci mogu analizirati razni
parametri (lekovi i njihovi metaboliti, droge, antitela, toksi¢ni metali, medijatori zapaljenskih

procesa, faktori rasta) &ija se analiza rutinski sprovodi u krvnoj plazmi*™.

Mirjana V. Boskovi¢ — Pracenje biohemijskih parametara zapaljenja, oksidativnog stresa i apoptoze 1
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1. Uvop

Zbog toga Sto je u intimnom kontaktu sa tkivima usne duplje, pljuvacka odrzava i sva
zbivanja u njima, bilo fizioloska, bilo patoloska, pa je autori popularno nazivaju ,,ogledalom
oralnog zdravlja®“. Stoga analiziranje biohemijskog sastava pljuvacke moze biti od posebnog
znacaja u stomatologiji radi procene rizika za nastanak, dijagnostikovanje, pracenje toka
bolesti i kontrole rezultata primenjenog leCenja zubnog karijesa, parodontopatije, oralnih kar-

cinoma i infektivnih oboljenja u usnoj duplji*>™*’.

zausne.

Slika 1. Pljuvaéne Zlezde koje luce pljuvacku

1.1. ANALIZA BIOHEMIJSKIH MARKERA PLJUVACKE
U RAZLICITIM OBOLJENJIMA USNE DUPLJE

1.1.1. Moguénosti analiziranja pljuvacke u proceni rizika

za nastanak zubnog karijesa

Zubni karijes je najceS¢e oralno oboljenje slozene etiologije koje se javlja u svim
zivotnim dobima. Dijagnoza zubnog karijesa postavlja se relativno lako na osnovu klinickog i
radiografskog pregleda. Analiziranje pljuvacke sa aspekta zubnog karijesa nije znacajno u
dijagnostici, kao §to je slucaj sa parodontopatijom i drugim oralnim oboljenjima, ve¢ za pro-
cenu rizika nastanka ovog oboljenja. Na osnovu fizicko-hemijskih osobina pljuvacke (zapre-
mina izlucene pljuvacke, puferski kapacitet), kao i mikrobioloskog monitoringa ovog sekreta

(stepen kolonizacije oralne sredine kariogenim vrstama bakterija) otkrivaju se osobe kod ko-
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1. Uvop

jih postoji povecan rizik za nastanak karijesa. To omogucava pravovremenu primenu mera

prevencija radi smanjenja nastanka novog oboljenja'®%.

Koli¢ina izlucene pljuvacke zavisi od toga da li se luci nestimulisana ili stimulisana
pljuvacka, a podleze i individualnim razlikama. Poznato je da koli¢ina izlucene pljuvacke
direktno uti¢e na zubni karijes kod osoba sa rizikom za nastanak ovog oboljenja. Povecano
luéenje pljuvacke omogucava efikasnije odstranjivanje zaostalih ¢estica hrane iz usne duplje
(samocisc¢enje). Kako se sa povecanjem koli¢ine izlucene pljuvacke povecava i koncentracija
bikarbonata, glavnih pufera pljuvacke, umanjuje se i Stetan efekat kiselih proizvoda hrane.
Koli¢ina izlu¢ene pljuvacke odreduje se merenjem koli¢ine izlucene stimulisane pljuvacke u
odredenom vremenskom intervalu, $to je u proseku 0,7 — 1 ml u minuti. Smanjenje koli¢ine
izluCene pljuvacke direktno utice na povecani rizik za nastanak zubnog karijesa, Sto je

posebno uoéljivo kod osoba sa kserostomijom??°,

Puferska uloga pljuvacke je sposobnost ovog sekreta da odrzava pH vrednost oralne
sredine u fizioloSkim vrednostima (pH 6,1 — 7,8), pri kojima ne dolazi do demineralizacije
gledi zuba. Na osnovu puferskog kapaciteta pljuvacke moze se proceniti rizik za nastanak
zubnog karijesa. Postoji vise standardizovanih postupaka za odredivanje puferskog kapaciteta
pljuvacke koji su jednostavni za upotrebu u ambulantnim uslovima. Jedan od najceSce

koriS¢enih testova je Dentobuff*.

Takode, u proceni rizika za nastanak zubnog karijesa znacajno je i odredivanje ste-
pena zubnog karijesa kao 1 odredivanje stepena kolonizacije usne duplje kariogenim vrstama
bakterija (Streptococus mutans i Lactobacillus). Ove vrste bakterija poseduju kariogene odli-
ke, jer proizvodi njihovog metabolizma mogu doprineti nastanku pocetne kariozne lezije gle-

di zuba, odnosno njenom Sirenju u dentin®’.
1.1.2. Biomarkeri pljuvacke i dijagnostikovanje parodontopatije

Parodontopatija je hroni¢no oboljenje koje zahvata potporni aparat zuba, koje na kraju
dovodi do gubitka zuba. Dijagnostikovanje parodontopatije se zasniva na klinickim parametrima
(indeks plaka, gingivalni indeks, dubina parodontalnog dzepa, indeks krvavljenja, nivo pripojnog
epitela, CPITN) i radiografskim parametrima (stepen gubitka alveolarne kosti). Ova klinicka
merenja su korisna za dijagnostikovanje parodontopatije, ali pruzaju vrlo ograni¢ene informacije
u vezi sa subklinickim oblicima oboljenja, prognozom ove bolesti i procenom efekta primenjene
terapije. Analiza biohemijskog sastava pljuvatke moze biti veoma znacajna kao dopunski

dijagnosticki test. U pljuvacci se mogu dokazati brojni biohemijski pokazatelji patoloSkog
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u pljuvacci pacijenata sa fiksnim i mobilnim stomatolo$kim protetskim nadoknadama, doktorska disertacija



1. Uvop

procesa u parodoncijumu i to: aktivnost razli¢itih enzima;koncentracija imunoglobulina, faktora
rasta i antimikrobnih peptida; pokazatelji lipidne peroksidacije i oksidacionog oste¢enja DNK

molekula®™’.

Ispitivanje proteina pljuvacke primenom modifikovanih elektroforetskih metoda'® na
osnovu razlike u elektroforetskoj pokretljivosti prema molekulskim masama i razli¢itom pH
gradijentu™ omogucava da se sagleda i oceni stanje parodontalnih tkiva u razlicitim stadijumima
obolenja parodoncijuma. Ispitivanja primenom modifikovanih metoda na Pol-E filmu agaroze
ukazuju na anodnu i katodnu elektroforetsku pokretljivost proteina parotidne pljuvacke i na
isklju¢ivo anodnu pokretljivost proteinskih frakcija nestimulisane meSovite pljuvacke. Kisele
proteinske frakcije iz submandibularne i sublingvalne zlezde na elektroforegramu i denzitogramu
mesSovite pljuvacke odgovaraju, po pokretljivosti, oblasti albumina. Enzim alfa-amilaza (pH
6,7) stimulisane parotidne i meSovite pljuvacke zauzima oblast beta globulina u odnosu na

proteine humanog seruma zdravih osoba

Sa napredovanjem parodontopatije, Sto se ocenjuje vrednostima parodontalnih in-
deksa, smanjuje se broj razdvojenih frakcija, koje dobijaju nepravilan i zamuéen izgled, sto je
naroc¢ito izrazeno u terminalnom stadijumu oboljenja. Nepravilnosti se odnose na bazni gliko-
protein Mr 21000 i Mr 35000 bogat prolinom, kao i kalcijum — precipitabilne glikoproteine plju-
vacke podjezicne Zlezde, Cija se zastupljenost u meSovitom sekretu sa napredovanjem paro-
dontalnog oboljeja intenzivira. Frakcija kalcijum-precipitabilnih glikoproteina ima pokretljivost

albumina normalnog humanog seruma i ne nalazi se u parotidnoj pljuvacci®.

Ispitivanja meSovite pljuvacke kod osoba sa razli¢itim stadijumima parodontopatije
pokazala su da se najvec¢i broj proteinskih frakcija jasno i pravilno razdvojio u uzorcima
uzetih od osoba sa zdravim parodoncijumom ili u uzorcima uzetih od osoba kod kojih je
dijagnostikovan pocetni stadijum parodontopatije. Sa napredovanjem parodontalnog oboljenja
smanjuje se broj frakcija proteina zone psA (postalbumina), a povecava se zastupljenost

proteinskih frakcija u oblasti psT (posttransferina) 2.

Elektroforeza ukupnih proteina pljuvacke, iako pruza odredene informacije, relativno
je neprecizan analiti¢ki metod. Preciznije informacije mogu se dobiti analizom pojedinac¢nih
proteina pljuvacke, a zbog njihove uloge u fizioloskim i patoloskim procesima koji se odigravaju
na nivou suptilnih promena strukture i konformacije proteina (proteomike) u parodontalnim
tkivima. Zbog toga, brojni proteini pljuvacke mogu se smatrati potencijalnim pokazateljima

ativne parodontopatije®*.
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1. Uvop

Od pljuvacnih proteina, mogucih pokazatelja parodontopatije, narocito se izdvajaju
brojni enzimi, koji mogu da poti¢u od samih patogenih bakterija koje su odgovorne za nastanak
ovog oboljenja. U pitanju su bakterijske proteinaze, koje su direktno odgovorne za razgradnju
strukturnih proteina parodonta, posebno kolagena, kao $to su: kolagenaza, zelatinaza, arginin-
proteinaza, lizin-cistein proteinaza, seril-proteinaza. Znacajni su i hidroliticki enzimi oslobodeni
iz neutrofilnih leukocita kao odgovor organizma na bakterijsku infekciju parodonta na lokalnom
nivou — elastaza, katepsin G, katepsin D, mijeloporoskidaza. U pljuvacci se analiziraju i intra-
¢elijski enzimi, odgovorni za odigravanje metabolickih procesa u ¢elijama parodoncijuma, koji se
pojacano oslobadaju iz ostecenih ¢elija u pljuvacku: aminotransferaze (AST i ALT), laktat-
dehidrogenaza (LDH), alkalna fosfataza (ALP), kisela fosfataza (ACP). Podaci iz literature
pokazuju da pomenuti enzimi mogu biti pokazatelji akutnog patoloskog procesa u parodontu, jer
je njihova aktivnost bila znacajno poveéana u pljuvacci osoba obolelih od parodontopatije u
odnosu na zdrave ispitanike ?’. Takode, ovi enzimi mogu biti pokazatelji stepena aktivnosti
parodontopatije, jer je ustanovljena pozitivna korelacija izmedu njihove aktivnosti u pljuvacci i
vrednosti nekih klini¢jih parametara (gingivalni indeks, indeks krvavljenja, dubina parodontalnog
dzepa). Obzirom na to da se aktivnost pojedinih enzima (oslobodenih iz leukocita) u pljuvacci
osoba obolelih od parodontopatije znacajno smanjila posle primenjene terapije, autori isticu da ti

enzimi mogu biti korisni i za procenu efekata le¢enja pomenute bolesti 16.17:28-31

Osim enzima, i ostali proteini pljuvacke (trombocitni i aktivirajuéi faktor, endotelni
faktor rasta, hepatocitni faktor rasta, laktoferin, fibronektin) mogu se smatrati potencijalnim
pokazateljima aktivne parodontopatije. Proteomika sve viSe postaje savremeni rani marker
Celijskih oste¢enja u parodontopatiji. Tokom istrazivanja ustanovljena je njihova povecana
koncentracija u pljuvacki obolelih osoba u odnosu na zdrave ispitanike. Naroc€ito su zanimljivi
proteini (cistatin i lakoferin) ¢ija se koncentracija u pljuvacci ispitanika obolelih od parodon-
topatije znaCajno smanjila posle lecenja, koji pokazuju da li se i na molekulskom nivou stisao

patoloski proces i u kojoj meri tako da ogu biti korisni markeri klini¢kog toka i prognoze 2

Parodontalna oboljenja su, po pravilu, pra¢ena kvantitativnim i kvalitativnim prome-
nama imunoglobulina. Te promene se mogu pratiti analizom gingivalne te¢nosti 1 pljuvacke.
Odredivanje nivoa pljuvacnih imunoglobulina je znacajno, kako za postavljanje dijagnoze,
tako 1 za prognozu parodontalnih oboljenja, kao i za pracenje efekata lecenja ovih oboljenja.
Obzirom na to da u parodontalnim oboljenjima postoji selektivna distribucija pojedinih kate-
gorija imunoglobulina, razvijeni su metodi za procenu njihovog sadrzaja tokom oboljenja.

Jednostavan Dot Blot Assay je pogodan za otkrivanje potklasa imunoglobulina G u pljuvacci
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1 gingivalnoj tecnosti, a ELISA-test za otkrivanje potklasa imunoglobulina A. Odredivanje
nivoa ovih imunoglobulinskih izotipova u oralnim te¢nostima je znacajno u proceni stepena

zapaljenja gingive *.

Jedna od znacajnih uloga pljuvacke u oralnoj homeostazi je antioksidaciona zastita
oralne sredine, Sto ovaj sekret obezbeduje svojim specificnim enzimima (pljuvacna peroksidaza,
superoksid-dismutaza, glutation-peroksidaza i glutation-katalaza), kao i nekim neenzimskim
antioksidansima (mokracna kiselina, albumini, glutation). Ispitivanje antioksidacione sposobnosti
pljuvacke osoba obolelih od parodontopatije pokazalo je da je ukupni antioksidacioni kapacitet
ovog sekreta znaCajno smanjen u odnosu na zdrave ispitanike. U pljuvacci je povecan sadrzaj
malondialdehida (MDA), poznatog pokazatelja stepena lipidne peroksidacije u tkivima, $to
govori u prilog tome da oskidacioni stres ima zna¢ajno mesto u patogenezi ove bolesti. Zbog
toga se u prevenciji parodontopatije, pored ostalih poznatih mera, preporucuje i primena

. . o . .. .- 34,35
antioksidanasa, kao Sto su vitamini A,C,E 1 bioclement selen .

Laboratorijski dijagnosticki test bi trebalo da bude visokospecifican i osetljiv da bi
bio validan za dijagnostikovanje nekog oboljenja. Obzirom na sloZenu etiopatogenezu parodon-
topatije, ispitivanje jednog sastojka pljuvacke bilo bi nedovoljno sepcifi¢no i osetljivo za po-
stavljanje dijagnoze, prognozu ili procenu efekata leCenja. Medutim, analiziranje vise plju-

vacnih pokazatelja obezbedilo bi preciznije informacije u vezi sa ovim oboljenjem®4.

1.1.3. Biomarkeri pljuvacke u dijagnostikovanju infektivnih oboljenja

Krvni serum predstavlja uzorak bioloskog materijala koji se koristi u svakodnevnom,
rutinskom dijagnostikovanju infektivnih oboljenja. Medutim, poslednjih decenija dvadesetog
veka Cine se veliki napori da se krvni serum, zameni nekom drugom bioloSkim materijalo.
Jedan od njih svakako mozZze biti pljuvacka, naro€ito ako je inficirana oralna regija. Pljuvacku
¢ine mnoge komponente koje predstavljaju ¢inioce humoralne imunosti, ka $to su: laktoferin,
lizozim, peroksidaza, interferoni. Pored toga u pljuvacki se nalaze antitela klase IgA, IgG i

IgM, koje su znadajne za serolosko dijagnostikovanje infektivnih oboljenja*"*>.
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1.1.4. Mogu¢énosti ispitivanja pljuvacke u usnoj duplji pacijenata
sa stomatoloSkim protetskim nadoknadama

Gubitak zuba predstavlja veliki problem savremenog ¢oveka. Primena novih tehnologija i
stomatoloskih materijala u smislu izrade fiksnih ili mobilnih stomatoloskih protetskih nadoknada
uti¢e na promenu odredenih biohemijskih parametara u pljuvacci pacijenata®. Prilikom apli-
kacije fiksne protetske nadoknade karakteristicna je mnogo brza adaptacija pacijenta, nego
kod postave mobilne protetske nadoknade, kada Cesto dolazi do pojave klini¢kih znakova
zapaljenja. U ranijim istrazivanjima je dokazano prisustvo slobodnih jona metala i molekula
nevezanog akrilata u pljuvacci®. Smatra se da pojedini materijali u odredenoj meri uti¢u na

promenu kvaliteta i kvantiteta pljuvacke nakon postave u ustima“®,
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Slika 2. Mobilna stomatoloska protetska nadoknada

U oblasti stomatoloskih nauka postoje mnoge studije koje su prouCavale direktne
efekte uzrokovane prisustvom i $tetnim efektima slobodnih radikala®’. Pojedini autori su
merili nivo oksidativnog stresa u serumu, pljuvacci i gingivalnoj sulkusnoj te¢nosti kod
pacijenata kod kojih je dijagnostikovana hroni¢na parodontopatija, nakon aplikacije fiksne 1
mobilne protetske nadoknade. Dokazano je da je nivo malondialdehida (MDA) — sekundarnog
produkta lipidne peroksidacije, u pljuvacci i gingivalnoj sulkusnoj te¢nosti znacajno veéi kod
ispitanika sa stomatoloskim protetskim nadoknadama u odnosu na zdrave pacijente, Sto

ukazuje da lipidna peroksidacija igra vaznu ulogu u parodontalnoj patologiji*.

Druge studije takode su obuhvatile istrazivanja nivoa inflamatornih parametara kod
pacijenata sa parodontopatijom. Dokazano je da su parametri zapaljenja znacajno povecani U

krvi ispitanika kod kojih su aplikovane stomatoloske protetske nadoknade®.
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Prisustvo jona metala u usnoj duplji kao slobodnih jona, predstavlja veliki potencijal
za stvaranje faktora koji uzrokuju oksidativni stres. Narociti negativni efekat je primec¢en kod
legura na bazi nikla i hroma koje se koriste u izradi fiksnih stomatoloskih protetskih nadokna-
da, jer izazivaju alergijske promene i hipersenzitivnost u usnoj duplji. Dokazano je da apli-
kacija stomatoloskih protetskih nadoknada dovodi do promena morfologije i redukciju po-
kretljivosti ¢elija, znaajnog uvecanja nivoa oksidativnog stresa, pojavu citokina i ¢elijsku in-
toksikaciju. U odnosu na legure kobalta i hroma, legure nikla i hroma pokazuju mnogo manju
biokompatibilnost™.

Slika 3. Metalo-keramicki most ili fiksna stomatoloSka protetska nadoknada

Oksidativni stres 1 apoptoza su znacajni u patogenezi mnogih stanja u usnoj duplji
koja su uzrokovana slobodnim radikalima u koncentraciji koja uzrokuju bol i zapaljenje. Neki
autori su pokusali da povezu pojavu bola u temporomandibularnim poremecajima sa merenjem
biomarkera oksidativnog stresa (8-hidroksideoksiguanozin, malondialdehidi totalni antioksi-

dativni kapacitet) u pljuvaéci i serumu.

Neke druge studije su bile usmerene na in vivo istrazivanja oksidativnog stresa uzro-
kovanog prisustvom metalnih jona iz legura koje se koriste za izradu Zi¢anih kukica i ligatura
kod parcijalnih mobilnih proteza i ortodontskih aparata®. One pokazuju da su ovi metalni joni
potencijalni uzrok oksidativnog stresa zavisno od pH vrednosti sredine u usnoj duplji. Stan-
dardne zi¢ane kukice od nikal-titanijum legura izazivaju najintenzivniji oksidativni stres, dok
celicne kukice 1 kukice izradene od legure titanijum-molibden pokazuju najnizi nivo oskida-
tivnog stresa. Ova visoka biokompatibilnost je u skladu sa mnogim ranijim studijama®. Naime,

zicane kukice u usnoj duplji su izlozene hemijskim, bioloskim i fizi€¢kim uticajima koji uzro-
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kuju oksidaciju metala. Kao posledica toga nastaje korozija i formiranje oksida ili organo-
metalnih komponenti koje vode do poremecaja u ¢elijskoj ravnotezi. Kobalt-hrom legure do-
vode do niske pokretljivosti ¢elija, inhibicije ¢elijskog rasta i visokog nivoa oksidativnog
stresa. Zapazeno je da joni kobalta iz kobalt-hrom legure inhibiraju ¢elijski rast, dok su joni

nikla i kobalta zajedno odgovorni za mitohondrijalnu aktivnost kod humanih fibroblasta™.

1.2. OKSIDATIVNI STRES U USNOJ DUPLJI

Oksidativni stres je definisao Helmut Sies 1985. godine kao poremecaj u kojem pre-
vagu imaju slobodni radikali nad antioksidantima usled ¢ega dolazi do oSte¢enja vaznih
¢elijskih makromolekula (proteina, lipida, ugljenih hidrata i DNK). Proces oksidacije je deo
regulatornog biohemijskog funkcionisanja ljudskog tela u procesu stvaranja energije koja je
neophodna za zivot. Tokom normalnih metaboli¢kih procesa dolazi do stvaranja slobodnih
radikala, koji se ukljucuju u uobicajene bioloske procese, ali isto tako mogu biti u nekontrolisa-
nim uslovima uzrok i oksidativnog ostecenja ¢elija *°. Slobodni radikali prema tome mogu ima-
ti fizioloSku ili patolosku ulogu u organizmu. Oksidativno oStec¢enje nastaje ili zbog povecane

produkcije slobodnih radikala ili zbog nedovoljne efikasnosti antioksidativnog sistema zastite

Slobodni radikali su atomi, atomske grupe ili molekuli koji sadrZe jedan ili viSe nespa-
renih elektrona u poslednjoj molekulskoj, odnosno atomskoj orbitali. Nespareni elektroni su
uzrok njihove visoke reaktivnosti i nestabilnosti. TeZzeci da spare nesparene elektrone slobodni
radikali se ponasaju kao snazni elektrofili. U reakciji sa supstratom odnosno donorom elektro-
na, slobodni radikali se redukuju (dobijaju elektron), a supstrat se oksidiSe (gubi elektron) 1
postaje tzv. sekundarni slobodni radikal i otpocinje lanac radikalskih reakcija. Jednom pokrenut
ovaj lanac ima osobinu prostornog i vremenskog Sirenja uz pojacavanje efekta®.

Medutim, u situaciji povecanog stvaranja 1/ili neadekvatnog uklanjanja slobodnih ra-
dikala dolazi do narusavanja redoks homeostaza ¢elije i ispoljavanja negativnog efekta, odno-
sno nastanka oksidativnog stresa. Ovako stvoreni “viSak™ slobodnih radikala, dovodi do oSte-
¢enje celijskih lipida, proteina i nukleinskih kiselina. Osim toga, slobodni radikali mogu da
menjaju signalnu transdukciju i1 ekspresiju gena, te na taj nacin doprinose patoloskim proce-
sima u organizmu .

Utvrdeno je da su slobodni radikali ukljuceni u patogenezu diabetes mellitusa, atero-
skleroze, HIV infekcije, autoimunih, neurodegenerativnih, malignih, inflamatornih i mnogih

drugih oboljenja(Lichen planus, afte, dinije i piroze). Oksidativni stres ucestvuje i u procesu
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starenja. Celijsko starenje je praéeno specifinim funkcionalnim i morfologkim promenama,
prouzrokovanim opadanjem i postepenim gasenjem mnogobrojnih ¢éelijskih procesa. U procesu
starenja slabi prirodna antioksidativna sposobnost usled geneticki programirane redukcije u
sintezi antioksidanasa, §to potencira dejstvo slobodnih radikala®.

Termin reaktivne vrste se u literaturi sve vise koristi umesto termina slobodni radikali
imajuci u vidu da su ovim pojmom obuhvacene sve klase jedinjenja elektrofilnog karaktera
visoke reaktivnosti. U zavisnosti od aktivnog centra oni se dele na reaktivne vrste sa kiseonikom
(ROS), azotom (RNS), ugljenikom (RCS) i sumporom (RSS). Najznacajnije reaktivne vrste u
Zivim sistemima su reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) u koje se ubrajaju: superoksidni anjon (O),
hidroksil radikal (HO), peroksil radikal (ROO), alkoksil radikal (RO), hidroperoksil radikal
(HOOQ), kao i neradikalske vrste: vodonik peroksid, hipohlorna kiselina, ozon, singletni kiseonik.
U RNS se ubrajaju slobodno radikalske vrste kao Sto su nitroksilradikal (NO) i azot dioksid
radikal (NO;) kao i neradikalske vrste: azodioksid anjon, azot trioksid, nitronijum jon,peroksinirit
anjon, alkil peroksinitrit, nitroksil anjon, nitrozil katjon i nitril hlorid. U RCS spadaju alkil radikal
(R), alkoksil radikal (RO), peroksil radikal (ROO), dok se u RSS ubrajaju tiil radikal (RS),
glutatiil radikal (GS) i diglutatiil anjon radikal (GSSG). U proucavanju zivih organizama najveci

znacaj imaju slobodni kiseoni¢ni radikali (ROS) i reaktivna jedinjenja azota (RNS).
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Slika 4. Oksidativni stres u oboljenjima razlicitih organa
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1.2.1. Slobodni Kiseoni¢ni radikali

Najznacajniji izvor stvaranja ROS svakako predstavlja proces celijskog disanja tj.
oksidativne fosforilacije u mitohondrijama. Od ukupno unetog molekularnog kiseonika (O),
90% dospeva u mitohondrije, gde se tokom celijskog disanja, odvija Cetvoro-elektronska
redukcija O, do H,O, a oslobodena energija se koristi za sintezu adenozin trifosfata (ATP).
Usled slabih veza izmedu elektrona i odgovaraju¢ih enzima koji u€estvuju u njihovom pre-
nosu, dolazi do “curenja”elektrona i stvaranja ROS®. Tokom ¢elijskog disanja 2 % kiseonika ne
podleZe potpunoj redukciji do H,O tj. ucestvuje u stvaranju ROS. Zbog toga se mitohondrijalni
respiratorni lanac smatra najznacajnijim izvorom O,. Superoksid se stvara i dejstvom NADPH

kao prvi korak u reakciji fagocita tokom inflamacije, ali i u procesu apoptoze.
NADPH + 20, ----- NADP* + H*+ O%

Superoksid anjon radikal nastaje i pri autooksidaciji flavina, pterina, kateholamina,
kao i delovanjem spoljasnjih agenasa kao Sto je zracenje i delovanje citostatika. Moze nastati
I oksidacijom hemoglobina i mioglobina u methemoglobin i metmioglobin. U fizioloskim
uslovima kiseonik ne izaziva toksi¢ne efekte, jer ga enzim superoksid dismutaza SOD)

transformise u manje aktivan vodonik peroksid.
O* +2 H" SOD — O, + H;0;

Glavno mesto stvaranja vodonik peroksida (H,O;) u ¢elijama su peroksizomi. Vodo-
nik peroksid poseduje brojne toksi¢ne efekte uprkos Cinjenici da predstavlja najstabilniji
intermedijerni produkt redukcije kiseonika i iako ne predstavlja pravi slobodni radikal jer
nema nesparenih elektrona. Katalaza razlaze vodonik peroksid do vode i kiseonika i na taj
naéin smanjuje njegovu toksi¢nost. Oksidacija sulfhidrilnih grupa proteina u prisustvu H,O,,
ali i inicijacije procesa lipidne peroksidacije, u reakciji sa jonima metala dovodi do stvaranja
izuzetno reaktivnog hidroksil radikala. Hidroksil radikal (HO) kao neutralni oblik hidroksil
anjona predstavlja najreaktivniji intermedijerni produkt parcijalne redukcije kiseonika i ima
veoma kratak poluzivot, svega 107s.

Toski¢nost brojnih metala, kao $to su kadmijum, arsen, nikl dr. pripisana je produkciji
slobodnih radikala nastanku oksidativnog stresa. Toski¢ni metali sa promenljivom valencom
(npr. arsen) po unosu u organizam direktno dovode do stvaranja slobodnih radikala, dok oni
koji imaju stabilnu valencu (npr. kadmijum) indirektno dovode do nastanka oksidativnog stresa.

Interreaguju sa esencijalnim metalima (Cu, Fe, Se) na razli¢tim nivoima, oni mogu da indirektno
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usled suprimiranja antioksidativne odbrane doprinesu nastanku oksidativnog stresa. U situ-
acijama kada dode do ostec¢enja peroksizoma, veliki deo H,O; se oslobada u citoplazmu,
indukujuéi stanje oksidativnog stresa u ¢eliji®!.

Vitamin C povecava bioraspolozivost Fe (oslobada Fe iz depoa feritina), kao i $to
povecava njegovu resorpciju iz gastrointestinalnog trakta i time ga ¢ini dostupnim da sa H»0O»
(koga u oksidativnom stresu ima u povisenoj koncentraciji) produkuje HO. Tako je toksi¢nost

H,0; u prisustvu Fe povecana 10 do 1000 puta.

1.2.2. Slobodni radikali azota

Tokom normalnog metabolizma c¢elije osim reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) stvaraju
se i azotni radikali (RNS). Azot monoksid (NO) nastaje oksidacijom L-arginina u prisustvu
enzima azot monoksid sintetaza (NOS). U fizioloSkim uslovima azot monoksid kontroliSe razne
¢elijske procese: tonus krvnih sudova, smanjuje adheziju i agregaciju trombocita, reguliSe tonus
glatkih i popre¢no-prugastih misi¢a, ucestvuje u neuroendokrinoj regulaciji; reguliSe glad, bol
i san®.

NO je neurotransmiter, a u imunom sistemu modulira citotoksi¢nost makrofaga. Pod
odredenim okolnostima NO ucestvuje u izvesnim patofizioloskim procesima. Azot monoksid
postoji u nekoliko hemijskih formi (NO", NO, NO+) i zato ima $irok dijapazon dejstva i bio-
loskih funkcija. NO™ i NO pokazuju zastitna svojstva, za razliku od NO. U endotelnim éelija-
ma i makrofagima NO reaguje sa O, i gradi visoko reaktivno jedinjenje peroksinitrit (ONOO).
Protonovanjem peroksinitrita nastaje peroksinitritna kiselina (ONOOH) koja je vrlo nesta-
bilna i njeni degradacioni produkti, OH i NO,-azot dioksid radikal, vrlo aktivni radikali, do-

prinose sveukupnom citotoksi¢nom efektu®.

Inicijalni efekti oStecenja celija uzrokovanih reakcijama slobodnih radikala, do skora
su se u literaturi pripisivali hidroksil radikalu (HO). Imajuéi u vidu da se reakcija izmedu O3 i
NO odvija tri puta brze od reakcije feri-kompleksa sa O,, sve vise se veruje sa termodinamickog i
kinetickog aspekta, da je klju¢ni oksidiraju¢i agens neki od intermedijera izomeracije degrada-
cionih produkata peroksinitritne kiseline do nitrita. Delovanje NO 1 ONOO na DNK moze re-
zultirati apoptozom. Smatra se jednim od induktora nastanka ateroskleroti¢nih promena u Krvnim
sudovima, imajuci u vidu da je metabolicki intermedijer azot oksid Koji se stvara u epiteliju-

mu krvnih sudova®.

Mirjana V. Boskovi¢ — Pracenje biohemijskih parametara zapaljenja, oksidativnog stresa i apoptoze 12
u pljuvacci pacijenata sa fiksnim i mobilnim stomatolo$kim protetskim nadoknadama, doktorska disertacija



1. Uvop

1.2.3. Uloge reaktivnih kiseoni¢nih radikala

Kada su otkriveni, slobodni radikali su smatrani vrlo Stetnim, ali se poslednjih dvadesetak
godina sve vise govori i o njihovim korisnim ulogama®. Naime, za razliku od visokih koncen-
tracija slobodnih radikala, $to vodi u razvoj oksidativnog stresa koji je preduslov mnogobrojnih
patoloskih efekata, niske i umerene koncentracije ovih materija, koje nastaju sasvim normalno
tokom metabolicke aktivnosti éelije, igraju visestruko znagajne uloge u mnogim reakcijama®.

Neke od njih su: regulacija signalnih puteva unutar ¢elije i medu ¢elijama, uloga he-
moatraktanata i aktivatora leukocita, uloga u fagocitozi, zatim uces¢e u odrzavanju, promeni
poloZzaja i oblika ¢elije, pomo¢ c¢eliji tokom adaptacije i oporavka od ostecenja (npr. izazvanih
fizickim radom), uloga u normalnom ¢elijskom rastu, programiranoj ¢elijskoj smrti (apoptozi)
i Celijskom starenju, u sintezi esencijalnih bioloskih jedinjenja i proizvodnji energije, kao i
doprinos regulaciji vaskularnog tonusa, odnosno vaskularizacije tkiva®’.

Uloga u regulaciji signalnih puteva unutar ¢elije podrazumeva, na primer, oksidaciju
rianodinskih receptora, kojom superoksid-anjon radikal podsti¢e oslobadanje Ca®" iz depoa u
sarkoplazmatskom retikulumu skeletnomisi¢nih ¢elija i na taj na¢in modulira snagu voljnih
misi¢nih kontrakcija68. Osim toga, i azot-oksid (NO), koga proizvode skeletni misici, ima
ulogu endogenog modulatora njihove kontraktilnosti. Naime, interakcijom sa rianodinskim
receptorima ili posredstvom ¢cGM, ovaj slobodni radikal takode modulira oslobadanje Ca®" iz
sarkoplazmati¢nog retikuluma, tako da 1 on menja razdraZljivost 1 kontraktilnost skeletnih
misic¢a. Uz to, azot-oksid ucestvuje u meducelijskoj signalizaciji i na druge nacine. FunkcioniSe
kao jedan od neurotransmitera na sinapsama i doprinosi regulaciji vaskularnog tonusa, odno-
sno vaskularizaciji tkiva, tako Sto funkcioniSe kao lokalni vazodilatator®™. Ucestvuje 1 u regu-
laciji angiogeneze, kontroli peristaltike, regulaciji reproduktivnih funkcija zarastanju povr-
Sinskih rana, metabolizmu glukoze, aktivaciji mastocita, funkcionisanju srca.

Mnogi efekti slobodnih radikala mogu uslediti oslobadanjem ili aktivacijom sekundarnih
medijatora inflamacije’®. Dosadasnje studije pokazuju da receptori za vezivanje brojnih
peptidnih faktora rasta stimuliSu produkciju ROS, kao 1 da je oksidativni prasak fagocita
potreban za odredeni aspekt signalizacije’". U tom smislu je potvrdena uloga oksidanasa kod
signalizacije koju obavljaju: insulinski faktori rasta — IGF, vaskularni endotelni faktor rasta -
VEGF, faktor nekroze tumora — TNF i interleukin 18 — IL-18. Dalji dokaz veze izmedu
nastanka ROS i prenosa signala pruza podatak da TRAF4, koji je sastavni deo TNF, prenosi

signal tako $to se vezuje direktno za komponentu kompleksa NADPH-oksidaza.
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Buduc¢i da su reaktivne kiseoni¢ne vrste moc¢ni hemoatraktanti i aktivatori leukocita,
esencijalne su i za antimikrobnu aktivnost i uklanjanje ¢elijskih ostataka. Razarenje tkiva
pomocu slobodnih radikala, posebno sa hidroksilnim radikalom (OH), stimuliSe antimikrobnu
aktivnost fagocitnih celija za vreme respiratornog praska. Za odbranu domacina je posebno
vazna sposobnost neutrofilnih granulocita za produkciju ROS i njihovu specifi¢nu upotrebu u
borbi protiv mikroorganizama’®. Naime, leukociti proizvode slobodne kiseoni¢ne radikale tokom
fagocitoze. Respiratorni prasak otpo¢inje odmah po unosu stranog tela u fagocit (npr.
neutrofilni granulocit ili monocit), a podsti¢u ga neki citokini (npr. IL1 i TNF), pod dejstvom
NADPH-oksidaze, multienzimskog sistema koji generiSe sintezu slobodnih kiseoni¢nih
radikala.

U mitohondrijama fagocita dolazi do konverzije molekulskog kiseonika u slobodne
radikale i neke neradikalske agense, odnosno u: superoksidni anjon radikal (O%), hidroksilni
radikal (OH"), hipohlorastu kiselinu (HOCI), vodonik-peroksid (H20,) i singletni kiseonik
(10,). Tako, aktivacijom NADPH-oksidaze nastaje superoksid anjon radikal, a njegovom
dismutacijom se dobijaju vodonik-peroksid i singletni kiseonik®.

Istovremeno, lizozomalna mijeloperoksidaza (MPO) omoguéava nastanak hipohloraste
kiseline — HOCI, i hidroksilnog radikala — OH". Njihova proizvodnja je neophodna, zato $to
omogucavaju uniStavanje materije unete u fagozome. Ovo podsticu tako Sto oksidacijom
genetski materijal (DNA i RNA) i sl. Superoksid anjon radikal, hipohlorasta kiselina i hidroksilni
radikali mogu reagovati sa nezasi¢enim masnim kiselinama membranskih lipida, tako §to ini-
ciraju njihovu peroksidaciju™.

Konacno, proizvedeni slobodni radikali, svaki na svoj nacin, doprinose liziranju bakte-
rijskih ¢elija u roku od 30 do 60 minuta, naravno, uz veliki utroSak kiseonika. Zato se kise-
oni¢ni radikali i druge toksi¢ne vrste, proizvedene od strane NADPH-oksidaze i MPO, smatraju
direktno odgovornim za uniStavanje mikroorganizama. Medutim, znacajno je istaci da oni nisu
dovoljni za unistavanje bakterija, vec je za to najvaznije oslobadanje neutrofilnih proteaza75.

Osim slobodnih radikala koje dobijaju zahvaljujuc¢i aktivnosti NADPH-oksidaza i
mijeloperoksidaza, makrofagi proizvode i citoliti¢ni azot-oksid koga koriste za uniStavanje,
ne samo bakterija, nego i malignih i tumorskih ¢elija sopstvenog organizma. lako sam nije
jako toksi¢an, fagocitni azot-oksid je jako vazan jer reaguje sa vodonik-peroksidom ili super-
oksidnim anjonom i tako omogucava proizvodnju jako toksi¢nog peroksinitritnog radikala
(ONOO-) i azot(IV)-oksid radikala (NO?*) koji ubijaju bakterije, gljivice, helminte i tu-

morske celije. Doprinos ROS koji nastaju u fagocitima nije samo u degradacija patogena i

Mirjana V. Boskovi¢ — Pracenje biohemijskih parametara zapaljenja, oksidativnog stresa i apoptoze 14
u pljuvacci pacijenata sa fiksnim i mobilnim stomatolo$kim protetskim nadoknadama, doktorska disertacija



1. Uvop

oStecenih Celija sopstvenih tkiva, nego i u tome Sto aktivirani fagociti oslobadaju ROS i da bi
indukovali migraciju leukocita, jer su mo¢ni hemoatraktanti i aktivatori ovih ¢elija, 1 kako bi
razvili inflamatorni odgovor, kojim otpocinje oslobadanje drugih inflamatornih medijatora,
kao §to su: eikosanoidi, citokini i proteaze’.

Od ostalih fizioloskih uloga slobodnih radikala treba ista¢i uceS¢e u integrinima
posredovanom, odrZavanju, promeni poloZaja i oblika ¢elija’’. Osim toga, stimulacijom tran-
skripcionih faktora (HSP1, NF-kB), slobodni radikali kontroliSu gensku ekspresiju i tako
podsticu sintezu proteina i normalan rast ¢elija. Neosporno je da slobodni radikali pomazu
adaptaciju i oporavak tkiva posle oStecenja na viSe nacina. Naime, podsti¢u oStecene Celije da
udu u programiranu ¢elijsku smrt — apoptozu, a takode indukuju privlacenje leukocita u oste-
¢eno tkivo, aktiviraju ih i, kao §to je ve¢ opisano, znacajno ucestvuju u njihovoj fagocitnoj ulo-
zi. Na taj nacin, slobodni radikali potpomazu uklanjanje oStecenih celija iz tkiva i tako ubr-
zavaju njihov oporavak’®. Ako se tome doda i ulogu slobodnih radikala u podsticaju sinteze ne-
kih bioloski aktivnih jedinjenja (npr. NO, kao vazodilatatornog i angiogenog transmitera) i
stimulaciji normalnog rasta ¢elija, jasno je da su oni uklju¢eni u kompletan tok oporavka tki-
va, od uklanjanja oSte¢enih ¢elija do njihove zamene novim. Medutim, ovde se mora istaci
da, osim u uklanjanju oStecenih ¢elija, slobodni radikali u¢estvuju i u ¢elijskom starenju79.

Slobodni radikali su ukljuceni i u proizvodnji energije. Tako, azot-oksid ima ulogu u
metabolizmu glukoze. On je potreban i za diferencijaciju razvojnih oblika eritrocita, jer inhi-
bira rast, diferencijaciju i hemoglobinizaciju primarnih ¢elija eritrocitne loze. Ako imamo u
bodnih radikala, jasno je da su oni neophodni za Zivot i opstanak, ali naravno, samo kada se
sintetiSu u normalnim koli¢inama, jer ¢im njihova sinteza prevazide kapacitet tzv. antioksidativne
biomolekula (proteina, DNK, lipida i ugljenih hidrata) i, shodno tome, vodi u seriju poreme-

¢aja funkcija razlicitih ¢elija, tkiva, pa i kompletnog organizma®".

1.2.4. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je proces oksidativnog osteéenja lipida. Celijska membrana kao
1 membrane subcelijskih organela predstavljaju mesto gde otpocinje oksidativno oStecenje
lipida, tj. lipidna peroksidacija (LPO) usled velike zastupljenosti lipida u njima. Kao posle-
dica oStecenja lipida celijske membrane dolazi do smanjenje fluidnosti, pove¢ane propustlji-

vosti za jedno i dvovalentne jone, inaktivacije membranskih enzima i gubitka integriteta
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membrane. Ruptura lizozomskih membrana oslobada hidroliticke enzime, Sto sveukupno
dovodi do vitalnih éelijskih poremecaja i na kraju do smrti éelije®®. Ozbiljnost éelijskog ostece-
nja zavisice od toga na kojim subcelijskim membranama (organele, jedro) se odvija lipidna

peroksidacija.

Ovaj proces moze biti zapoet enzimskim putem ili neenzimskim putem®. Enzimski
put podrazumeva delovanje lipooksigenaze, ciklooksigenaze i citohrom P450 katalizovane
reakcije, dok neenzimski put predstavlja delovanje slobodnih radikala na nezasi¢ene lipide

membrana (autooksidacija i fotooksidacija)®°.

Produkti lipidne peroksidacije imaju dug poluZivot, veoma su reaktivni, zbog Cega
mogu da uti¢u na brojne druge biomolekule, proteine i nukleinske kiseline. Zbog toga su oni
proaterogeni, proinflamatorni, potencijalno toksi¢ni, mutageni i karcinogeni®. Medutim, pro-
dukti lipidne peroksidacije imaju i neke bioloske funkcije. Naime, oni ucestvuju u intracelular-
nom preno$enju signala, regulaciji genske ekspresije, aktivaciji transkriptora i faktora rasta '.

Peroksidacija polinezasi¢enih masnih kiselina (PNMK) protice kroz tri stadijuma:
inicijaciju, propagaciju i terminaciju. Proces inicijacije podrazumeva pokretanje lanc¢anih
reakcija, kada se generisu lipidni radikali (R* — alkil radikal). Propagaciona faza se nadovezuje
na prethodnu i1 podrazumeva reakciju lipidnog radikala (R’) sa molekularnim kiseonikom
(0y), pri cemu nastaje peroksil radikal (ROO"). Peroksil radikal je nosilac dalje propagacije
lipidne peroksidacije, koji brzo i lako reaguje sa sledeCcom masnom kiselinom. Lipidna pero-
ksidacije se zavrSava pretvaranjem vodonik peroksida u sekundarne neradikalne molekule —
ugljen vodonike, aldehide, alkohole i ketone ili stvaranjem polimera. Prisustvo antioksidanta
olakSava okoncCanje lanc¢ane reakcije, a konacni efekti lipidne peroskidacije zavisi¢e od krajnjih
produkata. Malondialdehid (MDA), terminalni produkt oksidativhog oSte¢enja PNMK, una-
krsno se vezuje za proteine i fosfolipide membrane, ¢ime se produbljuje oksidativno oStecenje
biomolekula 1 priznat je kao validan marker LPO. Jedan od najznacajnijih mehanizama dejstva
lipidne peroksidacije i hidroperoksida je njihov uticaj na homeostazu natrijuma i kalijuma.
Oni aktiviraju Ca®*- ATP-azu kao i Na+ - K+ - ATP-azu pri ¢emu dolazi do slobodnog prola-
za Ca”" jona u éeliju §to se inade ne desava.

Poremecena koncentracija Ca®t jona unutar i van ¢elije dovodi do aktivacije intracelu-
larnih hidrolaza ¢ime se oStecuju membranski fosfolipidi, citoskelet i membranske subce-
lularne organele. Na ovaj nacin posebno dolazi do ostec¢enja mitohondrija. Merenje malondi-
aldehida kao produkta lipidne peroksidacije najcesce se koristi kao pokazatelj inteziteta ovog

procesa tj. mere oksidativnog stresa uop§te88.
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Istrazivanja pokazuju da je nivo MDA poviSen u tumoru pluca, dojke, zeluca, grli¢a
materice, u hroni¢noj limfocitnoj leukemiji, u melanomu, u preeklampsiji, kod pacijenata sa
aterosklerozom, dijabetesom, oboljenjima jetre, pacijenata sa Alchajmerovom boles¢u, kod
pusada, kao i kod lichena planusa, afti®®. Slobodni radikali mogu delovati direktno na protein
ili oksidacija proteina moze biti posledica oksidacije druge vrste molekula (lipida ili ugljenih

hidrata). Tako na primer, procesi lipidne peroksidacije pored lipida deluju i na proteine®.

Visoko reaktivni produkti lipidne peroksidacije reaguju sa slobodnim SH i NH; gru-
pama aminokiselina, peptida, proteina i nukleotida S§to dovodi do izmenjene funkcije ovih
molekula. Naime, jedan od produkata procesa lipidne peroksidacije-malondialdehid (MDA)
moze reagovati sa slobodnim amino grupama proteina i nukleinskih kiselina i dovesti do no-

vog oStecenja ¢Celija.

1.2.5. Uloga slobodnih radikala u patogenezi oboljenja usne duplje

U odbrani tkiva usne duplje od Stetnog delovanja slobodnih radikala veliki znacaj
imaju pljuvacka i gingivalna te¢nost sa svojim antioksidantima. Sve dok postoji ravnoteza
izmedu produkcije slobodnih radikala i aktivnosti antioksidativnog sistema odbrane, ne do-
lazi do oksidativnog oste¢enja oralnih tkiva. Medutim, u slu¢aju disbalansa izmedu produkci-
je slobodnih radikala i smanjene sposobnosti antioksidanata prisutnih u usnoj duplji da ih
neutraliSu, dolazi do oksidativnog stresa, koji moZe biti biohemijska osnova za nastanak mno-

gih oralnih oboljenja.

1.2.5.1.Uloga slobodnih radikala u patogenezi inflamatornih oboljenja oralne sluzokoze

Inflamacija oralnih tkiva prouzrokovana je razli¢itim stimulansima, kao §to su me-
hanicki, hemijski ili infektivni agensi. Kao deo imunog odgovora organizma oslobadaju se
inflamatorni medijatori koji omogucavaju hemotaksu odbrambenih ¢elija na mesto inflama-
cije®™ . U odbrani oralnih tkiva od patogenih mikroorganizama ,,prvu liniju* predstavljaju poli-
morfonuklearni leukociti (PMN). Interakcijom leukocita i bakterija pokrec¢u se biohemijski i
fizioloSki procesi domacina koji dovode do neutralisanja patogena, ali i moguceg oStecenja
lokalnog tkiva®. Polimorfonuklearni leukociti, indukovani patogenima, karakteri$u se pove-
¢anom potro$njom kiseonika i u njima se deSava prava ,,respiratorna eksplozija“,tj. povecana
je produkcija slobodnih radikala (superoksid anjon, vodonik peroksid, hidroksilni radikal i

dr). Oslobodeni radikali, oksidativnim mehanizmom narusavaju strukturu bakterijske ¢elijske
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membrane i na ovaj nadin ,,ubijaju* bakterije®. Medutim, tokom ove odbrambene reakcije, a
posebno u uslovima hiperprodukcije radikala, moze doci 1 do oksidativne modifikacije razli-

¢itih biomolekula domacina i oSteé¢enja oralnih tkiva, kao neka vrsta ,,kolateralne Stete®.

1.2.5.2. Uloga slobodnih radikala u patogenezi oralnog karcinoma

Oralni karcinomi su najce$¢i maligni tumori glave i vrata sa incidencom preko
300000 novih slucajeva godi$nje u svetu. KarakteriSu se visokim stepenom morbiditeta i
mortaliteta (preko 50 %). Glavni indukujuéi agens ovog oboljenja je pusenje cigareta (vise od
90 % obolelih su pusaci). Razliciti agensi duvanskog dima direktno i indirektno ostecuju

epitelne éelije oralne mukoze, $to rezultuje njihovom mutacijom i malignom trasnformacijom®.

Mehanizam direktnog oStecenja epitelnih ¢elija oralne mukoze se odnosi na dejstvo
toksi¢nih aldehida (akrolein i acetaldehid) prisutnih u duvanskom dimu. Medutim, u pato-
genezi oralnog karcinoma evidentno je iStetno delovanje ROS i RNS koji dovode dp oksi-
dativne modifikacije biomolekula, $to vodi ka malignoj transformaciji epitelnih Celija oralne

mukoze.

Slobodni radikali duvanskog dima ne ostec¢uju direktno epitelne celije oralne mukoze,
jer su nisko reaktivni (vodonik peroksid). Medutim, u salivi ovi nisko reaktivni slobodni radi-
kali transformiSu se u visoko reaktivne (hidroksi radikali). Ovo se deSava posredstvom jona
metala promenljive valence (gvozde) 1 askorbinske kiseline, ¢ije se prisustvo dokazuje u sa-
livi. Transformacija niskoreaktivnih slobodnih radikala duvanskog dima u prisustvu gvozda

salive u visokoreaktivne desava se po principu Fentonove i Haber-Weissove reakcije®.

Pored toga, puSenje cigareta uzrokuje i smanjenje antioksidativne zaStite tkiva usne
duplje. U ovim uslovima su u prednosti slobodni radikali koji, zbog svoje izrazite reaktivno-
sti, mogu izvrSiti oksidativhu modifikaciju DNK ¢elija oralnih tkiva, Sto direktno vodi ka nji-
hovoj malignoj alteraciji. Iz gore navedenog moze se steci pogresan zakljucak da saliva svo-
jim sastojcima nepovoljno utice na odrZavanje integriteta oralnih tkiva, a upravo je suprotno.
Brojni literaturni podaci govore o neprocenjivom znacaju salive u odrzavanju oralne ho-
meostaze (antioksidativna zaStita, specifi¢na i nespecifi¢na antimikrobna zastita, samocisce-
nje oralne sredine, odrZavanje fizioloSkih vrednosti pH, zaStita zubne gledi od deminera-
lizacije, odrzavanje integriteta oralne mukoze i1 sprecavanje njene kolonizacije mikroorga-

nizmima)®®.
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Samo pod nepovoljnim okolnostima kao $to je puSenje cigareta, saliva, na nesrecu
postaje ,,prooksidantni milje* §to rezultuje oksidativnim oSte¢enjem oralnih tkiva. Toksicne
komponente iz duvanskog dima uti¢u na promenu antioksidativnog kapaciteta oralne sredine,

a posebno salive, kao sekreta koji je najéesée analiziran u istraZivanjima *'.

U duvanskom dimu je prisutan hidrogen cijanid (HCN) koji se u jetri metabolise do
sumpor cijanida (SCN). Zatim se joni SCN iz krvi transportuju do pljuvacnih zlezdi gde
ultrafiltracijom dospevaju u salivu. Koncentracija SCN u salivi nepusaca je od 0,3 — 1,5mM,
dok je u salivi pusaca 1.4-4mM, a §to zavisi od broja cigareta popusenih u toku dana. Joni
SCN u prisustvu oralne peroksidaze reaguju sa vodonik peroksidom u usnoj duplji. Medutim,
ustanovljeno je da se aktivnost peroksidaze prisutne u usnoj duplji znacajno smanjuje kod
pusaca, u odnosu na nepusace. Smanjene aktivnosti ovog enzima u oralnoj sredini kod pusaca
omogucava da vodonik-peroksid uz sadejtsvo sa salivarnim gvozdem prede u visoko reaktiv-
ni hidroksilni radikal. Pusenje cigareta ima za posledicu smanjenje koncentracije i ne-enzim-
skih antioksidanata u salivi, kao $to je slucaj sa glutationom. Autori ovo objas$njavaju interak-

cijom duvanskog dima i SH grupa glutationa, kadsa se formiraju nefunkcionalni konjugati .

Disbalans izmedu povecane produkcije visokoreaktvnih slobodnih radikala i smanjene
antioksidativne sposobnosti salive dovodi do oksidativne modifikacije biomolekula oralnih
tkiva. Slobodni radikali indukuju oksidaciju polinezasi¢enih masnih kiselina fosfolipda u

plazma membranama éelija (lipidna peroksidacija)®.

Uloga NO u patogenezi oralnih tumora je kompleksna, s obzirom da moze imati
stimulativni 1 inhibitorni efekat na nastanak i tok ovih oboljenja, a Sto zavisi od njegove
lokalne koncentracije. Istrazivanja su ukazala na povecanu koncentraciju NO u krvnom
serumu pacijenata obolelih od oralnog karcinoma, u odnosu na zdrave ispitanike. Takode,
brojne studije potvrduju povecanu ekspresiju enzima NOS u tumorskom tkivu, kao i pozi-
tivnu korelaciju njihove ekspresije i progresije tumora. Oksidativnom modifikacijom DNA
posredstvom RNS kao krajnji proizvod nastaje 8-nitroguanin. U tkivu leukoplakije (pre-
kancerozno oboljenje) dokazana je povecana koncentracija ovog biomarkera oksidativne

modifikacije DNA indukovanu dejstvom NO.
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1.3. LOKALNI I SISTEMSKI PARAMETRI ZAPALJENJA
U PLJUVACCI

IL-6 (interleukin 6) je inflamatorni citokin sa razli¢itim bioloskim funkcijama. Humani
IL-6 je glikozilirani protein molekulske tezine 26 kD. Gen za IL-6 je lociran na 7. hromo-
zomu. Region promotora gena IL-6 sadrzi vazne elemente kontrole transkripcije koji su regu-
lisani uz pomo¢ NF-kB. Receptor za IL-6 se sastoji od 2 glikoproteinska lanca a i . o lanac
ima molekularnu tezinu 80000, nema citoplazmatsku komponentu i1 veze se za B lanac mole-
kularne tezine 130000 koji prenosi signal u citoplazmu. Aktivirani monociti su glavni izvor
IL-6 u krvi*®. Kada dodje do inflamacije usled prisustva odredenih materijala koji se koriste
za izradu stomatoloSkih protetskih nadoknada, monociti i makrofazi su prve reaktivne Celije
koje produkuju IL-6. IL-6 pre svega aktivira ekspresiju i aktivaciju T limfocita, aktivira
diferencijaciju B limfocita i regulie fazu akutnog odgovora™. Fibroblasti i neki tumori kao

$to je cervikalni karcinom i mijelom spontano stvaraju IL-6"%,

IL-1b i TNF su glavni aktivatori ekspresije IL-6, kao i prostaglandini, adipokini i
citokini koji takodje regulisu sintezu 1L-6'%. Sada je poznato da IL-6 deluje i kao hormon $to
doprinosi nastanku oralnog karcinoma, lichena planusa, insulinskoj rezistenciji, mitohondri-
jalnoj aktivnosti, neuroendokrinoj regulaciji. Proizvode ga i aktivirani T i B limfociti, mo-
nociti, endotelne stanice, epitelne stanice, fibroblasti kao i celije nekih tumora. Njegova
ekspresija uzrokovana je raznim stimulusima kao §to su TNF, IL-1, faktor rasta iz trombocita

i supstance koje aktiviraju B i T limfocite i makrofage'®.

Glavne aktivnosti IL-6 ukljucuju sinergisticki efekat IL-1 i TNF kako bi se stimulisali
T limfociti, izazvao odgovor proteina akutne faze u ¢elijama jetre i centra za termoregulaciju
u hipotalamusu, podsticaj za replikaciju B limfocita, njihovu diferencijaciju i proizvodnju
imunoglobulina, aktivaciju hematopoeze i trombopoeze. IL-6 je takodje jako efektan u akti-
viranju sinteze glikokortikoida i u stanju je nezavisno stimulisati aktivnost osteoklasta i rast
keratinocita. Nivo IL-6 je znaGajno povecan kod pacijenata sa oralnim karcinomom'®. IL-6
oslobodjen u toku inflamatornog odgovora dovodi do rasta tumora, dok tumor raste stimuliSe

. . e o1
inflamatorni odgovor rezultuju¢i inflamatornu progresiju 06

Imunoglobulini su prisutni i u pljuvacci gde imaju ulogu zastite, narocito IgA koga
proizvode plazma ¢elije pljuvacnih Zlezda 1 ¢iji su najreprezentativniji tip imunoglobulina u
pljuvacci i koji sa subgingivalnom mikroflorom imaju zastitnu ulogu protiv oralnih bakterija.

IgA predstavlja prvu liniju odbrane domacina protiv patogena i prolazi kroz mukoznu mem-
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1. Uvop

branu §to pomaZe u spre¢avanju ulaska infektivnih mikroorganizama®®’. Sekretorni IgA po-
maze u odrzavanju integriteta oralnih povrsina tako $to smanjuje vezivanje mikroba za epitel
1 povrSine zuba neutraliSuci: enzime, toksine i1 viruse; ili delujuéi u sinergiji sa drugim anti-
bakterijskim faktorima kao S§to su lizozimi, laktoferin, salivarna peroksidaza i mucin. IgA
moze spreciti prodiranje antigena(kao $to su metalni joni) u oralnu mukozu. Formira prvu

liniju odbrane protiv patogena u usnoj duplji*®. Obzirom da IgA igra vaznu ulogu u zastiti od

patogena, antitela takode tite od periodontalnih bolesti'®.

Smanjenje imunoglobulina u pljuvacci moze ukazati na povecan rizik oralne mukoze
na patogene mikroorganizme ukljudujuéi periodontalne patogene''®. Smanjen nivo IgA u
pljuva&ci je u vezi sa poveéanjem stepena gingivalne inflamacije''!. Brojne studije obavesta-

vaju o poveéanom nivou IgA u akutnoj fazi i smanjenju u fazi remisije**2.

C-reaktivni protein (CRP) je marker inflamacije za koga je u brojnim prospektivnim
studijama dokazano da predvida nastanak infarkta miokarda, mozdanog udara, perifernih
arterijskih oboljenja i iznenadnu sré¢anu smrt kod naizgled zdravih muskaraca 1 Zenalt3 A4S,
U pljuvacci se moze da promeni njegovs koncentracija naroc¢ito u toku hroni¢ne parodonto-
patije i kao posledica prisutnosti metalnih jona i molekula akrilata koji su glavni sastojci
stomatoloskih materijala. Kao odgovor na povredu ili infekciju tkiva, CRP se sintetise u jetri
odnosno u hepatocitima. Produkovanje stimuliSu citokini, posebno interleukin IL-6, interle-

ukin 1L-1, faktor tumorske nekroze alfa®'®.

1.4. ZNACAJ APOPTOZE U OBOLJENJIMA USNE DUPLJE

NF-kB oznafava naziv za grupu transkripcijskih faktora ukljucenih u regulaciju
brojnih bioloskih procesa. Postoje pet gena: NF-B1 (p50/105), NFB2(p52/100), RelA (p65),
c-Rel i RelB . Razligiti okida&i poput citokina, faktoraa rasta, prisustvo molekula akrilata u
usnoj duplji ili metalnih jona mogu da podstaknu aktivaciju NF-B. Poznata su tri aktivacijska
puta NF-kB; klasi¢ni, alternativni i atipi¢ni. Klasi¢ni put aktivacije NF-B posledica je odgo-
vora na infekcije mikrooraganizmima ili izlaganju proinflamatornim hemokinima. Alterna-
tivni put aktivacije dovodi do selektivne aktivacije p50:RelB dimera indukcijom p100 prekur-
sorskog proteina, a njegova je aktivacija podstaknuta prisustvom molekula TNF. Alternativni
put aktivacije je bitan za razvitak limfoidnih organa i ste€enog imunoloskog odgovora. Uloga
NF-kB u tumorima moze se posmatrati u sklopu regulacije apoptoze, procesa angiogeneze,

sticanja osobina invazivnosti tumorskih éelija, kao i u regulaciji ¢elijskog ciklusa'*®. Aktiva-
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1. Uvop

cija NF-xB moze biti indukovana delovanjem citokina, hemokina, faktora rasta, adhezijskim
molekulima, antigenim receptorima, ili drugim molekularnim putevima. NF-kB regulise pro-
inflamatornu proizvodnju citokina, angazovanje leukocita ili prezivljavanje celija, koje su
vazne da dode do inflamatornog odgovora'*®. Takode, antiapoptoticka funkcija NF-kB je pri-
sutna u zastiti od zapaljenja, utiCe na opstanak epitelnih ¢elija gingivalnog sulkusa i sluzo-
koze usne duplje, a takode odrzava inflamatorni odgovor aktivacijom leukocita'®. Nasuprot
tome, NF-kB moze da promovise apoptozu leukocita u odredenim kontekstima i doprinosi
reSavanju zapaljenja’®’.
Inflammatory cytokines Cigarette smoke oxidants

Phorbol esters UV, radiation, ozone

f

ANTIOXIDANTS
Dihydrolipoate,

PDTC, NAC,
Vitamin E Esters

Many genes B DNA bisding domain IL-2 system
Pt 6 ICAM-5

INOS

K8 site

NUCLEUS

Slika 5. Signalna transdukcija NF-kB
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2. CILJ RADA

Ciljevi ovog istrazivanja su bili:

1. pracenje dinamike lokalnih i sistemskih parametara zapaljenja (C reaktivnog pro-
teina, Interleukina 6 i Imunogloblina A) nakon aplikacije fiksnih ili mobilnih sto-

matoprotetskih nadoknada, u razli¢itim vremenskim intervalima

2. procena nivoa oksidativnog strsa, kroz parametre oksidativne modifikacije pro-
teina, lipida i enzima katalaze, nakon aplikacije fiksnih ili mobilnih stomatopro-

tetskih nadoknada u razli¢itim vremenskim intervalima

3. analiza intenziteta apoptoze (merene kroz NF-kB)u pljuvacci ispitanika u razli-
¢itim vremenskim intervalima, nakon aplikacije fiksnih ili mobilnih stomatopro-
tetskih nadoknada
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3. MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANJA

3.1. MESTO IZVOPENJA ISTRAZIVANJA

Istrazivanje je sprovedeno na Klinici za stomatologiju u NiSu, laboratoriji katedre za

biohemiju, kao i Centu za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta u NiSu.

U istrazivanje je uklju¢eno 80 ispitanika, i to 40 kod kojih se ispituju efekti fiksnih
proteza i 40 kod kojih se ispituju efekti mobilnih stomatoloskih protetskih nadoknada na

biohemijske parametre u pljuvacci.

1) Za prvu grupu u istrazivanju je odabrano 40 stomatoloskih pacijenata, koji do
sada nisu imali u ustima nijednu protetsku nadoknadu (ni fiksnu ni mobilnu protetsku na-

doknadu), a kod kojih je indikovana izrada fiksnih protetskih nadoknada.

Prvi uzorak pljuvacke, koji je uziman pre pocetka bilo kakve intervencije, se koristio
kao kontrolna grupa. Drugi uzorak se uzimao 24 sata nakon brusenja zuba, zbog izbegavanja
krvi u pljuvacci. Treéi uzorak pljuvacke se uzimao neposredno posle cementiranja fiksne
protetske nadoknade. Cetvrti uzorak se uzimao 24 sata nakon cementiranja. Peti uzorak se

uzimao 7 dana nakon cementiranja, a sesti 30 dana nakon cementiranja.

2) Za prvu grupu u istrazivanjuje odabrano jos 40 stomatoloskih pacijenata, koji do
sada nisu imali u ustima nijednu protetsku nadoknadu (ni fiksnu ni mobilnu protetsku

nadoknadu), a kod kojih je indikovana mobilna protetska nadoknada.

Kod pacijenata kod kojih je neophodna izrada mobilnih nadoknada prvi uzorak se
uzimao pre pocetka intervencije i koristio se kao kontrolna grupa. Drugi uzorak pljuvacke se
uzimao neposredno nakon aplikacije proteze u usta pacijenta. Treci uzorak se uzimao 24 sata
nakon predaje proteze. Cetvrti uzorak pljuvacke se uzimao 7 dana nakon predaje proteze, a
peti uzorak 30 dana nakon predaje proteze.
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3. MATERIJAL | METODE ISTRAZIVANJA

3.2. UZIMANJE MATERIJALA ZA BIOHEMIJSKA ISPITIVANJA

Svi uzorci pljuvacke su sakupljani na slede¢i nacin: uz pomo¢ cevcice pacijenti usme-
ravaju pljuvacku u ependorf epruvete. Da bi pospesili lu¢enje pljuvacke, pacijenti ,,misle* na

svoju omiljenu hranu i simuliraju pokrete zvakanja.
Ova metoda ima mnogo prednosti:
1. veca koli¢ina pljuvacke moze da se sakupi relativno brzo (3-5 min)
2. potrebna kolicina se verifikuje vizuelno
3. dobijeni uzorak je meSavina svih salivarnih zlezdi
4. procedura je jednostavna i jeftina za upotrebu.

Uzimano je 2 ml pljuvacke nakon Cega se ona zamrzavala na —80°C, $to uzorke cuva
od degradacije nekih salivarnih komponenti i spre¢ava aktivnost proteolitickih enzima i rasta

bakterija, i odmrzavana je neposredno pre odredivanja biohemijskih parametara.

U pljuvacci su odredivani slede¢i biohemijski parametri:

1. Oksidativnog stresa (koncentracija malondialdehida-MDA, produkti oksidacije
proteina-AOPP, aktivnost enzima katalaze-CAT)

2. Apoptoze (NF-kB)

3. Zapaljenja (visoko osetljivog C-reaktivnog proteina (hsCRP)

4. Salivatorni imunoglobulin A (IgA)

5. Salivatorni interleukin-6 (IL - 6)

Bioloski materijal je uziman tokom redovnih stomatoloskih aktivnosti za vreme izrade
kako fiksnih tako i mobilnih stomatoloskih protetskih nadoknada. Podaci koji su dokumento-
vani u cilju istrazivanja obuhvataju: osnovne podatke pacijenta (godina rodenja i pol), vreme
uzimanja uzoraka pljuvacke, metode obrade bioloSkog materijala. Radi licne dokumentacije
ispitivaca svaki uzorak je obeleZen i ostaje samo u dokumentaciji ispitivaca. Identitet ispita-

nika (zdravog ili pacijenta) ostao je anoniman.

Istrazivanje je odobreno od strane Etickog komiteta odlukom broj 01-6481-21 Medi-
cinskog fakulteta u Nisu od 24.09.2013.godine.
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3.3.

3. MATERIJAL | METODE ISTRAZIVANJA

BIOHEMIJSKE METODE

a. Koncentracija malondialdehida (MDA) je odredivana spektrofotometrijski po
metodi Andreeve i sar. (1988)*?2. Ukupna koncentracija MDA je izraZena u nmol/mg

proteina

b. Koncentracija AOPP u pljuvacci je odredivana spektrofotometrijskom metodom
po Witku i sar (1996)*%, koja bazira na reakciji AOPP sa kalijum-jodidom u kise-
loj sredini. Intenzitet boje se ¢ita na 340 nm. Koncentracija se izrazava u pmol/mg

hloramina T.

c. Aktivnost enzima katalaze (CAT) odredjivana je spektrofotometrijski, po metodi

Goth-a i sar. (1991)'2*. Aktivnost katalaze je izrazena u U/mg proteina.

d. Detektovanje NF-kB je obavljeno tako $to su uzorci pljuvacke distribuirani u 96
bunar¢i¢a zajedno sa bikarbonatnim puferom pH 9,6. Posle 12 sati, uzorci su
isprani 2 puta, a zatim i inkubirani sa anti - NF -kB primarnim antitelima, isprana
tri puta, i inkubirani sa FITC - konjugovanim sekundarnim antitelom. Intenzitet
srednja fluorescencija (MFI; logaritamska skala) uzoraka je odreden i analiziran na
Victor ™ viseslojnom cita¢u (Perkin Elmer - Vallace, Velleslei, MA). Rezultati su
dobijeni nakon oduzimanja vrednosti kontrolnih uzorka tretiranih sa sekundarnim

antitelima 1 izraZavani u mg proteina125.

e. C-reaktivni protein je odredivan visokosenzitivnom metodom uz Kkoriscenje
komercijalnih imunoesej kitova Siemens Helathcar a testovi su radeni na Behring
Nefelometrijskom Analizatorull®?. Ispitanici sa vrednostima visokosenzitivnog CRP
(highsensitiveCRP, hs-CRP) > 10mg/L su iskljuceni iz studije s obzirom da takva
vrednost hs-CRP ukazuje na postojanje akutne inflamatorne bolesti. Vrednosths-
CRP <1 mg/L, oznacavaju mali rizi za kardiovaskularne bolesti; od 1-3 mg/L =

umereni rizik; od 3—10 mg/L=visoki rizik

f. Salivatorni interleukin-6 (IL-6 ) je odredivan ELISA metodom uuzorcima salive
koris¢enjem kvantitativnog sendvi¢ imunoenzimskog testa (R&DSystemsinc,
Mineapolis, MN, USA)*?".

g. Salivarni IgA(RnD Systems, Minneapolis, USA) jeodredivan ELISA metodom u
uzorcima salive koriS¢enjem kvantitativnog sendvi¢ imunoenzimskog testa (R&D
Systems Inc, Mineapolis, MN, USA)*%.
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3. MATERIJAL | METODE ISTRAZIVANJA

3.4. STATISTICKE METODE

Kvantitativna statisticka analiza je sprovedena na racunaru. Za upisivanje, rangiranje,
grupisanje, tabelarno i graficko prikazivanje podataka koris¢en je Excel program iz Microsoft
Office 2007 programskog paketa. Prorauni su vrSeni koriS¢enjem SPSS programa u verziji
18.0. U svim analizama je kao granica statisticke znac¢ajnosti podrazumevana greska procene
od 0,05 ili 5%.

Poredenje vrednosti numeri¢kih obelezja izmedu dve grupe ispitanika vrSeno je
Studentovim t testom ili Man-Vitni U testom (Mann-Whitney U test), kada distribucija vrednosti
nije ispunjavala zahteve normalnog rasporeda. Testiranje normalnosti rasporeda vrSeno je

primenom Sapiro-Vilkovog (Shapiro-Wilk) testa.

Procena efekata vremena i vrste intervencije na promene vrednosti biohemijskih
pokazatelja zapaljenja, nivoa oksidativnog stresa i intenziteta apoptoze u toku ispitivanja

vr$ena je analizom varijanse za ponovljena merenja (Repeated Measures ANOVA).
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4.,  REZULTATI

Prosecna starost svih ispitanika iznosila je 43,15+£14,96 godina, a kretala se od 24 do
76 godina, sa medijanom od 39 godina. Ispitanici sa mobilnim protezama imali su u proseku
52,70+4,82 godine, a njihova starost se kretalaod 28 do 76 godina, sa medijanom koja je
iznosila 56 godina. Ispitanici sa fiksnim protezama su bili znacajno mladi (MannWhitneytest:
p=0,006) i imali su u proseku 33,60+1,93 godine, a njihova starost se kretala od 24 do 41

godine, sa medijanomod 35 godina (Grafikon 1).

Od svih ispitanika (80) njih 40 (50%) bili su pusaci. Kod ispitanika sa mobilnim
protezama bilo je 28 (70%) puSaca, a kod ispitanika sa fiksnim protezama bilo je 12 (30%)
pusaca, ali Hi kvadrat test nije potvrdio da je razlika izmedu grupa u zastupljenosti pusaca

bila statisticki znacajna u ispitivanom uzorku (p=0,074).
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Grafikon 1. Starost ispitanika po grupama
Prikazane su vrednosti medijane, prvog i tre¢eg kvartila, minimalne i maksimalne vrednosti
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4. REZULTATI

Tabela 1. Vrednosti MDA (nmol/mg proteina)

kod ispitanika sa mobilnim i fiksnim protezama

Grupa Poredenje
] i i Ukupno
Merenje Mobilne proteze Fiksne proteze (n=80) izmedu grupa
n=
(n=40) (n=40) P vrednost
) y 10,19+2,49 11,92+2,48 11,06+2,58
Pre intervencije 0,138
11,04 (5,15-12,98) 11,39 (9,43-17,23) 11,31 (5,15-17,23)
11,80£5,99 11,80+5,99
Nakon brusenja - -
11,58 (1,56-23,53) 11,58 (1,56-23,53)
Neposredno 11,38+5,92 11,51+4,11 11,45+4,96 G
nakon predaje 10,59 (4,89-21,7) 11,80 (3,93-19,71) 11,21 (3,93-21,70) ’
24h 11,73+2,30 11,51+4,05 11,62+3,21 0.887
nakon predaje 11,85 (8,27-15,13) 11,43 (7,10-19,56) 11,75 (7,10-19,56) ’
7 dana 15,63+2,34 12,53+2,56 14,08+2,87 -
nakon predaje 15,33 (12,83-20,97) 12,76 (9,05-15,87) 14,35 (9,05-20,97) ’
30 dana 11,19+1,70 12,41+2,76 11,80+2,32
0,251

nakon predaje 10,88 (8,15-13,98) 12,41 (9,57-18,93) 11,62 (8,15-18,93)

NAPOMENA: Vrednosti su prikazane kao Aritmeticka sredina + Standardna devijacija

i Medijana (Minimalna — Maksimalna vrednost)

U grupi sa mobilnim protezama prosecna vrednost MDA je pre intervencije iznosila
10,19+2,49 nmol/mg proteina, a kretala se od 5,15 do 12,98, dok je vrednost medijane
iznosila 11,04 (Tabela 1). Nivo MDA je nakon intervencije rastao, a maksimalnu vrednost je
dostigao 7 dana nakon predaje kada je prose¢na vrednost MDA iznosila 15,63£2,34 nmol/mg
proteina, kretala se od 12,83 do 20,97, dok je vrednost medijane iznosila 15,33. Prose¢na
vrednost MDA je 30 dana nakon predaje opala na 11,19+1,70 nmol/mg proteina, kretala se

od 8,15 do 13,98, a vrednost medijane je iznosila 10,88.

U grupi sa fiksnim protezama prosecna vrednost MDA je pre intervencije iznosila
11,92+2,48 nmol/mg proteina, a kretala se od 9,43 do 17,23, dok je vrednost medijane
iznosila 11,39. Nivo MDA je do 7 dana nakon predaje neznatno porastao i tada je prosec¢na
vrednost MDA iznosila 12,53+2,56 nmol/mg proteina, kretala se od 9,05 do 15,87, dok je
vrednost medijane iznosila 12,76. Prose¢na vrednost MDA je do 30 dana nakon predaje
ostala na gotovo istom nivou i tada je iznosila 12,41+2,76 nmol/mg proteina, kretala se od

9,57 do 18,93, a vrednost medijane je iznosila 12,41.
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4. REZULTATI

Vrednost MDA je 7 dana nakon predaje bila znacajno veca kod ispitanika sa mobilnim
protezama nego kod onih sa fiksnim protezama (t test: p=0,011; Tabela 1; Grafikon 2). Pri

ostalim merenjima nisu potvrdene znacajne razlike u nivoima MDA izmedu poredenih grupa.
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Grafikon 2. Vrednosti MDA kod poredenih grupa 7 dana nakon predaje

Prikazane su vrednosti medijane, prvog i tre¢eg kvartila, minimalne i maksimalne vrednosti

Analiza varijanse za ponovljena merenja pokazala je da su promene vrednosti MDA
kod ispitanika sa mobilnim protezama u toku celokupnog pracenja bile statisticki znacajne
(p=0,048; Grafikon 3; Tabela 2). Promene vrednosti MDA u grupi ispitanika sa fiksnim
protezama nisu bile statisti¢ki znacajne (p=0,890). Promene vrednosti MDA u toku celo-
kupnog perioda pracenja se nisu deSavale na znacajno razli¢it nacin kod ispitanika sa mobil-
nim i fiksnim protezama (p=0,603).
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Grafikon 3. Kretanje prose¢nih vrednosti MDA u toku ispitivanja kod dve grupe pacijenata
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Tabela 2. Procena efekata vremena i grupe na promene vrednosti MDA

u toku celokupnog perioda pracenja, rezultati RM ANOVA-e

Faktor P vrednost
\/reme u grupi sa mobilnim protezama 0,048
Vreme u grupi sa fiksnim protezama 0,890

Interakcija vremena i grupe kod svih ispitanika 0,603

Tabela 3. Vrednosti AOPP (umol/mg) kod ispitanika sa mobilnim i fiksnim protezama

Grupa Poredenje
) i i Ukupno
Merenje Mobilne proteze Fiksne proteze (n=80) izmedu grupa
n=
(n=40) (n=40) P vrednost
) 5 36,42+7,27 29,72+4,48 33,07+6,81
Pre intervencije 0,063
35,77 (28,98-54,61) 30,98 (20,38-34,94) 32,35 (20,38-54,61)
34,83+17,69 34,83+17,69
Nakon brusenja - -
34,56 (5,09-74,67) 34,56 (5,09-74,67)
Neposredno 35,74+5,84 32,36+8,37 34,05+7,23 A
nakon predaje 34,08 (30,12-48,80) 31,76 (14,96-49,19) 32,64 (14,96-49,19) ’
24h 49,15+7,65 45,73+16,75 47,44+12,79 0565
nakon predaje 49,47 (40,86-65,61) 39,93 (23,87-74,22) 43,40 (23,87-74,22) ’
7 dana 59,00+6,31 53,41+8,02 56,21+7,59 0.101
nakon predaje 62,05 (46,19-64,99) 54,52 (36,46-64,27) 58,07 (36,46-64,99) ’
30 dana 42,84+5,44 38,32+4,00 40,5845,20
0,052

nakon predaje 44,07 (32,65-48,80) 38,34 (31,22-45,92) 40,33 (31,22-48,8)

NAPOMENA: Vrednosti su prikazane kao Aritmeticka sredina + Standardna devijacija
i Medijana (Minimalna — Maksimalna vrednost)

U grupi sa mobilnim protezama prosecna vrednost AOPP je pre intervencije iznosila
36,42+7,27 umol/mg, a kretala se od 28,98 do 54,61, dok je vrednost medijane iznosila 35,77
(Tabela 3). Nivo AOPP je nakon intervencije rastao, a maksimalnu vrednost je dostigao 7
dana nakon predaje kada je prose¢na vrednost iznosila 59,00+6,31 umol/mg, kretala se od
46,19 do 64,99, dok je vrednost medijane iznosila 35,77. Prosecna vrednost AOPP je 30 dana
nakon predaje opala na 42,84+5,44 umol/mg, kretala se od 32,65 do 48,80, a vrednost

medijane je iznosila 44,07.
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U grupi sa fiksnim protezama prosecna vrednost AOPP je pre intervencije iznosila
29,72+4,48 pumol/mg, a kretala se od 20,38 do 34,94, dok je vrednost medijane iznosila
30,89. | u ovoj grupi je nivo AOPP nakon intervencije rastao, a maksimalnu vrednost je
dostigao 7 dana nakon predaje kada je prose¢na vrednost iznosila 53,41+8,02 pmol/mg,
kretala se od 36,46 do 64,27, dok je vrednost medijane iznosila 54,52. Prose¢na vrednost
AOPP je 30 dana nakon predaje opala na 38,32+4,00 umol/mg, kretala se od 31,22 do 45,92,

a vrednost medijane je iznosila 38,34.

Pri svim merenjima nisu potvrdene znacajne razlike u nivoima AOPP izmedu

poredenih grupa.
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Grafikon 4. Kretanje prose¢nih vrednosti AOPP u toku ispitivanja kod dve grupe pacijenata

Analiza varijanse za ponovljena merenja pokazala je da su promene vrednosti AOPP
u toku celokupnog pracenja bile statisticki znacajne, kako kod ispitanika sa mobilnim
protezama (p<0,001; Grafikon 4; Tabela 4), tako i kod pacijenata sa fiksnim protezama
(p=0,002). Promene vrednosti AOPP u toku celokupnog perioda pracenja se nisu deSavale na

znacajno razli¢it nacin kod ispitanika sa mobilnim i fiksnim protezama (p=0,052).

Tabela 4. Procena efekata vremena i grupe na promene vrednosti AOPP u toku celokupnog
perioda pracenja, rezultati RM ANOVA-e

Faktor P vrednost
Vreme u grupi sa mobilnim protezama <0,001
Vreme u grupi sa fiksnim protezama 0,002

Interakcija vremena i grupe kod svih ispitanika 0,052
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Tabela 5. Vrednosti katalaze (U/mg proteina) kod ispitanika sa mobilnim i fiksnim

protezama
Grupa Poredenje
) i i Ukupno
Merenje Mobilne proteze Fiksne proteze (1=80) izmedu grupa
n=
(n=40) (n=40) P vrednost
) 5 37,02+6,30 34,15+12,82 35,58+9,94
Pre intervencije 0,533
37,30 (30,64-52,07) 34,16 (10,30-56,77) 35,85 (10,30-56,77)
16,21+7,34 16,21+7,34
Nakon brusenja -
16,16 (2,05-27,52) 16,16 (2,05-27,52)
Neposredno 28,60+3,57 21,16+10,12 24.88+8,31 o
nakon predaje 27,89 (24,12-34,86) 19,84 (9,47-43,30) 25,68 (9,47-43,30) ’
24h 24,4612,69 20,38+3,49 22,42+3,69 0.005
nakon predaje 24,56 (19,73-28,33) 20,58 (11,58-23,70) 22,98 (11,58-28,33) ’
7 dana 22,57+4,37 17,08+5,10 19,82+5,41 -
nakon predaje 23,18 (12,34-29,26) 17,02 (8,10-26,09) 20,73 (8,10-29,26) ’
30 dana 29,80+3,50 21,20+3,66 25,50+5,62
<0,001

nakon predaje 28,76 (26,12-35,86) 21,57 (12,51-25,33) 25,73 (12,51-35,86)

NAPOMENA: Vrednosti su prikazane kao Aritmetic¢ka sredina + Standardna devijacija
i Medijana (Minimalna — Maksimalna vrednost)

U grupi sa mobilnim protezama prosecna vrednost katalaze je pre intervencije iznosila
37,02+6,30U/mg proteina, a kretala se od 30,64 do 52,07, dok je vrednost medijane iznosila
37,30 (Tabela 5). Nivo katalaze je nakon intervencije opadao, a minimalnu vrednost je dosti-
gao 7 dana nakon predaje kada je prose¢na vrednost iznosila 22,57+4,37U/mg proteina, kre-
tala se od 12,34 do 29,26, dok je vrednost medijane iznosila 23,18. Prose¢na vrednost kata-
laze je 30 dana nakon predaje porasla na 29,80+3,50 U/mg proteina, kretala se od 26,12 do

35,86, a vrednost medijane je iznosila 28,76.

U grupi sa fiksnim protezama prosecna vrednost katalaze je pre intervencije iznosila
34,15+12,82 U/mg proteina, a kretala se od 10,30 do 56,77, dok je vrednost medijane iznosila
34,16. Nivoi katalaze su posle intervencije naglo opali i ve¢ nakon brusSenja dostigli najnize
vrednosti koje su u proseku iznosile 16,21+7,34 U/mg proteina, kretale se od 2,05 do 27,52,
dok je vrednost medijane iznosila 16,16. Do kraja perioda prac¢enja vrednosti katalaze su u

0Vvo0j grupi pacijenata, uz manje varijacije, zadrzale nizak nivo.
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Vrednosti katalaze su bile znacajno vece kod pacijenata sa mobilnim protezama nego

kod onih sa fiksnim protezama neposredno nakon predaje (t test: p=0,042; Tabela 5; Grafikon
5), 24h nakon predaje (Mann-Whitney test: p=0,005), 7 dana nakon predaje (t test: p=0,019) i
30 dana nakon predaje (t test: p<0,001).
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Grafikon 5. Vrednosti katalaze kod poredenih grupa

neposredno nakon predaje, 24h, 7 dana i 30 dana nakon predaje
Prikazane su vrednosti medijane, prvog i tre¢eg kvartila, minimalne i maksimalne vrednosti.

Zvezdicama su oznacene vrednosti koje su od medijane vece ili manje za viSe od dve interkvartilne razlike.
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Grafikon 6. Kretanje prose¢nih vrednosti katalaze

u toku ispitivanja kod dve grupe pacijenata

Analiza varijanse za ponovljena merenja pokazala je da su promene vrednosti kata-
laze u toku celokupnog pracenja bile statisticki znacajne, kako kod ispitanika sa mobilnim
protezama (p<0,001; Grafikon 6; Tabela 6), tako i kod pacijenata sa fiksnim protezama
(p<0,001). Promene vrednosti katalaze u toku celokupnog perioda pracenja se nisu deSavale na

znacajno razli¢it nacin kod ispitanika sa mobilnim i fiksnim protezama (p=0,597).

Tabela 6. Procena efekata vremena i grupe na promene vrednosti katalaze

u toku celokupnog perioda pracenja, rezultati RM ANOVA-e

Faktor P vrednost
Vreme u grupi sa mobilnim protezama <0,001
Vreme u grupi sa fiksnim protezama <0,001
Interakcija vremena i grupe kod svih ispitanika 0,597
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Tabela 7. Vrednosti NF-«kB kod ispitanika sa mobilnim i fiksnim protezama

Grupa Poredenje
) i i Ukupno _
Merenje Mobilne proteze Fiksne proteze (n=80) izmedu grupa
n=
(n=40) (n=40) P vrednost
) 5 12,16+1,85 12,96+1,66 12,54+1,76
Pre intervencije 0,340
12,14 (9,60-15,20) 12,60 (10,95-14,98) 12,14 (9,60-15,20)
9,29+4,26 9,29+4,26
Nakon brusenja -
11,61 (1,61-12,71) 11,61 (1,61-12,71)
Neposredno 16,80£2,72 11,28+2,49 14,18+3,81 -
< )
nakon predaje 18,00 (12,44-20,61) 10,91 (8,38-14,98) 14,07 (8,38-20,61)
24h 18,36+3,09 18,72+4,61 18,53+3,78 0.841
nakon predaje 17,23 (14,46-24,33) 16,94 (14,67-24,83) 17,00 (14,46-24,83) ’
7 dana 20,41+3,84 13,82+2,58 17,29+4,67 0.001
< L
nakon predaje 20,27 (13,82-28,28) 13,11 (8,91-17,56) 17,07 (8,91-28,28)
30 dana 17,60+2,48 13,28+1,45 15,55+2,99
<0,001

nakon predaje 17,79 (12,12-20,44) 13,52 (10,56-15,33) 15,33 (10,56-20,44)

NAPOMENA: Vrednosti su prikazane kao Aritmetic¢ka sredina + Standardna devijacija
i Medijana (Minimalna — Maksimalna vrednost)

U grupi sa mobilnim protezama prosecna vrednost NF-«kB je pre intervencije iznosila
12,16+1,85, a kretala se od 9,60 do 15,20, dok je vrednost medijane iznosila 12,14 (Tabela
7). Prose¢na vrednostNF-kB je nakon intervencije rasla, a maksimum je dostigla 7 dana
nakon predaje kada je prose¢na vrednost iznosila 20,41+3,84, kretala se od 13,82 do 28,28,
dok je vrednost medijane iznosila 20,27. Prose¢na vrednost NF-«kB je 30 dana nakon predaje
opala na 17,60+2,48, kretala se od 12,12 do 20,44, a vrednost medijane je iznosila 17,79.

U grupi sa fiksnim protezama prosecna vrednost NF-xB je pre intervencije iznosila
12,96+1,66, a kretala se od 10,95 do 14,98, dok je vrednost medijane iznosila 12,60.
Vrednost NF-kB je nakon brusenja opala na 9,29+4,26, da bi 24h nakon predaje porasla na
18,72+4,61, a zatim ponovo opala na 13,28+1,45 30 dana nakon predaje.

Vrednosti NF-kB su bile znacajno vece kod pacijenata sa mobilnim protezama nego
kod onih sa fiksnim protezama neposredno nakon predaje (t test: p<0,001; Tabela 7; Grafikon

7), 7 dana nakon predaje (t test: p<0,001) i 30 dana nakon predaje (t test: p<0,001).
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Grafikon 7. Vrednosti NF-kB kod poredenih grupa

neposredno nakon predaje, 7 dana i 30 dana nakon predaje

Prikazane su vrednosti medijane, prvog i treceg kvartila, minimalne i maksimalne vrednosti
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Grafikon 8. Kretanje prose¢nih vrednosti NF-kB u toku ispitivanja kod dve grupe pacijenata
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Analiza varijanse za ponovljena merenja pokazala je da su promene vrednosti NF-kBu

toku celokupnog pracenja bile statisticki znacajne, kako kod ispitanika sa mobilnim prote-

zama (p<0,001; Grafikon 8; Tabela 8), tako i kod pacijenata sa fiksnim protezama (p<0,001).

Promene vrednosti NF-kBu vremenu su se deSavale na znacajno razli¢it nacin kod ispitanika

sa mobilnim i fiksnim protezama (p<0,001).

Tabela 8. Procena efekata vremena i grupe na promene vrednosti NF-xB

u toku celokupnog perioda pracenja, rezultati RM ANOVA-e

Faktor P vrednost
Vreme u grupi sa mobilnim protezama <0,001
Vreme u grupi sa fiksnim protezama <0,001
Interakcija vremena i grupe kod svih ispitanika <0,001

Tabela 9. Vrednosti IL6 (pg/ml) kod ispitanika sa mobilnim i fiksnim protezama

Grupa Poredenje
) i i Ukupno ‘
Merenje Mobilne proteze Fiksne proteze (n=80) izmedu grupa
n=
(n=40) (n=40) P vrednost
) 5 0,49+0,36 0,03+0,002 0,26+0,34
Pre intervencije 0,011
0,62 (0,02-0,82) 0,03 (0,02-0,04) 0,04 (0,02-0,82)
0,15+0,04 0,15+0,04
Nakon brusenja -
0,16 (0,10-0,19) 0,16 (0,10-0,19)
Neposredno 0,15+0,20 0,02+0,01 0,08+0,15 I
nakon predaje 0,07 (0,02-0,55) 0,01 (0,01-0,03) 0,02 (0,01-0,55) ’
24h 0,15+0,11 0,01+0,01 0,08+0,10 0.004
nakon predaje 0,13 (0,04-0,35) 0,02 (0,01-0,03) 0,03 (0,01-0,35) ’
7 dana 0,15+0,14 0,03+0,01 0,09+0,11 g
nakon predaje 0,10 (0,02-0,36) 0,03 (0,02-0,04) 0,04 (0,02-0,36) ’
30 dana 0,16+0,29 0,03+0,003 0,09+0,21
0,314

nakon predaje

0,03 (0,01-0,75) 0,03 (0,02-0,04) 0,03 (0,01-0,75)

NAPOMENA: Vrednosti su prikazane kao Aritmeticka sredina + Standardna devijacija

i Medijana (Minimalna — Maksimalna vrednost)
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U grupi sa mobilnim protezama prosecna vrednost IL6 je pre intervencije iznosila
0,49+0,36 pg/ml, a kretala se od 0,02 do 0,82, dok je vrednost medijane iznosila 0,62 (Tabela
9). Nivo IL6 je neposredno nakon predaje opao na 0,15+0,20 pg/ml, vrednosti su se tada
kretale od 0,02 do 0,55, sa medijanom od 0,07. Do kraja ispitivanja vrednosti IL6 su se kod

pacijenata sa mobilnim protezama zadrzale na gotovo istom nivou.

U grupi sa fiksnim protezama prosecna vrednost IL6 je pre intervencije iznosila
0,03+£0,002 pg/ml, a kretala se od 0,02 do 0,04, dok je vrednost medijane iznosila 0,03. Nivo
IL6 je nakon brusenja porastao na 0,15+0,04 pg/ml, da bi neposredno nakon predaje opao na
0,02+0,01 pg/ml. Do kraja ispitivanja vrednosti IL6 su se kod pacijenata sa fiksnim

protezama zadrZale na gotovo istom nivou.

Vrednosti IL6 su bile znacajno vece kod pacijenata sa mobilnim protezama nego kod
onih sa fiksnim protezama pre intervencije (Mann-Whitney test: p=0,011; Tabela 9; Grafikon
9) i 24h nakon predaje (Mann-Whitney test: p=0,004).
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Grafikon 9. Vrednosti IL6 kod poredenih grupa pre intervencije i 24h nakon predaje

Prikazane su vrednosti medijane, prvog i tre¢eg kvartila, minimalne i maksimalne vrednosti

Analiza varijanse za ponovljena merenja pokazala je da su promene vrednosti IL6 u
toku celokupnog pracenja bile statisticki znacajne, kako kod ispitanika sa mobilnim
protezama (p=0,040; Grafikon 10; Tabela 10), tako i kod pacijenata sa fiksnim protezama
(p<0,001). Promene vrednosti IL6 u vremenu su se deSavale na znacajno razli¢it nacin kod

ispitanika sa mobilnim i fiksnim protezama (p=0,038).
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Grafikon 10. Kretanje prose¢nih vrednosti IL6 u toku ispitivanja kod dve grupe pacijenata

Tabela 10. Procena efekata vremena i grupe na promene vrednosti 1L6

u toku celokupnog perioda pracenja, rezultati RM ANOVA-e

Faktor P vrednost
Vreme u grupi sa mobilnim protezama 0,040
Vreme u grupi sa fiksnim protezama <0,001

Interakcija vremena i grupe kod svih ispitanika 0,038

Tabela 11. Vrednosti IgA (mg/ml) kod ispitanika sa mobilnim i fiksnim protezama

Grupa Poredenje
) i i Ukupno _
Merenje Mobilne proteze Fiksne proteze (n=80) izmedu grupa
n=
(n=40) (n=40) P vrednost
) y 96,07+7,63 86,58+2,67 91,33+7,37
Pre intervencije 0,017
94,00 (89,16-110,42) 86,54 (83,08-89,58) 89,37 (83,08-110,42)
105,28+4,99 105,28+4,99
Nakon brusenja - -
104,54 (99,91-112,92) 104,54 (99,91-112,92)
Neposredno 106,21+5,12 101,37+4,76 103,79+5,35 4
nakon predaje 106,78 (98,75-112,08) 101,04 (95,16-109,16) 102,88 (95,16-112,08) '
24h 101,17+6,10 97,61+4,52 99,39+5,45 0978
nakon predaje 101,88 (93,66-108,33) 95,84 (93,33-105,0) 97,50 (93,33-108,33) ’
7 dana 97,05+3,77 93,89+2,44 95,47+3,45 e
nakon predaje 96,83 (92,58-103,67) 92,47 (92,16-97,58) 95,48 (92,16-103,67) ’
30 dana 94,10£1,57 90,78+1,95 92,4412 42
0,009

nakon predaje 94,16 (91,47-96,08) 91,04 (88,35-93,75) 92,58 (88,35-96,08)

NAPOMENA: Vrednosti su prikazane kao Aritmeticka sredina + Standardna devijacija
i Medijana (Minimalna — Maksimalna vrednost)

Mirjana V. Boskovi¢ — Pracenje biohemijskih parametara zapaljenja, oksidativnog stresa i apoptoze 40
u pljuvaéci pacijenata sa fiksnim i mobilnim stomatolo$kim protetskim nadoknadama, doktorska disertacija



4. REZULTATI

U grupi sa mobilnim protezama prosecna vrednost IgA je pre intervencije iznosila
96,07+7,63mg/ml, a kretala se od 89,16 do 110,42, dok je vrednost medijane iznosila 94,00
(Tabela 11). Prosecan nivo IgA je neposredno nakon predaje porastao na 106,21+5,12mg/ml,
a vrednost se kretalaod 98,75 do 112,08, dok je vrednost medijane iznosila 106,78. VVrednosti
IgA su zatim opadale, da bi 30 dana nakon predaje prose¢an nivo iznosio 94,10+1,57mg/ml,

kretao se od 91,47 do 96,08, a vrednost medijane je iznosila 94,16.

U grupi sa fiksnimprotezama prosecna vrednost IgA je pre intervencije iznosila
86,58+2,67mg/ml, a kretala se od 83,08 do 89,58, dok je vrednost medijane iznosila 86,54.
Prosecan nivo IgA je nakon bruSenja porastao na 105,28+4,99mg/ml, a vrednost se kretalaod
99,91 do 112,92, dok je vrednost medijane iznosila 104,54. VVrednosti IgA su zatim opadale,
da bi 30 dana nakon predaje prosec¢an nivo iznosio 90,78+1,95mg/ml, kretao se od 88,35 do
93,75, a vrednost medijane je iznosila 91,04.
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Grafikon 11. Vrednosti IgA kod poredenih grupa pre intervencije i 30 dananakon predaje

Prikazane su vrednosti medijane, prvog i tre¢eg kvartila, minimalne i maksimalne vrednosti

Vrednost IgA je pre intervencije bila znacajno veca kod ispitanika sa mobilnim
protezama nego kod onih sa fiksnim protezama (t test: p=0,017; Tabela 11; Grafikon 11), kao
1 30 dana nakon predaje (t test: p=0,009). Pri ostalim merenjima nisu potvrdene znacajne

razlike u nivoima IgA izmedu poredenih grupa.
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Analiza varijanse za ponovljena merenja pokazala je da su promene vrednosti IgA u
toku celokupnog pracenja bile statisticki znacajne, kako kod ispitanika sa mobilnim
protezama (p<0,001; Grafikon 12; Tabela 12), tako i kod pacijenata sa fiksnim protezama
(p<0,001). Promene vrednosti IgA u vremenu se nisu desavale na znacajno razli¢it na¢in kod

ispitanika sa mobilnim i fiksnim protezama (p=0,101).
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Grafikon 12. Kretanje prose¢nih vrednosti IgA u toku ispitivanja kod dve grupe pacijenata

Tabela 12. Procena efekata vremena i grupe na promene vrednosti IgA

u toku celokupnog perioda pracenja, rezultati RM ANOVA-e

Faktor P vrednost
Vreme u grupi sa mobilnim protezama <0,001
Vreme u grupi sa fiksnim protezama <0,001
Interakcija vremena i grupe kod svih ispitanika 0,101

U grupi sa mobilnim protezama prosecna vrednost CRP je pre intervencije iznosila
0,04+0,03mg/L, a kretala se od 0,01 do 0,09, dok je vrednost medijane iznosila 0,04 (Tabela
13). Prosecan nivo CRP je neposredno nakon predaje porastao na 0,09+0,03mg/L, a vrednost
se kretalaod 0,05 do 0,16, dok je vrednost medijane iznosila 0,10. Vrednosti CRP su zatim
opadale, da bi 30 dana nakon predaje prosecan nivo iznosio 0,04+0,02mg/L, kretao se od

0,01 do 0,08, a vrednost medijane je iznosila 0,03.
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U grupi sa fiksnim protezama prose¢na vrednost CRP je pre intervencije iznosila
0,04+0,02 mg/L, a kretala se od 0,01 do 0,07, dok je vrednost medijane iznosila 0,04.
Prosecan nivo CRP je nakon brusenja porastao na 0,13+0,04 mg/L, a vrednost se kretalaod
0,07 do 0,21, dok je vrednost medijane iznosila 0,12. Vrednosti CRP su zatim opadale, da bi
30 dana nakon predaje prosecan nivo iznosio 0,05+0,02 mg/L, kretao se od 0,01 do 0,08, a

vrednost medijane je iznosila 0,05. Pri svim merenjima nisu potvrdene statisticki znacajne

razlike u nivoima CRP izmedu poredenih grupa.

Tabela 13. Vrednosti CRP kod ispitanika sa mobilnim i fiksnim protezama

Grupa Poredenje
) i i Ukupno ‘
Merenje Mobilne proteze Fiksne proteze (n=80) izmedu grupa
n=
(n=40) (n=40) P vrednost
) 5 0,04+0,03 0,04+0,02 0,04+0,02
Pre intervencije 0,874
0,04 (0,01-0,09) 0,04 (0,01-0,07) 0,04 (0,01-0,09)
0,13+0,04 0,13+0,04
Nakon brusenja - -
0,12 (0,07-0,21) 0,12 (0,07-0,21)
Neposredno 0,09+0,03 0,10+0,03 0,10+0,03 ARG
nakon predaje 0,10 (0,05-0,16) 0,10 (0,05-0,15) 0,10 (0,05-0,16) ’
24h 0,07+0,03 0,08+0,02 0,08+0,02 0334
nakon predaje 0,07 (0,03-0,12) 0,08 (0,04-0,12) 0,08 (0,03-0,12) ’
7 dana 0,06+0,02 0,06+0,02 0,06+0,02 e
nakon predaje 0,06 (0,03-0,1) 0,06 (0,02-0,1) 0,06 (0,02-0,1) ’
30 dana 0,04+0,02 0,05+0,02 0,04+0,02
0,251

nakon predaje

0,03 (0,01-0,08)

0,05 (0,01-0,08)

0,04 (0,01-0,08)

NAPOMENA: Vrednosti su prikazane kao Aritmeticka sredina + Standardna devijacija
i Medijana (Minimalna — Maksimalna vrednost)

Analiza varijanse za ponovljena merenja pokazala je da su promene vrednosti CRP u
toku celokupnog pracenja bile statisticki znacajne, kako kod ispitanika sa mobilnim
protezama (p<0,001; Grafikon 13; Tabela 14), tako i kod pacijenata sa fiksnim protezama
(p<0,001). Promene vrednosti CRP u vremenu se nisu desavale na znacajno razli¢it na¢in kod

ispitanika sa mobilnim i fiksnim protezama (p=0,370).
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Grafikon 13. Kretanje prose¢nih vrednosti CRP u toku ispitivanja kod dve grupe pacijenata

Tabela 14. Procena efekata vremena i grupe na promene vrednosti CRP

u toku celokupnog perioda pracenja, rezultati RM ANOVA-e

Faktor P vrednost
Vreme u grupi sa mobilnim protezama <0,001
Vreme u grupi sa fiksnim protezama <0,001
Interakcija vremena i grupe kod svih ispitanika 0,370
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5. DISKUSIJA

5.1. ANALIZA MARKERA OKSIDATIVNOG STRESA (MDA, AOPP I CAT)
U PLJUVACCI PACIJENATA SA FIKSNIM I MOBILNIM
STOMATOLOSKIM PROTETSKIM NADOKNADAMA

Rezultati istrazivanja su pokazali da prilikom aplikacije fiksnih i mobilnih stoma-
toloskih protetskih nadoknada dolazi do kvanitativnih promena parametara oksidativnog
stresa. Metalni joni i molekuli akrilata imaju veliki potencijal u izazivanju inflamatornog
odgovora. U grupi pacijenata sa mobilnim stomatoloskim protetskim nadoknadama nivo
malondialdehida (MDA), kao parametra lipidne peroksidacije je nakon intervencije rastao i
maksimalnu vrednost je dostigao 7 dana nakon predaje proteze da bi nakon 30 dana nakon
predaje vrednost opala. Sa duge strane, u gupi pacijenata sa fiksnim stomatoloskim pro-
tetskim nadoknadama nivo MDA je nakon 7 dana neznatno porastao da bi prosecna vrednost
MDA nakon 30 dana ostala na istom nivou. Vrednost MDA je 7 dana nakon predaje proteza

bila znacajno vecéa kod pacijenata sa mobilnim stomatoloskim protetskim nadoknadama.

U grupi pacijenata sa mobilnim stomatoloskim protetskim nadoknadama nivo
oksidativne modifikacije protein (AOPP) je nakon predaje proteze rastao i maksimalnu
vrednost je dostigao za 7 dana da bi vrednost nakon 30 dana opala. Skoro isti rezultati su
dobijeni i kod pacijenata sa fiksnim stomatoloskim protetskim nadoknadama, tako da pri

svim merenjima nisu potvrdene znacajne razlike u nivou AOPP izmedu poredenih grupa.

U grupi pacijenata sa mobilnim stomatoloskim protetskim nadoknadama nivo
katalaze (CAT) je nakon predaje proteze opadao, a minimalnu vednost je dostigao 7 dana
nakon postave proteze. U gupi pacijenata sa fiksnim stomatoloskim protetskim nadoknadama
nivoi katalaze su posle prve intervencije naglo opali i ve¢ nakon brusenja zuba dostigli
najniZze vrednosti. Do kraja perioda pracenja vrednosti katalaze su u ovoj grupi pacijenata
zadrZale nizak nivo. Vrednosti katalaze su bile znacajno vece kod pacijenata sa mobilnim
stomatoloskim potetskim nadoknadama nego kod onih fiksnim neposredno nakon predaje.
Primena novih tehnologija 1 stomatoloSkih materijala u smislu izrade fiksnih ili mobilnih
stomatoloskih protetskih nadoknada uti¢e na promenu odredenih biohemijskih parametara u
pljuvacci pacijenata. Prilikom aplikacije fiksne protetske nadoknade karakteristi¢na je mnogo

brza adaptacija pacijenta, nego kod postave mobilne protetske nadoknade, kada Cesto dolazi
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do pojave klinickih znakova zapaljenja. Podataka o parametrima oksidativnog stresa nakon
postave fiksne ili mobilne stomatoloSke protetske nadoknade nema u dostupnoj literaturi, ali
su markeri oksidativnog stresa i njihova dinamika praceni u nizu drugih stomatoloskih

entiteta.

Veliki broj postoje¢ih studija je pokazalo da oksidativni stres moze da uzrokuje
patolosSke procese u usnoj duplji zahvataju¢i kako meka tako 1 Cvrsta tkiva. Narocito je
izloZen spoljnim agensima potporni aparat zuba iz razloga prisustva bakterijskog i oalnog
biofilma. Medutim, proces nastanka promena je takav da izaziva odredene aktivnosti
imunskog sistema stvarajuci polimorfne leukocite, §to dovodi do akutne inflamacije kada se

129 Kao rezultat postojanja neravnoteze izmedu

otpustaju produkti oksidativnog stresa
prisustva slobodnih radikala i antioksidativnih materija, oksidativni stres moze da dovede do
patoloskih stanja na nivou parodonta, mekih i tvrdih tkiva usne duplje, ali i do drugih bolesti

kao $to je reumatoidni artritis**®, akutna respiratorna insuficijencija’®!, AIDS™*?, Alchajme-

rova bolest**® i Parkinsonova bolest***,

Antioksidativni odbrambeni sistem igra vaznu ulogu u usnoj duplji. Dva bitna
elementa su salivarna peroksidaza i mijeloperoksidaza'®®. Salivarna peroksidaza katalizira
tiocijanatni jon peroksidacije i generiSe oksidativne produkte koji su izuzetno aktivni u
inhibiciji rasta i metabolizma mikroorganizama. Sa druge strane, mijeloperoksidaza katalizira
jone hlora 1 pretvara ga u hipohlorit, izazivaju¢i rascep peptidnih veza, Sto ima za posledicu
stvaranje formacija niske molekularne tezine. Na ovaj nacin nastaje hloramin koji ima
izuzetan baktericidni efekat. Prema mnogim autorima, mijeloperoksidaza se akumulira tokom

spavanja kada je nizak protok pljuvacke, uklanjajuc¢i polimorfonuklearne neutrofile.

Gingivalna sulkusna te¢nost je eksudat periodontalnog tkiva je slican po sastavu kao
pljuvacka. Ulaze¢i u dublja tkiva mogu se naci i produkti lokalnog metabolizma. Ukupni
antoksidativni kapacitet je indikator zdravlja periodoncijuma. Ovo je dokazano u studiji
Capla i saradnika (2007) 2%10ji su merili ukupni antioksidativni potencijal gingivalne
sulkusne te¢nosti kod 17 pacijenata sa blago izrazenim hroni¢nom parodontopatijom i 18
pacijenata sa ozbiljnom hroni¢nom parodontopatijom u odnosu na 32 zdrave osobe. Ova
studija je pokazala da je ukupni antioksidativni potencijal nizi kod obolelih od

parodontopatije u odnosu na zdrave ispitanike.

Ashby™ je analizirao produkte slobodnih radikala na nivou gingivalne sulkusne

teCnosti 1 stanoviSta je da pronadeni slobodni radikali mogu ucestvovati u nastanku
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oksidativnog stresa, $to je u skladu sa ovim istrazivanjima. Istrazivao je ulogu glutation-
peroksidaze i mijeloperoksidaze koji predstavljaju dva glikoproteina vazna u nastanku
oksidativnog stresa. Takode, predmet njihovog istrazivanja je bila i uloga interleukina 1 beta
koji spada u proinflamatorne citokine i koji ima ulogu u regulaciji inflamatorne i imunoloske
reakcije parodontalnog tkiva kod ljudi. Oni su sakupili gingivalnu sulkusnu te¢nost kod 27
pacijenata starosti od 24-62 godine. Ukupno je kod 19 pacijenata dijagnostikovana paro-
dontopatija, dok je 8 pacijenata bilo zdravo i koris¢eno kao kontrolna grupa. Koriséen je Eli-
za test kada je u odnosu na zdrave ispitanike doslo do znacajnog povecanja parametara kao
Sto su glutation peroksidaza, laktoferin, mijeloperoksidaza i interleukin 1 beta. Pre svega, ove
materije su pozitvno reagovale na periodoncijum i prisustvo plaka. Prisustvo ovih markera
oksidativnog stresa je u ¢vrstoj korelaciji sa mnogim bolestima, a delimi¢no i sa neravno-
tezom izmedu nivoa mijeloperoksidaze-interleukina 1 beta i nivoa glutationperoksidaze-

laktoferin, Sto rezultuje oStecenjem tkiva i generisanjem patogenih supstanci u usnoj duplji.

Druga studija*®’ je obradivala nastanak pro-inflamatornih i markera oksidativnog
stresa u gingivalnom tkivu kod pacijenata koji boluju od hroni¢ne parodontopatije. Ukupno je
18 pacijenata podeljeno u dve grupe: eksperimentalna i kontrolna. U obe grupe pacijenata su
praceni slede¢i parametri: katalaza, glutation-peroksidaza, glutation-S-transferaza, glutation
reduktaza, ukupni glutation, redoks glutation, glutation oksidaza i mijeloperoksidaza.Ova
studija je pokazala, kod pacijenata sa parodontopatijom, znacajno uvecanje mijelope-
roksidaze, glutation peroksidaze, glutation-S-transferaze u odnosu na kontrolnu grupu,

pokazujuéi korelaciju oksidativnog stresa i parodontopatije.

Prema tome, istraZivanja usmerena na analizu antioksidativnog potencijala pljuvacke i
seruma kod pacijenata sa parodontopatijom su izuzetno korisna u odredivanju povezanosti
bolesti lokalizovane u usnoj duplji i oksidativnog stresa, a narocito ka analizi poremecene
ravnoteze izmedu nivoa slobodnih radikala i antioksidanasa. Ovo je podrzano i rezultatima
Diaba i saradnika(2003)** koji su uporedivali antioksidativnu aktivnost pljuvacke kod 17
pacijenata sa periodontalnom bolescu, aktivnost nakon terapijskog tretmana i u odnosu na 20
zdravih ispitanika. Rezultati pokazuju da zdravi ispitanici imaju vecu efikasnost (40-50%) u
uklanjanju in-viro generisanih slobodnih radikala. Kod pacijenata sa parodontopatijom,
antioksidativni potencijal pljuvacke je znafajno manji, iako je nivo tri antioksidanasa

(mokraéna kiselina, albumini i askorbinska kiselina) ostao priblizno isti.
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Druga studija™* je bila fokusirana na evaluaciju ukupnog antioksidativnog potencijala
u serumu 30 subjekata kod kojih je klinicki dijagnostikovan periodontitis i 30 zdravih
ispitanika koris¢enjem spektrofotometrije. Nivo antioksidativne zastite je skoro duplo veci
kod zdravih subjekata u odnosu na obolele, pokazujué¢i da se antioksidativna moguénost
smanjuje sa p parodontopatijom i ukazuje na negativnu korelaciju sa parodontalnim

parametrima.

U zadnjih nekoliko godina usna duplja i okolne strukture su bile u fokusu istrazivanja
povezanosti direktnog o$te¢enja tkiva i produkcije slobodnih radikala. Malondialdehid
(MDA) je jedan od najizucavanijih produkata peroksidacije 1 koji se povecava u prisustvu
slobodnih radikala. U studiji**® nivo MDA i ukupnog antioksidativnog potencijala u serumu,
pljuvaccei i gingivalnoj sulkusnoj tecnosti je meren kod 36 pacijenata (19 muskaraca i 17
zena), starosti izmedu 32-55 koji boluju od hroni¢ne parodontopatije i1 28 zdravih ispitanika
(13 muskaraca i 15 Zena, starosti 29-51). Rezultati pokazuju da su nivoi MDA u pljuvadci,
gingivalnoj sulkusnoj tecnosti i ukupnog antioksidativnog potencijala znac¢ajno veci u grupi
obolelih pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu. To pokazuje da lipidna peroksidacija igra
vaznu ulogu u patologiji periodoncijuma. Medutim, nema znacajne razlike u nivou MDA
izmedu dve opservirane grupe, $to pokazuje da je nivo MDA nizi u pljuvacci i visi u gin-
givalnoj sulkusnoj tecnosti. Ovakvi rezultati su apsolutno identi¢ni sa istraZivanjima u ovoj
studiji. Mitohondrijalna DNK je takode reprezentativni biomarker oksidativnog stresa kod
pacijenata sa peridontitisom sudeéi po studiji Canakéija**. U ovoj studiji, uzorci krvi i
gingivalnog tkiva su sakupLjeni kod 30 pacijenata sa hroni¢cnom parodontopatijom i kod 30
zdravih ispitanika. Moguénost brisanja mitohonndrijalne DNK je notirana u 80% pacijenata,
dok kod zdravih subjekata nije dokazano brisanje DNK-a, pokazujué¢i da hiperprodukcija

. . v . v, . . 142
slobodnih radikala moZze da uzrokuje oSte¢enje na ovom nivou .

Fiai i saradnici*® su uporedivali nivo glutation-reduktaze u tumoru i u krvi, askor-
binske kiseline, kao i nivo antioksidativnih enzima u tumorskom tkivu skvamoznog Kar-
cinoma, zbog boljeg razumevanja genotoksi¢ne 1 mutagene uloge slobodnih radikala. U tom
smislu, studija je obuhvatila 18 pacijenata koji boluju od skvamozmog karcinoma i 20
zdravih ispitanika gde su uporedivani nivoi glutation reduktaze, superoksid dizmutaze i
glutation peroksidaze. Pacijenti oboleli od oralnog skvamoznog karcinoma imaju povecan
nivo glutation reduktaze, glutation peroksidaze, askorbinske kiseline, a smanjeni nivo
superoksid dizmutaze u tumorskom tkivu 1 okolnoj zdravoj sluzokozi. Sa druge strane svi ovi

parametri su znacajno manji u krvi pacijenata sa oralnim karcinomom u odnosu na zdrave
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ispitanike. 1z ovoga se moze zakljuciti da je antioksidativna zastita ograni¢ena u borbi protiv
neoplasticne degeneracije iako u ovom slucaju, zvuci paradoksalno, antioksidativna rezerva
Stiti tumorsko tkivo od nekroze i ¢elijske apoptoze.

Hipoteza o programiranom koriS¢enju antioksidativnih komponenata u redukciji
frekvnecije oralnih maligniteta je Cesto potvrdivana. Studija Manoharana i saradnika’** je
obuhvatila istrazivanje plazme 1 koliCine tiobarbituratne kiseline, vitamina E, glutation-
reduktaze, aktivnost superoksid dizmutaze, katalaze i glutationperoksidaze. Ova studija je
obuhvatila 48 pacijenata, obolelih od oralnog karcinoma u razli¢itim stadijumima, koji su
podeljeni u grupe od po 16 pacijenata (stadijum I, 11 i IV) u odnosu na zdrave ispitanike
slicnog uzrasta i pola. U studiji je dokazana povecana lipidna peroksidacija i umanjenje anti-

enzimske aktivnosti, §to je u skladu sa rezultatima koji su prezentovani u ovom istrazivanju.

Ma i saradnici** su proucavali oste¢enje DNK u oralnom epitelu kod 19 pacijenata
obolelih od oralne leukoplakije koriS¢enjem dvostruko oznacene imunofluorsecentne
imunohistohemije. Oni zakljucuju da u leukoplasticnom tkivu, kao i u displasti¢cnom epitelu i
okolnom zapaljenski izmenjenom tkivu, gomilanje 8-nitroguanina predstavlja oste¢enje DNK
uzrokovano azot-oksidom i 8-oksi-7,8-dihidro-2-deoksiguanozinom, koji je uslovio oStecenje
DNK. Nijedna od ovih imunoloskih reakcija nije identifikovana u normalnoj sluzokozi, dok
je azot-oksid sintetaza, enzim koji pokazuje oStecenje Celije, prisutan u leukoplasticnom
tkivu. Takode, histohemijska ispitivanja su pokazala prisustvo proliferativnog antigena i p53

gena.

Patologija usne duplje uzrokovana oksidativnim stresom obuhvata i Waldejerov
tonzilarni prsten kao zlezdano tkivo. U tom smislu, dve studije su opisale povezanost izmedu
hipertrofije i patlogkih stanja limfnom tkiva i slobodnih radikala. Dogruer i saradnici**® su
istrazivali 29 dece koja su obolela od adenotonzilarne hipertrofije u odnosu na zdrave
ispitanike starosti u proseku 50 godina. Svi pacijenti su takode imali probleme sa spavanjem
kao posledicu tonzilektomije nakon opSte anestezije. Uzimana je venska krv Cetiri nedelje
nakon operacije i mereni su nivoi malondialdehida, superoksid dismutaze, glutation peroksi-
daze i katalaze. Rezultati pokazuju da je nivo malondialdehida i enzima bio veoma visok
preoperativni, ali se postoperativno taj nivo normalizovao. Ove ¢injenice pokazuju da postoji

neravnoteza izmedu oksidacije i antioksidacije kod mladih pacijenata koji boluju od

adenotonzilarne hipertrofije, a hirurski tretman u potpunosti dovodi do fozioloSke ravnoteze.
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Kiroglu i saradnici'®’ su, takode, sproveli sli¢na istraZivanja na 20 dece koja boluju od
hroni¢nog adenotonzilita i 19 dece koja imaju adenotonzilarnu hipertrofiju i koja su pred-
videna za tonzilektomiju. Uporedivan je nivo malondiladehida i katalaze preoperativno u
serumu i eritrocitima. Svi ispitivani parametri su bili znacajno visi od oc¢ekivanih, pokazujuci
da oba patoloska stanja imaju sli¢ne mehanizme nastanka. Ovakvi rezultati su u skladu sa

rezultatima ove studije.

Yilmaz i saradnici'*® su uporedivali 38 dece sa hroni¢nim tonzilitisom i adenoidnom
hipertrofijom (predvidena za tonzilektomiju) sa 23 zdravih ispitanika. Mereni su nivoi cir-
kuliSuceg retinola, beta-karotena, alfa tokoferola, likopena, superoksid dismutaze, askor-
binske kiseline, glutation peroksidaze i malondialdehida pre operacije i jedan mesec nakon.
Rezultati pokazuju u obe grupe poveéanje nivoa antioksidanasa i smanjenje slobodnih
radikala pre i posle intervencije, ali nikada nije postignuta ravnoteza kao kod zdravih
ispitanika. U zaklju¢ku se moZe re¢i da oksidativni stres u decijoj populaciji moZe da narusi
ravnotezu u oro-limfati¢nom tkivu, ali se nikada ne vra¢a u normalan nivo nakon uklanjanja

patoloskog tkiva.

U svojoj studiji su Zang i saradnici'*® odredivali nivo oste¢enja DNK-a u éelijama
humane oralne sluzokoze kod 25 pusaca i 25 zdravih ispitanika. Ova studija je Koristila
monoklonalna antitela specificna za vezu malondialdehid-DNK gde je dokazana visoka
znacajnost oSteCenja DNK-a. Sa druge strane neSto modifikovana studija Yamamota™®
izvedena je na miSevima koji su hranjeni hranom sa visokim nivoom holesterola i1 kod kojih
je meren nivo flogogenih supstanci (lipolosaharida i proteina) u gingivalnom slukusu i uticaj
ishrane na steatozu, inflamaciju i slobodne radikale u jetri. Ovaj fenomen je kvantifikovan
merenjem nivoa heksanol-lizina, kao simptoma steatoze i inflamacije, i koncentracije 8-
hidroksideoksiguanozina u parenhimu jetre. Masne promene zajedno sa ovakvom ishranom i
visokim nivoom lipidne oksidacije mogu da dovedu do sistemskih poremecaja na ekspe-

rimentalnom nivou, §to moze biti potvrdeno i u klinickim studijama na ljudima.

Na nivou usne Supljine pokretljivost zuba i reabsorpcija mlecnih zuba, vazna u oblasti

ortodoncije, eksperimentalne studije pokazuju korelaciju izmedu readsorpcije, mangan-

152

zavisne superoksid dizmutaze i lipoperoksidacije*>*. Ortodontska pokretljivost zuba'®* moze

3 Uretan-

biti u funkciji lokalne aktivnosti azot-oksida i I-arginina. Prema Poplawskom™
dimetakrilat, koji se koristi u ortodontske 1 protetske svrhe, moze biti uzrok oksidativnog
stresa koji izaziva oSte¢enje DNK-a i leukocita u oralnoj sluzokozi. Na ovaj nacin on je

protivteza vitaminu C kao jakom antioksidansu.
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Mor i saradnici*** su u svojoj studiji o zubnim pastama razmatrali potencijalne uzroke
lezija mekih tkiva, $to je ve¢ potvrdeno u eksperimentalnim studijama na keratinocitima koji
su izlozeni deterdzentima. Uvecane koncentracije pluronske kiseline pokazuju efekte slo-
bodnih radikala, koji postoje in vivo i neutraliSu se protokom pljuvacke. Ova istrazivanja
potvrduju postojanje antioksidanasa na fizioloskom nivou koji imaju efekta u odbrani od

spoljnih uticaja.

5.2. ANALIZA MARKERA INFLAMACIJE U PLJUVACCI
PACIJENATA SA FIKSNIM | MOBILNIM
STOMATOLOSKIM PROTETSKIM NADOKNADAMA

Istrazivanja parametara inflamacije kod pacijenata su obuhvatila merenja: interleukina

6, imunoglobulina A, katalaze i visoko-osetljivog CRP.

5.2.1. Analiza interleukina 6 u pljuvacci pacijenata

sa fiksnim i mobilnim stomatoloSkim protetskim nadoknadama

U grupi pacijenata sa mobilnim stomatoloSkim potetskim nadoknadama nivo
interleukina 6 je neposredno nakon predaje proteze opao i do kraja ispitivanja vrednosti ovog
parametra su se kod ovih pacijenata zadrzale na gotovo istom nivou. Sa druge strane, nivo
interleukina 6 je u grupi pacijenata sa fiksnim stomatoloskim protetskim nadoknadama
odmah nakon brusenja porastao, da bi neposedno nakon cementiranja nivo opao. Vrednosti
intereleukina 6 su bile znacajno vece kod pacijenata sa mobilnim stomatoloskim protetskim
nadoknadama. Kada dode do inflamacije monociti i makrofazi su prve reaktivne Celije koje
produkuju IL-6. I1L-6 pre svega aktivira ekspresiju i aktivaciju T limfocita, aktivira dife-
rencijaciju B limfocita i regulise fazu akutnog odgovora *°. Nivo IL-6 je znagajno poveéan
kod pacijenata sa oralnim karcinomom **°. IL-6 osloboden u toku inflamatornog odgovora
dovodi do rasta tumora, dok tumor raste stimuliSe inflamatorni odgovor rezultuju¢i inflama-

tornu progresiju®®’.
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5.2.2. Analiza nivoa imunoglobulina A u pljuvacci pacijenata

sa fiksnim i mobilnim stomatoloSkim protetskim nadoknadama

U grupi pacijenata sa mobilnim stomatoloskim potetskim nadoknadama prosecan nivo
IgA je neposedno nakon predaje porastao da bi vrednosti sa vremenom opadale. Sli¢ni
rezultati su i u grupi pacijenata sa fiksnim stomatoloskim protetskim nadoknadama kada je
najvec¢i nivo IgA bio neposredno nakon bruSenja da bi nakon 30 dana njegova vrednost bila
kao na pocCetku merenja. Vednost IgA je pre predaje proteze bila veca kod pacijenata sa
mobilnim stomatoloskim potetskim nadoknadama. Pri ostalim meenjima nisu potvrdene
znaGajne razlike u nivoima IgA izmedu poredenih grupa. Avivi i saradnici'® su u svojoj
studiji istrazivali oSte¢enja uzrokovana oralnim mukozitom kod 25 pacijenata, a koji su
tretirani lekom Melphalan i transplatacijom kosti. Tre¢eg i sedmog dana nakon transplan-
tacije su merili sekretorni IgA i ukupni antioksidativni kapacitet, dok je oStec¢enje mukoze
ispitivano merenjem albumina i karbonilnih grupa. Jatrogeni mukozitis, meren treceg i
sedmog dana nakon transplantacije, pokazuje znacajno smanjenje sekretornog IgA, ukupnog
antioksidativnog kapaciteta 1 mokraéne kiseline. U prilog ovome ide, bez sumnje, ne-
ophodnost primene antioksidativne terapije kao zastitne mere kod jatrogenog oste¢enja slu-
zokoze. Smanjen nivo IgA u pljuvacci je u vezi sa poveéanjem stepena gingivalne infla-
158

macije". Brojne studije obavestavaju o povecanom nivou IgA u akutnoj fazi i smanjenju u

fazi remisije™™.

5.2.3. Analiza visokosenzitivnog C-reaktivni proteina (CRP) u pljuvacci

pacijenata sa fiksnim i mobilnim stomatoloskim protetskim nadoknada

U grupi pacijenata sa mobilnim stomatoloSkim protetskim nadoknadama prosecan
nivo C-reaktivnog proteina (CRP) je neposredno nakon predaje proteze porastao Sto ukazuje
na veliki inflamatorni potencijal mobilnih proteza, da bi vrednosti nakon 30 dana od predaje
proteze opadale. Takode, vrednosti CRP u grupi sa fiksnim stomatoloskim protetskim
nadoknadama su porasle neposredno nakon brusenja zuba. Vrednosti CRP su zatim opadale
da bi 30 dana nakon predaje bile u nivou proseka. Povecanje nivoa CRP u pljuvacci oznacava
prisustvo osnovnog zapaljenskog procesa i najces¢e je kod parodontopatije. Mobilne proteze
su u direktnoj vezi sa inflamacijom oralne sluzokoze $to je uobicajeno stanje ¢ak kod 35-50%
osoba koje nose mobilne proteze. NoSenje proteza, posebno tokom no¢i, predstavlja glavni

uzrok ovakvog stanja.
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5.3. ANALIZA ODREPENIH TOKSICNIH EFEKATA POJEDINIH
SUPSTANCI 1Z FIKSNIH/MOBILNIH STOMATOLOSKIH
PROTETSKIH NADOKNADA NA PARAMETRE
OKSIDATIVNOG STRESA | PARAMETRE ZAPALJENJA

Prilikom postave fiksne stomatoloske protetske nadoknade karakteristi¢na je mnogo
brza adaptacija pacijenta, nego kod postave mobilne protetske nadoknade, kada Cesto dolazi
do pojave klinickih znakova zapaljenja. Moze se re¢i da aplikacijom fiksnih stomatoloskih
protetskih nadoknada, dolazi do pojave oksidativhog stresa koji je manjeg intenziteta u
pljuvaccei, nego primenom mobilnih proteza. Sli¢an odnos je dobijen i analizom parametara
inflamacije 1 markera apoptoze u pljuvacci ispitanika.Takode povecani parametari zapaljenja,
oksidativnog stresa i apoptoze u pljuvaéci pacijenata usled aplikacije fiksnih
stomatoprotetskih nadoknada, mnogo brze opadaju (normalizovati se) nego posle ugradnje
mobilnih stomatoloSkih protetskih nadoknada. Analizirani biohemijski parametri su

normalizovani nakon 30 dana od ugradnje proteza.

Polimerizacija polimetilmetakrilata koji se Kkoristi za izradu mobilnih stomatoloskih
protetskih nadoknada predstavlja reakciju aktivacije inicijatora kao $to je benzil-peroksid,
160,161

koji se moze da razlozi na razliCite nacine, kao $to su: toplotna polimerizacija ili

mikrotalasna polimerizacija*®*'®*'®® Takode se to moze da izvede dodavanjem hemijskog

164,166 il svetlosnom

aktivatora kao S$to je dimetil-p-toluidin uz odredenu temperaturu
polimerizacijom®®’. Polimerizacija predstavlja proces pretvaranja metilmetakrilata u
polimetilmetakrilat. U toku procesa polimerizacije ne dolazi do pretvaranja mompletnog
monomera u polimer, tako da se u pljuvacci moze registrovati nevezani monomer. Njegova
koncentracija zavisi od metode i uslova polimerizacije. Rezidualni monomer zaostaje i moze

biti izluZen u pljuvaéku163,167

. IzIuZeni rezidualni monomer se smatra izuzetno odgovornim za
pojavu citotoksi¢nosti u in vitro uslovima™® i pojavu alergijskih reakcija.

Citotoksicni efekat baze mobilne proteze zavisi od nekoliko faktora kao Sto su: odnos
prah — te¢nost, vreme ¢uvanja, metod i ciklus polimerizacije. Odnos polimera prema monomeru,
ili odnos praha i teCnosti, je vazan faktor u nastanku citotoksicnosti akrilatne baze. Jorge i
saradnici*® su istrazivali odnos monomera prema polimeru na nivo rezidualnog monomera i
zakljucili da odnos 5:3 pokazuje nizi nivo rezidualnog onomera u pljuvacci nego ako je odnos

4:3. Sli¢no tome, Kedjarune'™ je pronasao da veéa koli¢ina monomera u meavini izaziva veéi

nivo rezidualnog monomera u pljuvacci i prema tome vecu citotoksi¢nost.
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Vreme Cuvanja akrilata igra vaznu ulogu u nastanku citotoksi¢nosti akrilata za zubne
proteze. Lee i saradnici'®® ukazuju da je citotoksi¢ni efekat akrilata bio veéi u prvih 24 Gasa
nakon polimerizacije 1 da se smanjuje sa vremenom. Takode, autori zaklju¢uju da duze
zadrzavanja proteze u vlaznoj sredini umanjuje citotoksicni efekat. Citotoksi¢ni efekat se
moze da desava nekoliko dana nakon polimerizacije, ali je minimalizovan ukoliko se ¢uva
proteza u vodi 24 asa®’, Predpostavka je da se toksicne supstance otpusStaju u medijum u
prvih 24 casa. Prema tome, preporuka je da se akrilatne proteze pre predaje pacijentu
potapaju u Vodu najmanje 24 Casa. Takode predlazu da proteze budu najpre potopljene u vodi
60 minuta na 50°C zbog redukcije monomera i umanjenja toksi¢nog potencijala narocito kod
autopolimerizovanog akrilata™®. Hipersenzitivna reakcija ispitivanih pacijenata je smanjena
ukoliko su proteze bile potopljene u toploj vodi. Prema ovim autorima, smanjenje koli¢ine
rezidualnog monomera nakon ove procedure direktno utice i na smanjenje nivoa slobodnih
radikala. Potapanjem proteze u toplu vodu molekuli monomera difunduju veoma brzo,
povecavaju nivo slobodnih radikala i vode u reakciju polimerizacije. Slicni rezultati su

prezentovani od strane Burala i saradnika'”

koji su istrazivali efekat postpolimerizacije,
koncentraciju rezidualnog metilmetakrilata i in vitro citotoksi¢nost autopolimerizirajuceg
akrilata. Autori zaklju€uju da postpolimerizacija toplotom autopolimeriziraju¢eg akrilata
potapanjem u vodu na 60° C u trajanju od 30 minuta je klini¢ki prihvatljiva i preporuduje se
za smanjenje otpustanja rezidualnog metakrilata.

Zavisno od temperature polimerizacije 1 vremena trajanja, razliite koliine rezidu-

> su ispitivali

alnog monomera zaostaju i uti¢u na citotoksi¢nost. Kedjarune i saradnici'’
koli¢inu rezidualnog monomera u odnosu na vreme polimerizacije i zakljucili da duze vreme
polimerizacije smanjuje citotoksi¢nost. U definiciji idealnog ciklusa polimerizacije akrilata

Harison i Hugget*’’

su istrazivali efekte na 23 mobilne akrilatne proteze. Rezultati pokazuju
da inkubacija proteze u trajanju od sedam sati na 70°C i podizanje temperature jedan sat na
100°C je idealna, jer predvida maksimalnu konverziju rezidualnog monomera.

Metod polimerizacije je vrlo vazan ako ne 1 odlucujuéi u izazivanju citotoksi¢nosti
akrilata za zubne proteze. Zisis'™? je ukazao na manji citotoksi¢ni efekat kod toplo-
polimerizirajuéih akrilata u odnosu na samovezujuée §to je u skladu i sa rezultatima Caveza i
saradnika'"* koji su sistematski obradili ovu problematiku. Citotoksiéni efekti su hemijski
aktivirani i uticu na gingivalne fibroblaste'"®.

Akrilati za bazu proteze takode imaju biodegradacioni efekat. Promene hemijskih,
fizickih 1 mehanickih karakteristika akrilata u uslovima koji su prisutni u usnoj duplji se

definisu kao biodegradacija tkiva. Klini¢ki najznacajnije posledice akrilata je produkcija
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potencijalno toksi¢nih agenasa koji mogu da izazovu niz bioloskih odgovora ¢elija i tkiva
koja se nalaze u usnoj duplji. Degradacija polimera se ne deSava izolovano ve¢ pod uticajem
faktora kao §to su pljuvagka, oralni mokroorganizmi i mastikacija'’®.

Pljuvacka, kao produkt pljuvaénih zlezdi, sadrzi komponente koje ucestvuju u

178

biodegradaciji akrilata~™. Voda je najznacajniji deo pljuvacke i bitan faktor u degradaciji.

Polimerne strukture i dentalni materijali mogu biti hemijski delimi¢no razgradeniu kroz dva

mehanizma: hidroliza i enzimska reakcija*’®".

Salivarni enzimi mogu da razgraduju
polimere ,,napadom® na bocne lance, produkcijom potencijalno Stetnih metaboli¢kih produ-
kata, kao i promenom strukture. Sastav monomera je glavni faktor u determinaciji stepena
degradacije, posebno kada su za to odgovorni enzimi. Razlil¢ite esteraze koje su prisutne u
pljuvadci mogu da izazovu esterifikaciju metakrilata’®*®%. Uticaj degradacije pod dejstvom
enzima manifestuje se smanjenjem povrSinske tvrdoce i otpornosti na habanje.

Interakcije izmedu oralnih mikroorganizama i polimera se odvijaju u smislu povrsin-
skog efekta koji je uzrokovan kolonizacijom bakterija 1 to pove¢anjem hrapavosti'®. Veéina
mikroorganizama koji su prisutni, naro¢ito koji su odgovorni za Kkarijes, parodontopatiju i
stomatitis izazvan protezama, mogu da ,,prezive” samo ukoliko se adheriraju na palatinalnu
povrSinu proteze i pocnu da formiraju kolonijel%. Adhezija bakterija na povrSine Cvrstih
zubnih tkiva je pracena akumulacijom dentalnog plaka. Hrapavost ili glatko¢a povrsine koja
se postize procesom poliranja je najvaznija u ovom procesulse. Promene u ovom pogledu
uticu na nivo bakterijske adhezije. Takode, tanak biofilm izmedu plo€e proteze i sluzokoze
utice na bakterijsku akumulaciju i formiranje plaka na glatkim povréinamam.

Biodegradacija materijala u usnoj Supljini moze biti indukovana i njegovim zamorom
koji je uzrokovan prisustvom mastikatornih sila. Stalno prisustvo mehanickih oStec¢enja
materijala dovodi do progresivne degradacije i izazivanja pucanja veStacke smole §to utice na
pojavu Stetnih materija u pljuvacci. Mastikacija moze da izazove negativne sile smicanja 1
istezanja akrilata 81%°,

Otpustanje komponenata iz akrilata, kao posledica biodegradacije je bila Cesta tema
mnogih istraZzivaca. Uglavnom su istraZivanja svedena na eksperimentalne uslove u smislu
izrade polimernih uzoraka akrilata raznih oblika i veli€ine koji su potapani u veStacku
pljuvacku na temperaturi tela i tu ¢uvani u periodu od nekoliko sati do 1-2 meseca'®’. U

nekim studijama®®'8*

je istrazivana difuzija rezidualnog monomera i drugih komponenata iz
akrilatne baze proteze u ljudskoj ili vestackoj pljuvadei. Kedjarune'™ je koristio nestimuli-
sanu ljudsku pljuvacku u istraZivanju nivoa metilmetakrilata iz toplo i1 autopolimerizirajuéeg

akrilata. Tsuchiya'™' je dokazao znadajnu koli¢inu formaldehida i metilmetakrilata u
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pljuvacci u in vivo uslovima koji su bili izluzeni iz autopolimeriziraju¢eg akrilata. Takode,
Goncalves'” i saradnici su pratili nivo rezidualnog metilmettakrilata kod 40 volontera kada
su dokazane visoke koncentracije u prvih 24 ¢asa, §to je u skladu sa naSim istrazivanjima.
IzIuzivanje rezidualnog monomera ima uticaja na biokompatibilnost dentalnih
materijala. Produkti biodegradacije su ¢esto jedini uzrok lokalne hemijske iritacije, osetlji-
vosti 1 bola, labijalnog edema, inflamacije ili ulceracije sluzokoze, sindrom gorucih usana i
stomatita, kao isistemskih alergijskih reakcija. Ispitivanje rezidualnog monomera je razlicito,
ali konacno izazivaju promene u Celijskoj strukturi u smislu narusavanja integriteta Celijske
membrane ili enzimske aktivnosti i sintezi makromolekula'®”. Efekti metilmetakrilata se
direktno dovode u vezu sa citotoksi¢no$éu i oksidativnim stresom usled prisustva slobodnih

radikala koji nastaju tokom procesa polimerizacije'®.

5.4. ULOGA DENTALNIH LEGURA U NASTANKU
OKSIDATIVNOG STRESA

Biokompatibilnost i otpornost na koroziju metal-keramickih legura je usko povezana.
Toksi¢nost metal-keramickih legura zavisi od razli¢itih aspekata metalnih jona koji su
odgovorni za koroziju: koli¢ina i kvalitet otpusStenih jona, eventualni sinergisti¢ki i antago-
nisti¢ki efekti otpustenih jona, kao i duZina izloZenosti kontakta sa okolnim tkivima'*.
Otpusteni joni u toku korozije mogu biti otkriveni kao iznenadenje i mogu imati zbunjujuci
efekat'®. Takode, ove metalne komponente mogu uzrokovati nepozeljni metalni ukus u

ustima’®. Iz tih razloga pacijenti vrlo &esto zahtevaju uklanjanje ovih protetskih restauracija.

Mnoge studije pokazuju otpustanje metalnih jona od visoko-plemenitih, plemenitih i
neplemenitih dentalnih legura zavisno od uslova pH vrednosti koji su prosutni u usnoj
duplji'®’. Niska pH vrednost (kisela sredina) uveéava otpustanje metalnih jona iz dentalnih le-
gura. Ovaj efekat je narocito izrazen kod dentalnih legura na bazi nikla. Dentalni plak je Cesto
adheriran za dentalne legure 1 kreira lokalno nisku pH vrednost. Ovaj uslov promovise ko-

roziju dentalnih legura dovode¢i u pitanje njihovu biokompatibilnost'®,

Otpornost na koroziju svake legure je fundamentalno vazna za njenu bikompa-
tibilnost. Otpustanje metalnih jona iz dentalne legure je usko povezano sa bioloskim efektima
kao Sto su: toksiCnost, alergogenost i mutagenost. Odredeni nivo korozionih produkata
narusava biookruZenje usne Supljine i moze da dovede do reakcije gastrointestinalnog trakta i

okolnog tkiva. Prema tome, sa bioloskog stanovista, najadekvatnije merenje korozionog
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potencijala je identifikacija i1 kvantifikacija otpusStenih metalnih jona. Elementi kao Sto su
berilijum, kadmijum, kobalt, hrom, bakar, gvozde, nikal, paladijum i1 vanadijum su poznati
kao toksi¢ni, alergijski i mutageni, pa iz tih razloga trebaju biti u izuzetno malim koli¢inama

u dentalnim legurama'®°.

Nekoliko studija su se bavila merenjem otpustenih metalnih jona iz dentalnih legura u
razliitim satavima legura®®. Za mnoge dentalne legure Ni je bio glavni prisutni element, dok
drugi elementi kao Cr i Mo, koji su oznaceni kao manje toksi¢ni, su bili u manjoj kon-
centraciji. U komercijalnim dentalnim legurama koli¢ina za Cr i Mo je u nivou od 11 do 25
tezinskih% 1 od 0 do 10 teZinskih procenata. U ve¢ publikovanim studijama ukazuje se na
zajednicki uticaj ova dva metala u odnosu na otpornost na korozijuzm. To znaci da dentalne
legure koje sadrze nizak nivo Cr i Mo su viSe otporne na koroziju. Visok sadrzaj Cr (25
tezinskih %) je prisutan kod legura koje su izuzetno otporne na koroziju i gde je njegova
distribucija ravnomerna. MoZe da se zaklju¢i da ukoliko je teZinski procenat za Cr izmedu

16-20 uvecava se otpustanje jona nikla bez obzira da li je sredina bazna ili kisela.

Plemeniti metali su poznati kao otporni na koroziju. Studije su pokazale da dentalne
legure koje sadrze manje od 50% plemenitih metala gube sjaj, potamnjuju i korodiraju.
Prema tome, bioloski rizici mogu biti svedeni na minimum sa visoko-plemenitim i pleme-
nitim legurama zbog toga Sto je koli¢ina otpuStenih jona niska. Uprkos tome, postoje
suprostavljeni podaci o otpustenim jonima zavisno od pH vrednosti, koji se razlikuju od
okruzenja testiranih dentalnih legurazoz. Sa jedne strane se kaze da niska pH vrednost
uzrokuje otpuStanje jona Au, dok sa druge strane je dokazano da plemenite legure nisu

znacajno ugrozene niskom pH vrednosti.

Titanijum i njegove legure su danas prihvacene kao osnovni materijal za mnogostruku
primenu zbog njithove kombinacije odlicnih mehanickih karakteristika 1 otpornosti na
koroziju. Pre svega, najveci reaktivni potencijal u formiranju oksidnog sloja tokom livenja i
lemljenja ima cist Ti. Postoji mnogo podataka o odli¢noj biokompatibilnosti Ti i njegovih

legura®®®

. U stomatoloskoj protetici Ti je koriS¢en za krunice i mostove, dentalne implantate,
kao i za skeletirane proteze zbog odlicne biokompatibilnosti. Iako Ti i njegove legure imaju
hipoalergenski potencijal i poseduju dobre klinicke karakteristike kao i1 legure Au (tip III 1

IV), primena im je ogranicena zbog visoke cene koStanj a?®

U okviru problematike ispitivanja uloge metala u nastanku oksidativnog stresa, Fe je

sigurno jedan od najviSe istraZivanih jona. Na ulogu Fe u inicijaciji lipidne peroksidacije (LP)
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ukazali su mnogi autori i dokazali da kataliticki aktivno Fe katalizuje redoks reakcije izmedu
kiseonika i bioloskih makromolekula. Ispitivanja Halliwella, Guteridgea, Imlaya i saradnika,

kao i drugi in vitro eksperimenti®®

, ukazuju da helatizovano Fe deluje kao katalizator Fenton
reakcije, olakSavajuci konverziju O, i vodonik peroksida (H,O>) u hidroksi radikal (HO), koji

moze da reaguje sa razli¢itim biomolekulima, poput lipida, protetina i DNK.

Vecina autora se slaze da je uloga Fe u reakcijama koje se odvijaju u ¢elijama

esencijalna:

1. Za produkciju OH koji moze da zapocne lipidnu oksidaciju ili oksidisati skoro

bilo koji molekul prisutan u bioloskim sistemima
2. Zapocinje reakcije slobodnih radikala razgradnjom peroksida.

In vitro eksperimenti su takode potvrdili da Fe?* jon ima sposobnost da redukuje

molekularni kiseonik
Fe "+ 0,— Fe*" + 0”

In vitro i in vivo ispitivanja su pokazala da brojni antioksidansi imaju zna¢ajnu ulogu
u prevenciji oSteenja organizma koja nastaju usled prooksidativnog efekta Fe. Medu njima
treba ista¢i ulogu deferoksamina, efikasnog helatnog agensa za Fe, koji deluje i kao anti-
oksidans tako $to kida lipidni lanac. Osim toga, dokazana je i pozitivna uloga vitamina C i E,
kao 1 glutationa koji ima sposobnost da vezuje radikale, smanjuje perokside i da odrzava

redoks stanje celij ?%,

Ima podataka i da brojni ksenobiotici, kao §to su veoma toksi¢ni parakvat i dikvat,
nitrofurantoin mogu da dovedu do oslobadanja Fe iz glavnog depo proteina — feritina ili

207 U okviru

transferina krvi, §to vodi pove¢anom stvaranju reaktivnih vrsta kiseonika
ispitivanja interakcija Fe u nastanku mikrozomalne lipidne peroksidacije dejstvom 2,3,7,8-
tetrahlorodibenzo-p-dioksina, kao i ispitivanja japanskih naucnika koji su, ispitujuci kar-
cinogenost nitrilotriacetata su dokazali da helat Fe sa nitrilotriacetatom inicira lipidnu
peroksidaciju.

Podaci iz literature ukazuju da Fe potencira i toksi¢nost etanola. Nil i Gilarte?®® su

ispitivali ulogu Fe u hepatocelularnim oSte¢enjima izazvanih etanolom i1 u ogledima na
pacovima i dobili biohemijske i morfoloske dokaze povecanog hepatocelularnog ostecenja pri

istovremenom davanju etanola i Fe.
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Dosadasnji rezultati sugeriSu da su Cr® i Cr®** bioloski aktivna oksidaciona stanja Cr
koja su ukljucena u ciklus reakcija u kojim nastaju slobodni radikali®®. Sam Cr® ne reuguje
sa DNK in vitro ili izolovanim nukleusom, medutim, u prisustvu bioloskih reduktanata,
askorbata, cisteina, lipoinske kiseline, fruktoze, riboze i drugih nastaje Cr’* koji u daljim
reakcijama izaziva oksidativna oste¢enja®™®. In vivo ispitivanja ukazuju da redukciju Cr®* jona
favorizuju prvenstveno glutation reduktaza, askorbat i flavoenzimi®**. Nastali dugozive¢i Cr>*
joni zatim reaguju sa H,O, u Fentonovoj reakciji, grade¢i veoma reaktivne OH", ¢ime bi se

6+212

mogla objasniti i citotoksicnost Cr> “*“. Redukovani oblik glutationa, osim $to i sam moze

izazvati oSteCenje Celije, mozZe dalje da reaguje sa tiolnim grupama pri ¢emu nastaje 0%,
Superoksidni radikal moze dalje da redukuje Cr®* do Cr** koji zatim u reakciji sa H,0,

ponovo daje OH". Petovalentni Cr se takode moze redukovati u prisustvu Celijskih redukta-

213

nata pri ¢emu nastaje Cr*" koji zatim ulazi u Fentonovu reakciju®®®. lako se donedavno

smatralo da je Cr** netoksican, novija istrazivanja ukazuju da u prisustvu bioloskih reaktanata

moze do¢i do njegove redukcije do cr?t koji takode u Fentonovoj reakciji daje OH?,
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Na osnovu sprovedenog istrazivanja mogu se izvesti sledec¢i zakljucci:

1. U grupi pacijenata sa mobilnim protezama vrednost MDA u pljuvaccije nakon
intervencije rasla, maksimalnu vrednost je dostigla 7 dana nakon predaje, dok je u grupi
pacijenata sa fiksnim protezama MDA neznatno porasla nakon7 dana. Prose¢na vrednost
MDA se 30 dana nakon predaje vratila na gotovo isti nivo.Promene vrednosti MDA u toku
celokupnog perioda pracenja se nisu deSavale na znacajno razli¢it nacin kod ispitanika sa

mobilnim i fiksnim protezama.

2. U grupi pacijenata sa mobilnim i fiksnim protezama vrednost AOPP u pljuvacci je
nakon intervencije rasla, a maksimalnu vrednost je dostigla 7 dana nakon predaje. Prose¢na
vrednost AOPP je do 30 dana nakon predaje je opala, ali ne do poc¢etnih vrednosti.Promene
vrednosti AOPP u toku celokupnog perioda pracenja se nisu deSavale na znacajno razli¢it

nacin kod ispitanika sa mobilnim i fiksnim protezama.

3. U grupi pacijenata sa mobilnim i fiksnim protezama prose¢na vrednost enzima
katalaze u pljuvacci je nakon intervencije opadala, dok je maksimalni pad zabeleZzen 7 dana
nakon predaje. Prose¢na vrednost katalaze je do 30 dana lagano rasla, ali ne do pocetnih
vrednosti. Promene vrednosti katalaze u toku celokupnog perioda pracenja se nisu deSavale

na znacajno razli¢it nacin kod ispitanika sa mobilnim i fiksnim protezama.

4. U grupi pacijenata sa mobilnim 1 fiksnim protezama prosec¢na vrednost NF-kB u
pljuvaccije nakon intervencije rasla, a maksimalnu vrednost je dostigla 7 dana nakon predaje.
Prosecna vrednost NF-«kB je do 30 dana nakon predaje je opala, ali ne do pocetnih vrednosti.
Promene vrednosti NF-kB u vremenu su se desavale na znacajno razli¢it nacin kod ispitanika
sa mobilnim i fiksnim protezama, jer su bile znacajno vece kod pacijenata sa mobilnim

protezama nego kod onih sa fiksnim protezama neposredno nakon predaje.

5. U grupi pacijenata sa mobilnim i fiksnim protezama prose¢na koncentracija IL-6 u
pljuvaccije je nakon intervencije opadala. Promene vrednosti IL-6 u vremenu su se desavale

na znacajno razli¢it nacin kod ispitanika sa mobilnim i fiksnim protezama.
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6. U grupi sa mobilnim i fiksnim protezama prose¢na vrednost IgA je nakon predaje

poteza porasla, da bi se vratila nakon 30 dana na gotovo pocetne vrednosti.

7.U grupi sa mobilnim i fiksnim protezama prose¢na vrednost hsCRP je nakon

predaje porasla, da bi se vratila na gotovo pocetne vrednosti nakon 30 dana.
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N3JABA O AYTOPCTBY

U3jaBibyjeM Aa je JOKTOpCKa AMcepTallyja, Mo HacJI0BOM

IIpahemwe GuoxemMujckux napaMerapa 3anaberma, OKCHIATHBHOI CTPeca U anonrTo3e
y IUbYBA4IM NANHjeHaTa ca (UKCHUM 1 MOOMJIHHM CTOMATOJIOMIKHM MPOTETCKUM
HA/IOKHA1aMa

Koja je ogOpameHa Ha MeaunuHCcKOM (akynrery YHuBepsurera y Humry:

® DpE3yJTaT COIICTBCHOT UCTPAXXUBAYKOT paja,

® Ja OBy JUCepTalHjy, HA y LEIWHU, HUTH y JIEJOBMMa, HUCAM IPHjaBJ/bHBA0/Ia Ha
IpyruM (akyaTeTuMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA,

e Jla HHMCAM MOBpEIMO/JIa ayTopcKa IpaBa, HUTHU 3J0YHNOTPEOMO/Na HHTENEKTYalHy
CBOJUHY JPYTUX JIHIIA.

Jlo3BosbaBam na ce o0jaBe MOjU JIMUHHU MOJAIM, KOJU CY y BE3U ca ayTOPCTBOM U
no0ujalkeM aKaJieMCKOr 3Bama JOKTOpa Hayka, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, FoJJuHa U MECTO
pohema u gaTym ondpaHe pana, u To y kataiory bubmuoreke, [[urutaiHOM peno3uTopujymy
VYuusep3uteta y Humry, kao u y nyonukanujama YHusep3utera y Humry.

Y Humy, TOJMHE

[Tornuc ayropa aucepraimje:

(Mupjana B. bomkosuh)



N3JABA O UICTOBETHOCTH EJIEKTPOHCKOI' 1 HITAMITAHOI' OBJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTALIUJE

HacnoB gucepranuje: Ilpaheme 6moxemMujckux napamerapa 3anajberba, OKCHIATHBHOT
cTpeca | anonro3e y IbyBa4lM NanyujeHara ca GUKCHUM M MOOMJIHUM CTOMATOJIOIIKAM
MPOTETCKUM HAJ0OKHAaJAaMa

U3jaBbyjeM Ja je eNeKTPOHCKH OOJHMK MoOje JOKTOpPCKE AMcepTaluje, KOjy cam
npeao/na 3a yHouewme y Jururaanu peno3duropujym YHusepsutera y Humy, ucroseran
HITAaMIIaHOM OOJIUKY.

YV Humy, TOJMHE

[Tornuc ayropa aucepraiuje:

(Mupjana B. bomrkosuh)



N3JABA O KOPUIIREILY

Opnamthyjem YHuBep3uteTcky Ouobnuoreky ,,Hukoma Tecnma®“ ma y Jlururamzau
perno3uTopujyM YHuBep3utera y Humny yHece Mojy JOKTOPCKY TUCEPTAIIN]y, MO HACTIOBOM:

IIpahewe OmoxeMHMjcKMX NapaMerapa 3ana/belba, OKCHIATHBHOI CTpeca W anomnro3e
y IUbYBAYIM NAaNHjeHaTa ca PUKCHUM HW MOOWJIHHM CTOMATOJIOIIKMM HPOTETCKHM
HA/IOKHA1aMa

Jucepranujy ca cBUM NMPUIIO3UMA MPEAA0/Ia caM y eIeKTPOHCKOM OOJIHKY, TOrOJHOM
3a TPajHO apXUBUPAE.

Mojy IOKTOpCKY IucepTanujy, YHeTy y JIuruTamHu peno3utopujym YHUBEp3UTETA Y
Humry, Mory KOpHCTUTH CBH KOjH HOLITYjy OoIpende caapykaHe y oJa0bpaHOM THITY JIMICHIIE
Kpearusne 3ajennuie (Creative Commons), 3a KOjy caM ce 0JUTy4no/Ja.

1. Ayropcteo (CC BY)

2. AyropctBo — Hekomepuujaiaao (CC BY-NC)

3. AyropcTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepane (CC BY-NC-ND)

4. AyTOopCcTBO — HEKOMEpITHjaIHO — aenuTH moja uctuM ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 nipepaje (CC BY-ND)

6. AytopcTBo — jaenuTi nox uctuM yciosuma (CC BY-SA)

Y Humy, roiiHe

[ToTnuc ayropa nucepraryje:

(Mupjana B. bomkosuh)
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