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Introduction: Oxidative stress arises due to the

imbalance between the free radical production
and the antioxidant defenses and is increasingly
being recognized as a biochemical mechanism
potentially present in pathogenic processes in a
significant number of systemic illnesses,
including periodontitis. On the other hand,
periodontitis, as a destructive inflammatory
disease, also contributes to the increased free
radical production. Research indicates that
periodontitis is accompanied not only by the
disruption in redox balance, localized in the oral
cavity, but that reactive oxygen species produced
during the periodontal disease are diffused into
the blood, leading to the oxidation of blood
biomolecules and the development of circulating
oxidative stress.

Aim: The aim of this study was to compare the
level of oxidative stress in a group of patients
with periodontitis to that of a group of patients
with healthy periodontium and to evaluate the
impact of non-surgical periodontal therapy on
the level of oxidative stress in patients with
periodontitis.

Materials and methods: Study participians were
30 patients with chronic periodontitis and 20,
periodontally  healthy  individuals.  Their

periodontal condition was assessed: Plaque index




Abstract:
AB

(PI), Gingival index (Gl), Papilla bleeding index
(PBI), Probing depth (PD) and Clinical
attachment level (CAL). Laboratory assessment
consisted of determination of DNA oxidative
damage marker-8-hydroxydeoxyguanosine (8
OHdG), marker of lipid peroxidation-
malondialdehyde (MDA) and antioxidant
enzyme-superoxid dismutase (SOD) in saliva
and blood. Patients with periodontitis were
subjected to the non-surgical periodontal
therapy.  Clinical evaluation of periodontal
conditions and laboratory tests were performed
at baseline and 3 months after the non-surgical
periodontal therapy.

Results: The values of all studied oxidative stress

markers in saliva were significantly higher in
patients with periodontitis, compared to those
with healthy periodontium (8-OHdG p =0,043,
MDA p = 0,000 and SOD p = 0,002). The value
of MDA in blood was also statistically]
significantly ~ higher in  patients  with
periodontitis relative to healthy individuals (p =
0,013), while the 8-OHdAG and SOD values did
not differ between the studied groups.
Following the non-surgical periodontal therapy,
there was a significant reduction in the
oxidative stress markers in saliva, while their
values in the blood remained virtually
unchanged.

Conclusion: The values of oxidative stress

markers in saliva and MDA in blood were
significantly  higher in  patients  with
periodontitis, compared to those with a healthy
periodontium. While non-surgical periodontal
therapy led to a significant reduction in the
oxidative stress markers in saliva, it had no
effect on the value of these markers in the
blood.
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Uvod

1. UVOD

1.1 OKSIDATIVNI STRES

1.1.1 REAKTIVNE HEMIJSKE VRSTE | OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres je definisao Helmut Sies 1985. godine kao poremecaj u kojem
prevagu imaju slobodni radikali nad antioksidantima usled ¢ega dolazi do oStecenja

vaznih ¢elijskim makromolekula (proteina, lipida, ugljenih hidrata i DNK) (1) (Slika 1).

reduktaza
GSH GSSG

- Glutation
©>D -. e @
GSH Peroksidaza

Oksidativno ostecenje

Protein
Lipid
DNA

Slika 1. Poremecena ravnoteza izmedu antioksidanata i produkcije prooksidanata

dovodi do povecanog stvaranja slobodnih radikala sto moze dovesti do ozbiljnih ¢elijskih



Uvod

oSte¢enja. (adaptirano iz Wakamatsu et al. Tearful relations: oxidative stress,
inflammation and eye diseases. Arg. Bras. Oftalmol. 2008; 71:72-79) (2)

Proces oksidacije je deo regulatornog biohemijskog funkcionisanja ljudskog tela u
procesu stvaranja energije koja je neophodna za zivot. Tokom normalnih metabolickih
procesa dolazi do stvaranja slobodnih radikala, koji se ukljucuju u uobicajene bioloske
procese, ali isto tako mogu biti u nekontrolisanim uslovima uzrok i oksidativnog ostecenja
¢elija (3). Slobodni radikali prema tome mogu imati fizioloSku ili patoloSku ulogu u
organizmu. Oksidativno oSteéenje 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
nesparenih elektrona u poslednjoj molekulskoj, odnosno atomskoj orbitali. Nespareni
elektroni su uzrok njihove visoke reaktivnosti i nestabilnosti. Tezeci da spare nesparene
elektrone slobodni radikali se ponaSaju kao snazni elektrofili. U reakciji sa supstratom
odnosno donorom elektrona, slobodni radikali se redukuju (dobijaju elektron), a supstrat
se oksidiSe (gubi elektron) i postaje tzv. sekundarni slobodni radikal i otpocinje lanac
radikalskih reakcija. Jednom pokrenut ovaj lanac ima osobinu prostornog i vremenskog

Sirenja uz pojacavanje efekta (4).

nespereni oksidovana
mkron ,ciljna“ molekula

00 (@) (@) 00

O + Q elektron trensfer Q + Q
=>

I slobodni
»ciljna ;
molekula radikal

Slika 2. Mehanizam rekcije slobodnih radikala (adaptirano iz Buki¢ M. Oksidativni

stres - Klini¢ko dijagnosti¢ki znacaj. Beograd: Mono i Manjana; 2008.)

2



Uvod

Slobodni radikali se u organizmu konstantno stvaraju i pri niskim koncentracijama
ostvaruju svoju fizioloSku ulogu u regulaciji signalnih puteva unutar celije 1 medu
¢elijama, fagocitozi, aktivaciji leukocita, u sintezi esencijalnih bioloskih jedinjenja i
proizvodnji energije, celijskom rastu i programiranoj celijskoj smrti-apoptozi (5).
Medutim, u situaciji povecanog stvaranja i/ili neadekvatnog uklanjanja slobodnih radikala
dolazi do narusavanja redoks homeostaza ¢elije i ispoljavanja negativnog efekta, odnosno
nastanka oksidativnog stresa. Ovako stvoreni “viSak” slobodnih radikala, dovodi do
ostecenje celijskih lipida, proteina i nukleinskih kiselina. Osim toga, slobodni radikali
mogu da menjaju signalnu transdukciju i1 ekspresiju gena, te na taj nacin doprinose
patoloskim procesima u organizmu (6). Utvrdeno je da su slobodni radikali uklju¢eni u
patogenezu  dijabetes  melitusa, ateroskleroze, HIV infekcije, autoimunih,
neurodegenerativnih, malignih, inflamatornih i mnogih drugih oboljenja. Oksidativni stres
udestvuje i u procesu starenja. Celijsko starenje je pradeno specifiénim funkcionalnim i
morfoloskim promenama, prouzrokovanim opadanjem 1 postepenim gaSenjem
mnogobrojnih ¢elijskih procesa. U procesu starenja slabi prirodna antioksidativna
sposobnost usled geneticki programirane redukcije u sintezi antioksidanasa, §to potencira
dejstvo slobodnih radikala (7).

Termin reaktivne vrste se u literaturi sve viSe koristi umesto termina slobodni
radikali imajuéi 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 (HOO), kao i neradikalske vrste:
vodonik peroksid, hipohlorna kiselina, ozon, singlet kiseonik. U RNS se ubrajaju slobodno
radikalske vrste kao §to su nitroksil radikal (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 ) (8).
3



Uvod

U proucavanju zivih organizama najveci znacaj imaju slobodni kiseoni¢ni radikali

(ROS) i reaktivna azotova jedinjenja (RNS).
1.1.1.1. Stvaranje slobodnih kiseoni¢nih radikala

Najznacajniji izvor stvaranja ROS svakako predstavlja proces ¢elijskog disanja tj.
oksidativne fosforilacije u mitohondrijama. Od ukupno unetog molekularnog kiseonika
(02), 90% dospeva u mitohondrije, gde se tokom celijskog disanja, odvija Cetvoro-
elektronska redukcija O, do H,0, a oslobodena energija se Kkoristi za sintezu adenozin
trifosfata (ATP). Usled slabih veza izmedu elektrona i1 odgovaraju¢ih enzima koji
ucastvuju u njihovom prenosu, dolazi do “curenja” elektrona i stvaranja ROS (9). 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*+ 0O,~

Superoksid anjon radikal nastaje i pri autooksidaciji flavina, pterina, kateholamina,
kao i delovanjem spoljasnjih agenasa kao $to je zracenje i delovanjem citostatika. Moze
nastati i oksidacijom hemoglobina i mioglobina u methemoglobin i metmioglobin (10). U
fizioloskim uslovima O, ne izaziva toksi¢ne efekte jer ga enzim superoksid dismutaza

(SOD) transformiSe u manje aktivan vodonik peroksid.

0; +2H" 5 | 0,+H;0;

Izoenzimi SOD nalaze se u mitohondrijama (mitohondrijska SOD-MnSOD),
citosolu (citosolna SOD-CuZnSOD) i na povrsini ¢elija. Slobodni kiseoni¢ni radikali
imaju vaznu ulogu u odrZavanju redoks potencijala Celije. Prisustvo vece koncentracije
O, stimuliSe stvaranje hidroksil radikala reakcijom sa vodonik-peroksidom ili

oksidacijom gvozda.
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Glavno mesto svaranja vodonik peroksida (H2O;) u ¢elijama su peroksizomi.
Vodonik peroksid poseduje brojne toksi¢ne efekte uprkos c¢injenici da predstavlja
najstabilniji intermedijerni produkt redukcije kiseonika i iako ne predstavlja pravi
slobodni radikal jer nema nesparenih elektrona (11). Katalaza razlaze vodonik peroksid do
vode i Kiseonika i na taj na¢in smanjuje njegovu toksi¢nost. H,O, dovodi do oksidacije
sulfhidrilnih grupa proteina i do inicijacije procesa lipidne peroksidacije, a u reakciji sa
jonima metala dovodi do stvaranja izuzetno reaktivnog hidroksil radikala (3). Hidroksil
radikal (HO') kao neutralni oblik hidroksil anjona predstavlja najreaktivniji intermedijerni
produkt parcijalne redukcije kiseonika i ima veoma kratak poluZivot, svega 107 (12). U
situacijama kada dode do oSteCenja peroksizoma, veliki deo H;O, se oslobada u
citoplazmu, indukujuci stanje oksidativnog stresa u ¢eliji.

Peroksil radikali (ROO), su derivati O, koji takode nastaju u Zivim sistemima.
Najjednostavniji peroksil radikal je protonovana forma O, ~ koji se naziva hidroperoksil
radikal ili perhidroksil radikal (HOO). Hidroperoksil radikal vr§i peroksidaciju
polinezasi¢enih masnih kiselina u procesu koji se zove lipidna peroksidacija (LP).

ROS mogu nastati i kao posledica dejstva raznih spoljasnjih uticaja, kao $to su
elektromagnetno zraCenje i radijacija, zagadjenje vazduha, duvanski dim, ali i kao

posledica metabolizma raznih lekova, pesticida i rastvaraca (13).

1.1.1.2. Azotni slobodni radikali

Tokom normalnog metabolizma celije 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) (14). U fizioloskim uslovima azot
monoksid kontroliSe razne cCelijske procese: tonus krvnih sudova, smanjuje adheziju i
agregaciju trombocita, regulise tonus glatkih i popre¢no-prugastih misic¢a, ucestvuje u
neuroendokrinoj regulaciji; reguliSe glad, bol i san (15-17). NO je neurotransmiter, a u
imunom sistemu modulira citotoksi¢nost makrofaga. Pod odredenim okolnostima NO
uéestvuje u izvesnim patofizioloskim procesima (18). Azot monoksid postoji u nekoliko

hemijskih formi (NO-, NO, NO+) i zato ima §irok dijapazon dejstva i bioloskih funkcija.
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NO* i NO™ pokazuju zaititna svojstva, za razliku od NO. U endotelnim éelijama i
makrofagima NO reaguje sa O, i gradi visoko reaktivno jedinjenje peroksinitrit
(ONOO)). Protonovanjem peroksinitrita nastaje peroksinitritna kiselina (ONOOH) koja je
vrlo nestabilna i njeni degradacioni produkti, OH i NO, - azot dioksid radikal, vrlo

aktivni radikali, doprinose sveukupnom citotoksi¢nom efektu (19).

1.1.1.3. FIZIOLOSKA ULOGA SLOBODNIH RADIKALA

Osnovne fizioloske funkcije slobodnih radikala su fagocitoza, signalna
transdukcija i apoptoza.

Slobodni kiseoni¢ni radikali predstavljaju prvu liniju odbrane od infektivnih
agenasa. Tokom procesa fagocitoze u aktiviranim polimorfonuklearnim leukocitima i
makrofagima deSava se “oksidaciona eksplozija” usled i do 20 puta povecane potrosnje O,
i prekomerne produkcije O, , poveéanog stvaranja H,O, i drugih ROS s ciljem
uniStavanja mikroorganizama (8). Odmah po unosu stranog tela u fagocit pocinje
oksidativna eksplozija. Pod dejstvom NADPH oksidaze, citokini — interleukin 1 i TNF
(tumor necrosis factor) podstiCu ovaj proces. Naime, NADPH oksidaza kao donor
elektrona katalizuje jednoelektronsku redukciju kiseonika u superoksid anjon radikal.
Tokom procesa oksidativne eksplozije oko 90 % kiseonika u fagocitima transformise se u
superoksid anjon radikal. U reakciji dva molekula superoksid anjon radikala jedan se
redukuje, a drugi se oksidiSe pri ¢emu nastaju vodonik peroksid i kiseonik. Sintezu
vodonik peroksida u fagocitima omogucava 1 direktna dvovaletna redukcija molekulskog
kiseonika. Interakcijom superoksid anjon radikala i vodonik peroksida nastaje hidroksilni

radikal, a interakcijom superoksida i azot-monoksida nastaje peroksinitritni radikal (20).

Superoksid radikal u fagocitima uniStava fagocitovane Cestice putem inaktivacije
membranskih lipida, intracelularnih proteina (enzima i receptora), deoksiribonukleinske
(DNK) i ribonukleinske kiseline (RNK). Tako nastaje liza fagocitovane bakterijske celije
za 30 do 60 minuta. Medutim, da bi doslo do potpunog uniStavanje bakterija neophodno je

prisustvo proteaza (21). Potrosnja kiseonika u neaktivnim fagocitima zavisi od vrste ¢elija.
6
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Neutrofili troSe malo kiseonika ¢ak i u sredini bogatoj kiseonikom dok alveolarni
makrofagi uglavnom obezbeduju energiju na racun potrosnje kiseonika. Medutim na
podsticaj stimulusa i jedni i drugi povecavaju potrosnju kiseonika (22).

Signalna transdukcija predstavlja proces transmisije signala sa ¢elijske povrsine u
unutrasnjost ¢elije (23). U sloZenom sistemu prenosa informacija kroz ¢eliju do ciljnih
molekula, koji inicijacijom ekspresije gena 1 posledicnom sintezom odgovarajuc¢ih
funkcionalnih ili strukturnih proteina omogucavaju celiji adaptaciju i prezivljavanje,
slobodni radikali zauzimaju znacajno mesto kao pokretaci, prenosioci i/ili modifikatori
¢elijskog odgovora (4).

Slobodni radikali 1 njihovi metaboliti ukljueni su u slozen sistem razliitih
signalnih puteva, najverovatnije tako Sto kao intracelularni i intercelularni posrednici
transformiSu inicijalni signal u biohemijski odgovor celije. Oksidanti u svojstvu
sekundarnih glasnika ostvaruju svoje fiziolosko dejstvo koje se moze manifestovati
modifikacijom prenosa signala, prevodenjem sekundarnih u tercijerne glasnike ili
pokretanjem ili finalizovanjem procesa signalne transdukcije (23,24). Utvrdeno je da H,0,
moze biti pravi sekundarni glasnik kada se stvara tokom fizioloSkog procesa. Suprotno
njemu, O,-- koji je poznat kao prekursor H,O; deluje na signalne puteve posttranslacionom
modifikacijom pre nego kao klasi¢an sekundarni glasnik (25-27). ROS su idealni
unutarcelijski glasnici jer su veoma mali, visoko reaktivni i difuzibilni molekuli.

Osim uloge u fagocitozi i signalnoj transdukciji slobodni radikali imaju znac¢ajnu
ulogu u procesu apoptoze. Apoptoza je poseban oblik programirane Celijske smrti koji
predstavlja nezamenjiv faktor u razvoju i homeostazi visecelijskih organizama (28,29).
Krajnji cilj ovog procesa je razgradnja i fagocitoza suvi$nih ili oSte¢enih Celija bez
pokretanja zapaljenskog odgovora. Ljudski organizam apoptozom odbaci oko milion ¢éelija
u sekundi (24). Kao primeri fizioloske apoptoze navode se uklanjanje nepotrebnih ¢elija u
toku organogeneze, uklanjanje neutrofila i limfocita koji su obavili svoju ulogu, uklanjanje
¢elija inficiranih virusima 1 celija koje su toliko oSteene da je nemoguca njihova
reparacija, kao na primer, prilikom delovanja jonizujuceg zracenja, UV zracenja ili
hipoksije i tumorske alteracije. Apoptoza predstavlja i odbrambeni mehanizam kojim se

organizam bori protiv maligne alteracije tih oStecenih ¢elija. Tatan mehanizam apoptoze,
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tj. kaskada dogadaja od prepoznavanja signala na celijskoj povrSini do dogadaja koji se
desavaju u nukleusu, joS uvek nije potpuno rasvetljen. Poznati induktori programirane
¢elijske smrti su fizioloski aktivatori (TNF, tranformisuéi faktor rasta B, neurotransmiteri,
kalcijum, nedostatak faktora rasta, gubitak matriksnih veza, glukokortikoidi), aktivatori
nastali usled ostec¢enja (virusna infekcija, bakterijski toksini, slobodni radikali, tumorski
supresori, nedostatak nutritivnih materija), terapijski agensi (hemioterapeutici, gama i UV
zraCenje) 1 toksi¢na jedinjenja (etanol i f-amiloid peptid) (4). Pored navedenih induktora i
¢elijski receptori mogu da budu ukljuceni u fazu aktivacije procesa apoptoze. Ovo
svojstvo pre svega imaju receptori za neurotropne faktore, epidermalni faktor rast i faktor
rasta trombocita, receptor faktora nekroze tumora i Fas receptor. Humani Fas je
transmembranski glikoprotein koji prema strukturi pripada receptorskoj familiji TNF i
nervnog faktora rasta (30). Vezivanjem odgovarajuteg ekstracelijskog liganda (Fas
ligand) za Fas receptor ubrzava se vezivanje intracelijskih signalnih molekula kao $to je
Fas pridruzeni domen smrti (FADD) Sto na kraju rezultira aktivacijom proteolitickih
enzima-kaspaza i vodi ¢eliju u apoptozu (31). Dakle, programirana Celijska smrt moze biti
aktivirana preko recepora, medutim, i brojni stimulusi, kao Sto su oksidativni stres, porast
NO, dovode do disfunkcije mitohondrija 1 oslobadanja proapoptoti¢nih faktora. Stoga se
moze re¢i da postoje spoljasnji 1 unutrasnji signalni put koji dovode do apoptoze. Svi
ligandi koji se vezuju za membranske receptore, kao $to je Fas, aktivi$u spoljasnji put, dok
faktori koji dovode do disfunkcije mitohondrija ili do stresa endoplazmatskog retikuluma
indukuju unutrasnji put (4).

Azot monoksid je jedan od najceS¢e spominjanih slobodnih radikala kada je re¢ o
apoptozi. Ovaj molekul moZe i da izazove i da spreci apoptozu u zavisnosti od tipa celije,
nivoa stresa, redoks stanja i hemijske forme samog NO, kao 1 od sposobnosti ¢elije da
neutraliSe stvorene slobodne radikale. Kada NO deluje preko sistema ciklicnog
guoanozinmonofosfata (¢cGMP) onda sprecava Celijsku smrt. Takode, NO moze da
deaktivira kapsaze, potentne apoptoticne proteine, ali i druge proteine sli¢nih funkcija
(28,32,33).
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1.1.1.4. TOKSICNI EFEKTI SLOBODNIH RADIKALA
1.1.1.4.1. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je proces oksidativnog oste¢ena 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 posledica oste¢enja lipida celijske membrane dolazi do smanjenje fluidnosti,
povecane propustljivosti za jedno i dvovalentne jone, inaktivacije membranskih enzima i
gubitka integriteta membrane. Ruptura lizozomskih membrana oslobada hidroliticke
enzime, §to sveukupno dovodi do vitalnih ¢éelijskih poremecaja i na kraju do smrti Celije
(4). Ozbiljnost celijskog osteCenja zavisi¢e od toga na kojim subcelijskim membranama
(organele, jedro) se odvija lipidna peroksidacija. Ovaj proces moze biti zapocet 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 uticu na brojne druge biomolekule, proteine 1 nukleinske kiseline. Zbog toga su
oni proaterogeni, proinflamatorni, potencijalno toksi¢ni, mutageni i karcinogeni (34-39).
Medutim, produkti lipidne peroksidacije imaju 1 neke bioloske funkcije. Naime, oni
ucestvuju u intracelularnom prenoSenju signala, regulaciji genske ekspresije, aktivaciji
transkriptora i faktora rasta (40-43).

Peroksidacija polinezasi¢enih masnih kiselina (PNMK) protic¢e 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 i podrazumeva reakciju lipidnog radikala (R") sa molekularnim
kiseonikom (O,), pri ¢emu nastaje peroksil radikal (ROO"). Peroksil radikal je nosilac

dalje propagacije lipidne peroksidacije, koji brzo i lako reaguje sa slede¢om masnom
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kiselinom. Lipidna peroksidacije se zavrSava pretvaranjem vodonik peroksida u
sekundarne neradikalne molekule — ugljen vodonike, aldehide, alkohole i ketone ili
stvaranjem polimera. Prisustvo antioksidanta olakSava okoncanje lancane reakcije, a
konacni efekti lipidne peroskidacije zavisice od krajnjih produkata. Malondialdehid
(MDA), terminalni produkt oksidativnog oste¢enja PNMK, unakrsno se vezuje za proteine
1 fosfolipide membrane, ¢ime se produbljuje oksidativno oStecenje biomolekula i 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 prolaza
Ca> jona u ¢eliju $to se inace ne desava. Poremecena koncentracija Ca* jona unutar i van
¢elije dovodi do aktivacije intracelularnih hidrolaza ¢ime se oSte¢uju membranski
fosfolipidi, citoskelet i membranske subcelularne organele. Na ovaj na¢in posebno dolazi
do ostec¢enja mitohondrija.

Merenje malondialdehida kao produkta lipidne peroksidacije najces¢e se koristi
kao pokazatelj inteziteta ovog procesa tj. mere oksidativnog stresa uopsSte (44-46).

Redosled dogadanja u toku lipidne peroksidacije moze se prikazati na slede¢i nacin (47):

R-CH=CH-CH>R — R-CH=CH-CH-R —- R-CH=CH-CH-R —
nezasi¢ena mas.kis.  alilni radikal nez.mas.Kis.

)

o.
lipidni peroksi radikal

— R-CH=CH-CH-R — H-C—CH2>-C-H
| I I
0 0 0

OH
lipidni hidroperoksid malondialdehid

10



Uvod

Istrazivanja pokazuju da je nivo MDA povisen u tumoru pluca, dojke, Zeluca,
grlica materice, u hroni¢noj limfocitnoj leukemiji, u melanomu, u preeklampsiji, kod
pacijenata sa aterosklerozom, dijabetesom, oboljenjima jetre, pacijenata sa

Alchajmerovom bolescu, kao i1 kod pusaca (48-54).
1.1.1.4.2. Oksidacija proteina

Oksidativna modifikacija proteina, odnosno aminokiselina od strane reaktivih
vrsta, podrazumeva promenu primarne strukture usled reakcija na boc¢nim lancima
aminokiselinskih ostataka, njihovog otcepljenja, konverziju proteina u proteine vece
molekulske forme kao i fragmentaciju polipeptidnih lanaca (55). Oksidativana
modifikacija proteina moze biti indukovana reaktivnim vrstama sa kiseonikom,
ugljenikom, azotom i sumporom. Stepen i vrsta oksidativnog oStec¢enja je determinisan
afinitetom pojedinih reaktivnih vrsta prema odredenim klasama biomolekula. Proteini
mogu biti sa receptorskim, antigenim, transportnim ili enzimskim funkcijama (4).
Aminokiseline kao osnovne jedinice proteina, predstavljaju mesta na kojima se odvijaju
reakcije oksidativnog ostecenja proteina. Posebno osetljive aminokiseline na oksidaciju su
metionin i cistein. Kako najveci broj mehanizama oksidacije dovodi do stvaranja karbonil
derivata, ova se grupa i najéeSce koristi kao marker oksidativnog oSte¢enja proteina (55).

Karbonil derivati mogu nastati na nekoliko nacina:

1. direktnom oksidacijom aminokiselinskih ostatataka lizina, arginina, treonina i prolina
2. direktnom oskidacijom bo¢nog lanca glutaminske kiseline

2. sekundarnom oksidacijom lizina oksidovanim produktima Secera

3. sekundarnom oksidacijom dejstvom MDA i sli¢nih molekula na protein

Dakle, slobodni radikali mogu delovati direktno na protein ili oksidacija proteina
moze biti posledica oksidacije druge vrste molekula (lipida ili ugljenih hidrata) (56-58).
Tako na primer, procesi lipidne peroksidacije pored lipida deluju i na proteine. Visoko
reaktivni produkti lipidne peroksidacije reaguju sa slobodnim SH i NH2 grupama
aminokiselina, peptida, proteina i nukleotida Sto 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
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dovesti do novog ostecenja ¢elija. Guanin u sekvenci DNK je ciljno mesto napada MDA
Sto dovodi do mutagenih oStecenja.

1.1.1.4.3. Modifikacija DNK

Oksidativna modifikacija DNK dovodi do promene strukture DNK koje dalje
dovode do genetskih oste¢enja. Efekti slobodnih radikala na DNK se ispoljavaju trenutno
ili odlozeno. Moze doc¢i do prekida lanca, interakcija DNK azotnih baza unutar jedne
spirale ili izmedu dve spirale, oStecenja na proteinskim vezama i modifikacije baze.
Oksidativna modifikacija je najizraZenija u prisustvu metala sa promenljivom valencom
jer tada kao produkt reakcije oksidacije nastaje najpotentniji OH'. Adicija OH" na guanine
odvija se veoma brzo i nastali 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) se smatra indikatorom
oksidativnog oSte¢enja DNK (4). Trajno oksidativno oste¢enje DNK predstavlja prvi

korak u mutagenezi, karcinogenezi i starenju (3).

1.1.2. ANTIOKSIDATIVNA ZASTITA

Tokom procesa evolucije u aerobnim uslovima, kao odgovor na toksi¢no dejstvo
kiseonika, stvoren je sistem antioksidativne zaStite. Ovim sistemom organizam se Stiti od
Stetnog dejstva i nekontrolisanog stvaranja kiseonickih radikala u metaboli¢kim procesima
ili ih drzi u niskim koncentracijama u organizmu (59). S obzirom da se procenjuje da se
dnevno po ¢eliji stvori izmedu 1 1 3 milijarde reaktivnih vrsta, zna€aj antioksidativne
zastite po zdravlje ljudi postaje jasan (60).

Antioksidanti se definiSu kao supstance koje, u malim koncetracijama, imaju

sposobnost da mehanizmom kompeticije odloZe ili inhibiSu oksidaciju drugih materija
(61).

Osnovni nacini delovanja antioksidanata su:

1. prevencija stvaranja slobodnih radikala, odnosno sprecavanje nastanka ROS. Primer je

redukcija H,O, u H,O pre nego $to reaguje sa *O,- ili jonom metala.
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2. neutralizacije slobodnih radikala (antioksidanti u uZzem smislu), odnosno otklanjanje
nastalih slobodnih radikala pre nego Sto oStete biomolekule. Kao primer navodi se
aktivnost SOD u pretvaranju «O,- u H,0,,

3. popravke i de novo sinteze oksidisanih molekula, odnosno otklanjanje nastalih Stetnih

molekula i povratak izgubljenih funkcija.

1.1.2.1. PREVENCIJA DEJSTVA SLOBODNIH RADIKALA

Bitan mehanizam i prva linija odbrane od dejsta slobodnih radikala svakako jeste
prevencija njihovog stvaranja ili dejstva. Primer ovog nadina delovanja je hromatski
omota¢ oko dvostrukog lanca DNA koji S$titi genetski materijal od oStecenja nudeci
alternativne mete za napad slobodnih radikala. Nadalje, enzimi koji mogu dovesti do
stvaranja slobodnih radikala, tj. oni koji u¢estvuju u ¢elijskom disanju i sadrZe na primer
jone metala kao Sto je citohrom oksidaza, imaju trodimenzionalnu strukturu koja sprecava
izdvajanje nastalog toksicnog molekula.

U ovu grupu antioksidanata ubrajaju se i helatne materije, koje imaju sposobnost
vezivanja jona metala. To su serumski metaloproteini kao Sto su transferin, feritin,
ceruloplazmin. Njihova uloga ogleda se u prevenciji oksidacije DNA i lipida, obzirom da
hidroksil radikal deluje lokalno i moze da dovede do ostecenja ovih struktura (62).

Drugi znacajan mehanizam odbrane od jona metala jeste pove¢avanje otpornosti
molekula na njihovo dejstvo. Takvo dejstvo ispoljava askorbinska kiselina na lipoprotein
male gustine (low density lipoprotein — LDL). U prvu liniju odbrane spada i melanin i

karotenoidi koji Stite od UV zracenja.

1.1.2.2. NEUTRALIZACIJA STVORENIH SLOBODNIH RADIKALA
Drugi nivo antioksidativne zastite ukljucuje se u uslovima normalnog ili poja¢anog
stvaranja slobodnih radikala. Antioksidatni ove grupe se mogu podeliti na enzimske i

neenzimske (63).
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1.1.2.2.1. Enzimski mehanizmi antioksidativne zaStite
Najvazniji enzimski antioksidanti su:
1. superoksid dismutaza (SOD)
2. katalaza (CAT)
3. glutation peroksidaza (GSH-Px)
4. glutation reduktaza (GR)
5. glutation-S-transferaza (GST) (36)

1.1.2.2.1.1.Superoksid dismutaza (SOD)

Superoksid dismutaza, prvi put je izolovana od strane Mann i Keilis 1938.godine
iz krvi goveceta (hemokuprein), a njenu enzimsku aktivnost dokazali su 1969. godine Mc.
Cord i Fridovich i nazvali je superoksid dismutaza (64,65). Od tada interes i znanje o

ovom enzimu neprestano raste.

Slika3.Superoksid dismutaza

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/13/Superoxide dismutase 2 PDB 1VAR.png)
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SOD deaktivira superoksid ("O,-) u vodonik peroksid:

SOD
.02- +2H" —%)> + HyO»

Vodonik peroksid je slabo reaktivan ali u prisustvu jona gvozda moze da bude
supstrat za nastanak veoma reaktivnog hidroksil jona te je vazno da uz SOD u blizini bude
1 enzim katalaza (CAT) koji ¢e vodonik peroksid pretvoriti u vodu 1 kiseonik i na taj nacin
izvrsiti njegovu potpunu deaktivaciju (61,66):

CAT
2H,0p——» O, + H,0
Kod ljudi postoje tri forme SOD-a: citosolnaSOD - Cu/Zn SOD1, mitohondrijalna - Mn-
SOD2 i ekstracelularna SOD (EC-SOD3). Sva tri izoenzima kataliSu istu reakciju, ali
imaju svoje specificne uloge, mesto dejstva, aktivatore i deaktivatore.

Cu/Zn SOD1 ima najvazniju ulogu u odbrani od ROS i pripada mu 50-80%
ukupne aktivnosti svih oblika SOD-a. On je prisutan u svim ¢elijama organizma i moze Se
na¢i u najve¢im koncetracijama od sve tri izoforme SOD-a (67). Inhibicija njegovog
dejstva Cu-heliraju¢im agensom, dietilditiokarbamatom (DDC) dovodi po povecane
sinteze peroksida i smanjene aktivnosti NO (68). Cink kao suplement znacajno podize
nivo odbrane protiv infekcije i to indukcijom aktivnosti ovog enzima (69). Mnogi drugi
faktori mogu da imaju uticaj na aktivnost ovog enzima. Njegova koncetracija raste sa
godinama i veca je kod osoba zenskog pola (70). Medutim, Cu/Zn SODI nije vitalan
enzim i istrazivanja pokazuju da su Zivotinjski modeli, sa delecijom gena za ovaj enzim,
prezivljavali ali uz smanjenu otpornost na oskidativni stres.

Mangan zavisna SOD ili SOD2 sadrzi Mn kao kofaktor i lokalizovan je
isklju€ivo u mitohondrijama aerobnih ¢elija. Mn-SOD2 ima vaznu ulogu obzirom da su
mitohondrije glavno mesto stvaranja superoksida tokom celijskog disanja. Smatra se
glavnim ,,¢istatem* O,". Njegova aktivnost je veoma promenljiva i zna¢ajno se povecava
sa povecanjem nivoa oksidativnog stresa, $to nije primeceno kod drugih izoformi SOD-a.
Ovaj enzim obezbeduje antioksidativnu zaStitu celije od lipidne peroksidacije kako
intracelularno tako i ekstracelularno. Njegovom sekrecijom u ekstracelularni prostor
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postize se zaStita spoljasnje ¢elijske membrane. Smanjena koli¢éina Mn-SOD dovodi do
povecane smrtnosti Celija kao rezultat velike koli¢ine vodonik peroksida. Sa druge strane,
povecana aktivnost ovog enzima dovodi do rezistencije malignih ¢elija na antitumorsku
terapiju, koja indukuje apoptozu pro-oksidativnim mehanizmima (71-74).

Ekstracelularna SOD ili SOD3 je najskorije otkrivena i sadrzi Cu i Zn u
katalitickom centru. Nakon sinteze, uz pomo¢ signalnog peptida, biva usmerena iskljucivo
u ekstracelularni prostor. Ova izoforma SOD ima veliki afinitet za heparin i prvo je
detektovana u humanoj plazmi, limfi, ascitesu i cerebrospinalnoj tec¢nosti. Ekspresija
SOD3 je visoko ogranic¢ena na specifi¢ni tip ¢elija i tkiva gde njegova aktivnost moze
prevazilaziti aktivnosti SOD1 i SOD2 (75). Za razliku od Zn/Cu- SOD2, EC-SOD se
povecava u regijama poremecenog toka krvi, jer je kao ekstracelularan vise 1 izloZen
promenama u okolnoj sredini. Njegova glavna uloga je da spreci deaktivaciju NO i kao
takav ima veoma vaznu ulogu u sprecavanju vazokonstrikcije i inflamacije. Medutim,
njegova aktivnost opada sa godinama (76).

Superoksid dismutaza prisutna je u svim tkivima (mozak, jetra, srce, bubrezi i
adrenalnim Zlezdama), a aktivna je i u telesnim te¢nostima (krvna plazma) (77). Smanjena
aktivnost superoksid dismutaze registrovana je u nizu oboljenja, ali i povecanje aktivnog
SOD (78,79).

1.1.2.2.1.2. Katalaza (CAT)

Glavna uloga katalaze kao antioksidantnog enzima je da deaktivira vodonik
peroksid pretvarajuci ga u vodu i kiseonik (80). Tokom jednog minuta katalaza konvertuje
nekoliko miliona molekula vodonik peroksida u vodu i kiseonik. Katalaza je enzim koji
sadrzi hematin kao prosteticnu grupu. Upravo je hem grupa odgovorna za enzimsku
aktivnost katalaze. Prisutna je u svim tkivima sisara, pri ¢emu se visoke koncentacije
posebno nalaze u hepatocitima i eritrocitima, zatim miSi¢nim i nervnim ¢elijama. Unutar
¢elije pretezno je lokalizovana u peroksizomima i mitohondrijama. Katalaza je veoma
efikasna u otklanjanju vodonik peroksida kad se on nalazi u velikim koncetracijam. U

slu¢aju kada ga ima manje, vazniju ulogu ima glutation peroksidaza. Katalaza sprecava da
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vodonik peroksid izazove oSte¢enja na mestima njegovog nastajanja, a to je u fagocitima i

tokom oksidacije masnih kiselina.

1.1.2.2.1.3. Glutation peroksidaza (GSH-Px)

Glutation peroksidaza je enzim koji sadrzi selen. Selen zamenjuje sumpor u
cisteinu, ¢ime se postize veca efikasnost enzima kao katalizatora. GSH-Px jedini
antioksidantni enzim koji u sebi ne sadrzi jon metala i koriste¢i glutation kao supstrat
jedan je od esencijalnih zastitnika organizma od oksidativnog stresa. GSH-Px deli supstrat
sa CAT. Pored vodonik peroksida GSH-Px moze da deaktivira i lipidne i druge perokside,
uz to je glavni zastitnik pri niskim koncetracijama ovih slobodnih radikala. Enzim
redukuje lipidne perokside do odgovaraju¢ih hidroksi-masnih kiselina, da bi potom
regenerisao svoju nativnu formu pomocu redukovanog glutationa. GSH-Px najverovatnije
ima znaajnu ulogu u inhibiciji inicijalnog stadijuma peroksidacije lipida celijskih
membrana, pokrenutog difuzibilnim H,0O,, imajué¢i u vidu ¢injenicu da razlaze vodonik
peroksid koji moze u prisustvu metala da inicira proces lipidne peroksidacije.

U ovu familiju enzima spadaju Cetiri tipa peroksidaza, od kojih su najvaznija dva.
Klasi¢an tip glutation peroksidaze (cGSH-Px) redukuje vodonik peroksid i hidroperokside
masnih kiselina i holesterola, dok je fosfolipidno-hidroperoksidna glutation peroksidaza
(PH-GSHPx) enzim koji redukuje lipidne perokside iz lipoproteina (81). Nalaze se u

citosolu i mitohondrijama.

1.1.2.2.1.4. Glutation reduktaza (GR)

Glutation reduktaza Kkoristi redukovanu energiju iz pentoza fosfatnog puta
(NADPH) za ocuvanje rezervi redukovanog glutationa u ¢eliji. Ovaj enzim je efikasan ¢ak
I u uslovima visokih koncentracija vodonik peroksida. On katalizuje reakciju redukcije
oksidativnog glutationa (GSSG) u redukovani glutation (GSH) uz uée$¢e NADPH (82).
Intracelularni odnos oksidovanog i redukovanog glutationa (GSSG/GSH) je odraz
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oksidativnog stanja celije 1 pokazatelj detoksikacionih kapaciteta ¢elije. U ¢elijama sisara

nalazi se u citosolu i mitohondrijama.

1.1.2.2.1.5. Glutation-S-transferaza (GST)

Glutation-S-transferaza, preko sulfhidrilnih grupa, sa elektrofilnim centrima
razli¢itih supstrata, koji mogu biti ksenobiotici ili endogeni elektrofili kao i1 produkti
oksidativnih  oSteCenja organizma, kataliSe konjugaciju redukovanog glutationa.
Formiranjem konjugata nastaju hidrofilni metaboliti koji se mogu izluciti iz organizma
(83). GST predstavlja veliku grupu detoksikacionih enzima. Sve ecukariotske celije
poseduju brojne citosolne i membranski vezane izoenzime GST. Dokazano je da je nivo
ekspresije GST bitan faktor koji odreduje osetljivost ¢elije na toksi¢ne agense. Do sada je
identifikovano oko 100 hemijskih supstanci koje deluju kao induktori GST. In vivo nivo
aktivnosti GST regulisan je i stvaranjem ROS, i upravo slobodni radikali nastali u redoks

ciklusu su jedan od najjacih induktora ovog enzima (84).

1.1.2.2.2. Neenzimski mehanizmi antioksidativne zasStite

Glavna funkcija antioksidanata u uzem smislu (neenzimski antioksidanti) je da, pre
nego Sto dode do oStecenja bioloski aktivnog molekula, ,,pociste“-odnosno neutraliSu
stvoren slobodni radikal. Ovo se postize preuzimanjem ili vodonikovog jona ili prvo
elektrona, a potom protona od molekula slobodnog radikala. Na brzinu i ucestalost ovih
reakcija uticu pre svega redoks parametri kao Sto su energija disocijacije i/ili potencijal
jonizacije antioksidanta i sve zavisi od uticaja sredine u kojoj se reakcija odvija (85). Ako
je sredina hidrofilna, reagovace na primer, askorbinska kiselina ili glutation, ukoliko je
lipofilna onda mogu delovati a-tokofenol (vitamin E) ili B karoten, dok antioksidanti kao

Sto su selen 1 lipoi¢na kiselina reaguju u svim sredinama (86).
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Tabela 1. Neenzimski antioksidanti i njihova uloga (87)

NEENZIMSKI
ANTIOKSIDANT

ULOGA

Redukovani glutation
(GSH)

-zastita od vodonik peroksida
-zastita od hipohlorita

-zastita od hidroksil radikala
-zastita od organskih radikala
-zastita od peroksil radikala
-ucestvuje u regeneraciji vitamina E

Vitamin C

-prekida lanc¢ane reakcije radikala
-sakuplja hidrofilne peroksil radikale
-sprecava peroksidaciju lipida
-regeneriSe vitamin E

-odrzava integritet LDL

Vitamin E

-uklanja slobodne radikale
-prekida lan¢ane reakcije peroksidacije
membranskih lipida

Vitamin A

-hvatac singlet kiseonika
-sprecava lancane reakcije radikala
-inhibira lipooksigenazne aktivnosti

Koenzim Q

-sprecava peroksidaciju lipida
-uklanja superoksid anjon radikal

Albumini

-vezuje Cu>i hem
-uklanja hipohlorastu kiselinu

Ceruloplazmin

-vezuje hem, Cu*, Fe*

-uklanja hipohlorastu kiselinu

-reaguje sa superoksid radikalom i vodonik
peroksidom

Transferin i laktoferin

-direktno vezuju slobodno gvozde

Haptoglobin

-vezuje slobodni hemoglobin

Hemopeksin

-vezuje slobodni hem

Mokracna kiselina

-uklanja slobodne radikale

Beta-karoten

-inhibira peroksidaciju lipida

Bilirubin

-inhibira peroksidaciju lipida
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1.1.2.3. POPRAVKA | DE NOVO SINTEZA OKSIDISANIH MOLEKULA

Treéi nivo antioksidativne zastite ostvaruju enzimski antioksidanti koji ucestvuju u
reparaciji nastalog oksidativnog oStecenja lipida, proteina, ugljenih hidrata i nukleinskih
kiselina. Enzimi odgovorni za reparaciju i delimi¢no ili potpuno remodelovanje
oksidisanih supstrata su: klasi¢na i fosfolipid-zavisna glutation peroksidaza, fosfolipaza
A, razliciti proteoliticki enzimi, endo- i egzonukleaze, DNK-ligaze i DNK-polimeraze,
specificne oksidoreduktaze (tiol-transferaza, protein- ADP-ribozil-transferaza i ATP i
Ca’"nezavisna transferaza) (8). Protektivne komponente antioksidativnog sistema su u
znacajno ve¢im koncentracijama prisutne unutar ¢elije nego u ekstracelularnom prostoru.
Enzimi antioksidativnog sistema imaju ulogu u biotransformaciji primarnih i sekundarnih
slobodnih radikala (O, H,O,, R, RO, ROO) u manje aktivna jedinjenja i u
obezbedivanju dovoljne koli¢ine redukcionih ekvivalenata u deliji, neophodnih za

prevenciju razvoja oksidativnog stresa.

1.2. OKSIDATIVNI STRES | PARODONTOPATIJE

Oksidativni stres se danas prepoznaje kao vazan faktor u nastanku ozbiljnih
patoloskih promena i sistemskih oboljenja kao §to su ateroskleroza, dijabetes, reumatoidni
artritis, neurodegenerativne bolesti, mozdani i sr¢ani infarkt, karcinom, a smatra se da se
nalazi i u samoj osnovi procesa starenja (88,89). Novija istrazivanja govore u prilog
hipotezi da oksidativni stres moze biti uklju¢en i u etiopatogenezu parodontopatija (90).

Parodontopatije predstavljaju jedno od najceS¢ih oboljenja coveka i glavni uzrok
gubitka zuba posle Cetrdesetpete godine zivota (91) a karakteriSu se inflamacijom i
destrukcijom potpornog aparata zuba. Kljuénu ulogu u njihovom nastanku igraju
mikroorganizmi dentalnog plaka. U dentalnom plaku detektovano je vise od 500 vrsta
bakterija (92), medutim, samo neke od njih, pre svega Porphyromonas gingivalis,

Tannerella forsythia, Prevotella intermedia i Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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dovode se u vezu sa oboljenjima parodoncijuma (93). lako je uloga mikroorganizama u
nastanku parodontopatije od presudnog znacaja, stepen destrukcije parodontalnih tkiva
posledica je interakcije mikrobioloskih faktora i imunog odgovora domacina (94). Vaznu
ulogu imaju neke sistemske bolesti i faktori rizika, pre svega: pusenje, starost, genetika,
pol i socioekonomski uslovi (95).

Da bi se mogao doneti zakljuak da reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) direktno
uticu na nastanak nekog oboljenja Halliwell smatra da moraju biti ispunjeni sledeci uslovi
(96,97):

-ROS ili oksidativno o$te¢enje moraju uvek biti prisutni na mestu povrede tkiva,

-Vreme formiranja ROS ili oksidativno o$tecenje do kojeg dovodi mora se
poklapati sa vremenom nastanka povrede tkiva,

-Direktna aplikacija ROS u odredenom vremenskom intervalu i u koncentaciji koja
je pronadena in vivo treba da dovede do istog oksidativnog oSte¢enja tkiva,

-Uklanjanje ROS ili sprecavanje njihovog nastanka, trebalo bi da umanji o$te¢enje
tkiva u meri stepena inhibicije oksidativng o$te¢enja izazvano ROS.

Ovi uslovi odnose se na situaciju kada se ROS nalazi u dovoljno velikim
koli¢inama da izazovu direktno oStecenje tkiva i svakako nisu zadovoljeni kada su u
pitanju parodontopatije. Medutim, ROS mogu ucestvovati u oste¢enju tkiva i indirektno
kroz redoks-osetljive signalne puteve (98).

Poznato je da su polimorfonuklearni leukociti (PML) glavne odbrambene celije
tkiva usne duplje koje je Stite od Stetnog delovanja oralnih bakterija. Interakcijom ovih
leukocita 1 bakterija pokre¢u se razliiti odbrambeni biohemijski 1 fizioloSki procesi
domacina koji dovode do uniStavanja patogena ali i do moguceg oSte¢enja okolnog tkiva.
Polimorfonuklearni leukociti, indukovani patogenima, karakteriSu se povecanom
potro$njom kiseonika 1 u njima se deSava tzv. ,respiratorna eksplozija“ (respiratory burst)
koja ima za posledicu povecanu produkciju slobodnih radikala, kojim ove ¢éelije unistavaju
bakterije. Medutim, tokom ove odbrambene reakcije moze do¢i i do oksidativne
modifikacije razli¢itih biomolekula i oste¢enja lokalnog tkiva, kao neka vrsta kolateralne
Stete (99-103). Prekomerna proizvodnja ROS, pre svega u PNL, izaziva neselektivno

ostecenje celija, lipida ¢elijske membrane, molekula DNK, i proteina kao i komponenata
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ekstracelularnog matriksa parodoncijuma (104). Istrazivanja pokazuju da ROS mogu
oStetiti proteoglikane, njihove konstituente glikoproteoglikane ukljucujué¢i i hijaluron i
kolagen (104,105).

Povecana lokalna razgradnja kolagena kod parodontopatije utvrdena je prisustvom
njegovih metabolita u gingivalnoj te¢nosti (106). ROS mogu imati razli¢ite efekte na
kolagen tipa I in vitro, uklju¢ujuéi fragmentaciju, polimerizaciju kao i oksidativnu
modifikaciju, ¢ine¢i molekul vise sklon proteolizi (105,107). lako je prisustvo metabolita
kolagena verovatno rezultat kombinacije dejstva proteolize od strane domacdina i
bakterijske kolagenaze, oksidativno oStecenje moze imati direktan ili indirektan doprinos
u njegovoj razgradnji. Pored toga $to kolagen moze biti direktno napadnut od strane ROS,
on moze stupati u interakcije sa proizvodima lipidne peroksidacije, dovode¢i do znacajno
izmenjene funkcije fibroblasta (108). Osim toga, rezultati studija pokazuju da oksidativne
promene kolagena unutar parodontalnog tkiva mogu usporiti migraciju neutrofila $to moze
biti veoma vazan faktor u patogenezi parodontopatije (109). Kao bitan faktor u patogenezi
parodontopatije navodi se i uloga ROS u osteCenju inhibitora tkivne matriks
mataloproteinaze (110).

lako efekti ROS na resorpciju kosti kod pacijenata sa parodontopatijom nisu
direktno ispitivani, utvrdeno je da neke kiseoni¢ne vrste (superoksid i vodonik peroksid)
mogu dovesti do stvaranja (111) i aktivacije osteoklasta (112,113). Moguc¢u ulogu ROS u
resorpciji kosti kod parodontopatije podrzava i nalaz da hidroksil radikal i u manjoj meri
vodonik peroksid mogu modifikovati strukturu proteoglikana alveolarne kosti in vitro
(114).

Isto tako ROS dovodi do aktivacije citokina (npr. TNFa i IL-1), hemokina (npr.IL-
8) i ¢elijskih adhezionih molekula. Faktori transkripcije NF-kB i AP-1 su redoks osetljivi i
ROS menjaju njihovu aktivnost. | na kraju veruje se da ROS ubrzava apoptozu celija
oste¢enjem DNK od strane nitroksil radikala (NOe).

Sa druge strane, parodontopatija kao hroni¢no inflamatorno oboljenje praceno
destrukcijom parodontalnih tkiva i sama dovodi do povecane produkcije ROS. Istrazivanja
pokazuju da se kod pacijenata sa parodontopatijom povecava koncentracija slobodnih

radikala kao §to su H,O,, HOO i NOe (98,112).
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Pored toga, istrazivanja pokazuju da parodontopatija ne samo da povecava koli¢inu
slobodnih radikala u gingivalnoj te¢nosti 1 pljuvacki nego i smanjuje koliCinu
antioksidativnih materija. Kod pacijenata sa parodontopatijom registrovano je smanjenje
kako enzimskih tako i neenzimskih antioksidanata verovatno kao rezultat njihovog
povecanog utroSka zbog neutralisanja slobodnih radikala (115,116-122). Chapple i sar.
(123,124) navode da je i totalni antioksidativni kapacitet (TAOC) u gingivalnoj te¢nosti i
pljuvacki znacajno nizi kod pacijenata sa parodontopatijom u odnosu na zdrave.

Nesklad u produkciji slobodnih radikala i antioksidativnoj zastiti dovodi do
oksidativnog stresa u usnoj duplji. Studije pokazuju da je u gingivalnoj te¢nosti i pljuvacki
pacijenata sa parodontopatijom znacajno veca koncentracija produkata oksidativne
modifikacije proteina i DNK kao i krajnjih produkata lipidne peroksidacije u odnosu na
pacijente sa zdravim parodoncijumom (125-134,115), da vrednosti markera oksidativnog
ostecenja u pljuvacki koreliraju sa stepenom oste¢enja parodoncijuma (130-131), te da se
smanjuju nakon parodontoloske terapije (128,129,133).

Novija pak ispitivanja pokazuju da parodontopatiju ne prati samo poremecaj u
redoks ravnotezi lokalno u usnoj duplji, ve¢ da reaktivni oblici kiseonika proizvedeni
tokom parodontopatije difunduju u krv dovode¢i do oksidacije biomolekula krvi i
nastanka cirkulatornog oksidativnog stresa sa svim negativnim posledicama (135).
Poslednjih godina sve ve¢i znacaj se pridaje okidativnom stresu kod parodontopatije kao
potencijalnom faktoru rizika u nastanku nekih sistemskih bolesti. Ispitivanja vrSena na
laboratorijskim Zivotinjama pokazuju da eksperimentalno izazvana parodontopatija moze
da dovede do oksidativnog oSteCenja jetre, povecavajuci oksidativni stres u krvi
(89,132,136-138), te da oksidativni stres izazvan o$te¢enjem parodoncijuma uéestvuje u
nastanku ateroskleroze kod laboratorijskih Zivotinja (139).

Isto tako, neki autori nalaze povisene vrednosti pojedinih markera oksidativnog
stresa u krvi pacijenata sa parodontopatijom (140,141), dok Baltacioglu i sar. i Akalin i
sar. ukazuju na znacajno VviSi ukupan oksidativni stres u krvi pacijenata sa
parodontopatijom u odnosu na zdrave ispitanike (142,126). Medutim, ovakvih istrazivanja
je jos uvek malo a njihovi rezultati su Cesto suprotstavljeni i nedovoljno jasno formulisani

da bi se mogli izvesti pravilni zakljucci. Istovremeno ovi nalazi su potencijalno znacajni i
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zahtevaju dalja istrazivanja jer cirkulatorni oksidativni stres prouzrokovan hroni¢nim
oboljenjima (kao S$to je parodontopatija) moze vremenom ostetiti udaljena tkiva i organe i

biti Stetan za sistemsko zdravlje (135).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja bili su sledeci:

1. Uporediti stepen oksidativnog stresa u pljuvacki u grupi pacijenata sa
parodontopatijom i u grupi pacijenata sa zdravim parodoncijumom

2. Uporediti stepen oksidativnog stresa u krvi u grupi pacijenata sa parodontopatijom
i U grupi pacijenata sa zdravim parodoncijumom

3. lspitati uticaj kauzalne terapije parodontopatije na stepen oksidativnog stresa u
pljuvacki kod pacijenata sa parodontopatijom

4. lspitati uticaj kauzalne terapije parodontopatije na stepen oksidativnog stresa u
krvi kod pacijenata sa parodontopatijom
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3. RADNE HIPOTEZE

1. Pacijenti sa parodontopatijom imaju vise vrednosti markera oksidativnog stresa u

pljuvacki od pacijenata sa zdravim parodoncijumom

2. Pacijenti sa parodontopatijom imaju vise vrednosti markera oksidativnog stresa u

krvi od pacijenata sa zdravim parodoncijumom

3. Kauzalna terapija parodontopatije utice na Smanjenje vrednosti markera

oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa parodontopatijom

4. Kauzalna terapija parodontopatije utice na smanjenje vrednosti markera

oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa parodontopatijom
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4. MATERIJAL | METODE

Istrazivanje je sprovedeno na Klinici za Stomatologiju Vojvodine i Klinici za
infektivne bolesti Klini¢ckog centra VVojvodine u Novom Sadu u periodu od oktobra 2011.
do maja 2013. godine i u njemu su ucestvovali pacijenti koji su se javili na pregled na
Kliniku za Stomatologiju VVojvodine.

Kriterijumi za ukljucenje pacijenata u eksperimentalnu grupu bili su sledeci:
- da boluju od hroni¢ne parodontopatije
- da su stariji od 18 godina
- da su sistemski zdravi
- da imaju najmanje 20 zuba.
Kriterijumi za ukljucenje pacijenata u kontrolnu grupu bili su sledeci:
- da imaju klini¢ki zdrav parodoncijum
- da su stariji od 18 godina
- da su sistemski zdravi
- da imaju najmanje 20 zuba.
Kriterijumi za iskljucenje 1z istrazivanja bili su slede¢i:
- parodontoloska terapija u poslednjih 6 meseci
- kori$¢enje antibiotika u poslednja 3 meseca
- koris¢enje bilo koje vrste vitaminsko-mineralne suplementacije
- trudnoca
- promena zdravstvenog stanja tokom istrazivanja
- promena stila zivota tokom istrazivanja — na¢ina ishrane, zivotnih navika, upotreba
medikamenata koji nisu koriS¢eni pre ukljucivanja u istraZivanje.

Od 37 pacijenata sa parodontopatijom koji su ispunjavali kriterijume i pristali da
ucestvuju u istrazivanju, tokom njegovog trajanja 4 ispitanika su isklju¢ena zbog upotrebe
antibiotika, dok su tri ispitanika iskljucena zbog nedolaska na kontrolni pregled. Preostalih
30 pacijenata cinilo je eksperimentalnu grupu ovog istrazivanja-grupu A. Kontrolnu grupu

—grupu B ¢inilo je 20 pacijenata, bez oboljenja potpornog aparata zuba, komparabilnih po
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polu, starosti 1 navici puSenja sa ispitanicima u grupi sa parodontopatijom. OpSte

karakteristike ispitanika prikazane su u tabeli 2.

Tabela 2. Opste karakteristike ispitanika

Grupa A Grupa B
p vrednost
(n=30) (n=20)
. o
P?:&ur;if)) 10(33,3%) 9(45%) 0,553
~ 0 0
o 20(66,7%) 11(55%)
Starost; Godine 48.70+9,68 46,25+9,25 0,472
(X £SD)
Broj prisutnih
zuba: 22,54+2,14 25,34+3,94 0,487
(X = SD)
Pusenje; n(%)
e ° 10(33,3%) 7(35%) 1,000
o 13(65%)
Nepusaci 20(66,7%)

grupa A-pacijenti sa parodontopatijom

grupa B- zdravi pacijenti

Pacijenti su u pismenoj formi informisani o sadrzaju istrazivanja i na¢inu upotrebe

dobijenih rezultata, nakon ¢ega su potpisali saglasnost za ucesce. Istrazivanje je odobreno

od strane Eticke komisije Medicinskog fakulteta u Novom Sadu kao i od strane Eticke

komisije Klinike za Stomatologiju VVojvodine.

28



Materijal i metode

4.1. KLINICKO ISPITIVANJE

Klini¢ka procena stanja parodoncijuma vrSena je na svim prisutnim zubima, izuzev
tre¢ih molara. Za procenu stanja parodoncijuma koriséeni su: plak indeks (PI), gingivalni

indeks (GI), indeks krvarenja (1K), dubina sodniranja (DS) i nivo pripojnog epitela (NPE).
Plak indeks -PI (Silness-L6e)(143)

Koli¢ina dentalnog plaka u gingivalnoj treé¢ini krunice zuba ispitana je
stomatoloSkom sondom na Cetiri strane zuba (buko-distalna, bukalna, buko-mezijalna i

oralna strana) i izrazena je u bodovima na slede¢i nacin:
0- nema plaka u gingivalnoj tre¢ini krunice zuba

1- tanak sloj plaka u predelu ivice gingive koji se ne vidi a otkriva se povlacenjem vrha

sonde preko ovog regiona
2- umerena koli¢ina plaka koja se moze uociti golim okom
3- velika koli¢ina dentalnog plaka koja se lako uocava inspekcijom

Izracunavanje prose¢nog plak indeksa osobe vrSeno je tako Sto su sabrane pojedinacne
vrednosti indeksa i dobijeni zbir podeljen sa brojem pregledanih zuba i brojem

pregledanih povrsina.
Gingivalni indeks - GI (L6e-Silness) (144)

Ispitivanje stepena inflamacije gingive vrSeno je u predelu Cetiri strane zuba (buko-
distalna, bukalna, buko-mezijalna i oralna strana). Stanje gingive izrazeno je u bodovima

na sledeci nacin:
0- zdrava gingiva

1- blaga inflamacija- minimalno crvenilo i neznatan otok gingive
29



Materijal i metode

2- umerena inflamacija- jasno vidljivo crvenilo i otok gingive
3- jaka inflamacija- jako izrazeno crvenilo i otok gingive

IzraCunavanje prose¢nog gingivalnog indeksa osobe vrSeno je tako S$to su sabrane
pojedinac¢ne vrednosti indeksa i dobijeni zbir podeljen sa brojem pregledanih zuba i sa

brojem pregledanih povrsina.
Indeks krvarenja papile - IK (Muhlemann) (145)

Ispitivanje stepena krvarenja gingive vrSeno je provociranjem Krvarenja
interdentalne papile parodontalnom sondom po Williams-u (Hu-Friedy, SAD). Sondiran je
prvo distalni, a zatim i mezijalni deo gingivalnog sulkusa, i to od baze papile do njenog

vrha.

Kriterijumi za bodovanje bili su slede¢i:

0 — nema krvarenja nakon sondiranja

1 — nakon sondiranja prisutno je tackasto krvarenje
2 — nakon sondiranja prisutno je linijsko krvarenje
3 — gingivalni sulkus ispunjen krvlju

4 — krv se preliva van gingivalnog sulkusa

Intenzitet krvarenja posmatran je u periodu od 15 sekundi, i to u prvom i tre¢em kvadrantu
sa bukalne, a u drugom i ¢etvrtom kvadrantu sa oralne strane. Za izraCunavanje proseénog
indeksa krvarenja gingive jedne osobe, sabirane su pojedinacne vrednosti indeksa za
svaku papilu i dobijeni zbir je podeljen sa ukupnim brojem pregledanih interdentalnih
papila ispitanika.
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Dubina sondiranja (DS)

Dubina sondiranja predstavlja rastojanje od ivice gingive do dna parodontalnog
dzepa, gingivalnog dzepa ili gingivalnog sulkusa. Merenje ove vrednosti vrSeno je
parodontalnom sondom graduisanom po Williams-u (Hu-Friedy, SAD) u cetiri tacke na
svakom prisutnom zubu (sredina bukalne strane zuba, buko-mezijalni brid krunice, buko-
distalni brid krunice i sredina oralne strane zuba). Vrednosti su izraZzene u milimetrima.
Srednje vrednosti dubine sondiranja za svaku osobu dobijene su sabiranjem izmerenih
vrednosti i deljenjem dobijenog zbira sa brojem pregledanih zuba i brojem pregledanih

povrsina.
Nivo pripojnog epitela (NPE)

Nivo pripojnog epitela predstavlja rastojanje od gledno-cementne granice do dna
parodontalnog dzepa. Merenje ove vrednosti vrSeno je parodontalnom sondom
graduisanom po Williams-u (Hu-Friedy, SAD) u Cetiri tatke na svakom prisutnom zubu
(sredina bukalne strane zuba, buko-mezijalni brid krunice, buko-distalni brid krunice i
sredina oralne strane zuba). Vrednosti su izrazene u milimetrima. Srednje vrednosti nivoa
pripojnog epitela za svaku osobu dobijene su sabiranjem izmerenih vrednosti i deljenjem

dobijenog zbira sa brojem pregledanih zuba i brojem pregledanih povrsina.

Kod ispitanika eksperimentalne grupe je sprovedena kauzalna terapija
parodontopatije: identifikacija dentalnog plaka, motivacija i obuka pacijenata pravilnom
odrzavanju oralne higijene, uklanjanje dentalnog plaka i zubnog kamenca ultrazvu¢nim
aparatom (Mini Piezon, EMS, Switzerland) i uklanjanje subgingivalnih naslaga i obrada
povrsine korena zuba specijalnim Gracey kiretama (Kohler, Austria). Klini¢ka procena
stanja parodoncijuma uradena je na pocetku ispitivanja i 3 meseca nakon zavrSetka

parodontoloske terapije.
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4.2. LABORATORIJSKO ISPITIVANJE

Laboratorijsko ispitivanje se sastojalo iz odredivanja markera oksidativnog stresa u
pljuvacki i krvi pacijenata. Kao markeri oksidativnog stresa u obe te¢nosti kori§¢eni Su
marker oksidativnog oSte¢enja DNK-8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG), marker
oste¢enja lipida-malondialdehid (MDA) i antioksidativni enzim-superoksid-dismutaza
(SOD).

Za odredivanje vrednosti 8-OHdG u pljuvacki i krvi koris¢en je komercijalni
imunoenzimski ELISA test (Cell Biolabs' OxiSelect™, USA). OxiSelect Oxidative DNA
Damage ELISA test je kompetitivna ELISA tehnika za kvantitativno merenje 8-OHdG.
Nepoznati uzorci i standardi sa poznatom koncentracijom nanose se na plocu koja je
oblozena sa 8-OHAG/BSA konjugatom. Nakon toga se dodaju anti-8-OHdG monoklonska
antitela i potom HRP konjugovana sekundarna antitela. Koncentracije 8-OHdG u
nepoznatom uzorku odreduju se prema krivulji koja se pravi na osnovu ocitanih
spektrofotometrijskih talasnih duzina za poznate standarde.

Za odredivanje vrednosti MDA u pljuvacki i krvi koris¢en je komercijalni
imunoenzimski ELISA test (Cell Biolabs' OxiSelect™, USA) po proceduri propisanoj od
strane proizvodjaca. Rezultat se ¢ita spektrofotometrijski prema standardnoj krivoj od O-
120 pmol/mg.

Koncetracija i aktivnost SOD u pljuvacki i krvi odredeni su komercijalnim
imunoenzimskim ELISA testom (Cell Biolabs' OxiSelect™, USA), po proceduri
propisanoj od strane proizvodjaca spektrofotometrijskom metodom. Vrednosti se ocitavaju
prema vrednostima standardne krive kvantitativno (5U/pl do 0,61 mU/ul) i u smislu
procenta aktivnosti ovog enzima na osnovu preporucene formule proizvodaca.

Sva tri koriS¢ena testa su namenjena samo u istrazivacke svrhe.

Kod pacijenata eksperimentalne grupe pljuvacka i krv su uzeti tokom prve posete,
pre parodontoloske terapije, kao 1 tri meseca posle zavrSene terapije. Kod pacijenata

kontrolne grupe pljuvacka i krv su uzeti jednokratno tokom prve posete.
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4.2.1. Odredivanje markera oksidativnog stresa u pljuvacki

Odredivanje markera oksidativnog stresa vrSeno je u meSovitoj nestimulisanoj
pljuvacki. Pacijentima je re¢eno da ne piju, ne jedu i ne puSe pre uzimanja uzoraka. Uzorci
pljuvacke su centrifugirani na 3 000 obrtaja u trajanju od 10 minuta nakon Cega je
supernatant izdvojen i ¢uvan na -80°C do analize. Analiza uzoraka vr$ena je na Klinici za

infektivne bolesti Klinickog centra Vojvodine.

4.2.2. Odredivanje markera oksidativnog stresa u krvi

Odredivanje markera oksidativnog stresa vrseno je u kapilarnoj krvi. Uzorci krvi iz
prsta uzeti su pomocéu posebnih epruveta oblozenih antikoagulansom EDTA (Kabe
Labotechnik, Germany). Uzorci krvi su centrifugirani na 3 000 obrtaja u trajanju od 10
minuta nakon ¢ega je plazma izdvojena i ¢uvana na -80°C do analize. Analiza uzoraka

vrsena je na Klinici za infektivne bolesti Klini¢kog centra Vojvodine.

4.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Podaci prikupljeni tokom istraZivanja su analizirani koriS¢enjem statistickog
paketa SPSS 16 for Windows.
Metode deskriptivne statistike upotrebljene su za odredivanje:
— mere centralne tendencije (aritmeticka sredina);
— mere varijabiliteta (standardna devijacija) kod numerickih obelezja.
Metode komparativne statistike obuhvatile su:
— Pirsonov y2 test 1 Fiserov test za testiranje (ne)zavisnosti pojedinih parova posmatranih

atributivnih obelezja (pol, puSenje);
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— t-test za utvrdivanje razlike srednjih vrednosti kod numerickih obelezja (godine starosti,
broj prisutnih zuba, parodontoloski indeksi, poredenje indeksa pre i posle terapije, uspeh
terapije, stepen oksidativnog stresa) izmedu dve grupe ispitanika;

- Mann-Whitney za utvrdivanje razlike srednjih vrednosti kod numerickih obelezja (stepen
oksidativnog stresa) izmedu dve grupe ispitanika;

- Wilcoxon test za poredenje markera oksidativnog stresa pre i posle terapije;

- Povezanost izmedu dve varijable merena je Spearmanovim koeficijentom korelacije;

- U cilju procene uticaja stanja parodoncijuma na markere oksidativnog stresa pacijenti su
kategorisani prema stepenu inflamacije na one sa izrazenom i na one sa umerenom
inflamacijom, prema dubini sondiranja na one sa DS>5mm<20% i na one sa
DS>5mm>20%, prema nivou pripojnog epiela na one sa NPE>3mm i na one sa
NPE<3mm. Za utvrdivanje razlike srednjih vrednosti kod numerickih obelezja izmedu dve
grupe ispitanika koriscen je t-test. Kako bi se procenio uticaj terapije na vrednosti markera
oksidativnog stresa u navedenim grupama koris¢en je Wilcoxon test;

- Za procenu uticaja puSenja na vrednosti markera oksidativnog stresa u grupi pusaca i
nepusaca koriscen je t-test, dok su efekti terapije u ovim grupama poredeni Wilcoxon
testom.

U svim primenjenim testovima, rezultati kod kojih je nivo znacajnosti bar 95%
(p<0,05) tumaceni su kao statisti¢ki znacajni, a oni sa nivoom znacajnosti minimalno 99%
(p<0,01) kao statisticki visoko znacajni. Rezultati kod kojih je nivo znacajnosti ispod 95%
(p>0,05) interpretirani su kao rezultati bez statistickog znacaja.

Rezultati su prezentovani tekstualno, tabelarno 1 graficki.
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V REZULTATI

5.1. REZULTATI KLINICKOG ISPITIVANJA

5.1.1. ParodontoloSki parametri kod pacijenata sa parodontopatijom pre terapije

Na pocetku istrazivanja, pre sprovedene kauzalne terapije vrednosti plak indeksa u
grupi pacijenata sa parodontopatijom kretale su se u intervalu od 0,83 do 1,97 dok je
srednja vrednost ovog parametara iznosila 1,40. Srednja vrednost gingivalnog indeksa bila
je 1,79 (od 1,08 do 2,79) a indeksa krvarenja gingive 1,57 (od 0,64 do 3,47). Srednja
vrednost dubina sondiranja iznosila je 3,14 mm, sa intervalom od 2,27 mm do 4,42 mm.
Vrednosti nivoa pripojnog epitela na pocetku istrazivanja kretale su se u Sirokom

intervalu, od 0,76 mm do 5,50 mm, a srednja vrednost iznosila je 2,70 mm (Tabela 3).

Tabela 3. Parodontoloski parametri kod pacijenata sa parodontopatijom pre terapije

Indeks X SD SG  Minimum Maksimum

Pl 1,40 043 0,07 0,83 1,97
Gl 1,79 064 0,09 1,08 2,79
IK 157 081 0,13 0,64 3,47
DS 314 056 0,10 2,27 4,42
NPE 2,70 1,03 0,19 0,76 5,50
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5.1.2. Parodontoloski parametri kod zdravih pacijenata

Kod pacijenata sa zdravim parodoncijumom srednja vrednost plak indeksa iznosila
je 0,32, sa rasponom od 0,04 do 1,01. Srednja vrednost gingivalnog indeksa bila je 0,19
(od 0,00 do 0,50) a indeksa krvarenja gingive 0,28 (od 0,00 do 1,78). Interval vrednosti
dubine sondiranja bio je od 1,13 mm do 1,71 mm, a srednja vrednost ovog indeksa
iznosila je 1,45 mm. Nivo pripojnog epitela imao je raspon od 0,02 mm do 1,09 mm, sa

srednjom vrednosti od 0,43 mm (Tabela 4)

Tabela 4. Parodontoloski parametri kod zdravih pacijenata

Indeks X SD SG Minimum Maksimum

Pl 032 028 0,06 0,04 1,01
Gl 0,19 037 0,08 0,00 0,50
IK 028 039 0,09 0,00 1,78
DS 1,45 0,18 0,04 1,13 1,71
NPE 043 056 0,12 0,00 1,09
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5.1.3. Analiza razlike parodontoloSkih parametara kod pacijenata sa

parodontopatijom pre terapije i zdravih pacijenata

Analizom dobijenih podataka konstatuje se da su se pacijenti sa parodontopatijom
(grupa A) i zdravi ispitanici (grupa B) na pocetku istrazivanja statisticki znacajno
razlikovali u svim ispitivanim klini¢kim parametrima: koli¢ini prisutnog dentalnog plaka
(P1), inflamaciji gingive (Gl), intenzitetu krvarenja (1K), dubini sondiranja (DS) i nivou
pripojnog epitela (NPE) (Grafikon 1, Tabela 5).

Grafikon 1. Parodontoloski parametri kod pacijenata sa parodontopatijom (grupa A) pre
terapije i zdravih pacijenata (grupa B), a-Pl, Gl i IK, b- DS i NPE

2.5

15

0.511

DS NPE

Pl Gl IK

Bgrupa A Bgrupa B BEgrupaA EgrupaB
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Tabela 5. Znacajnost razlike parodontoloskih parametara kod pacijenata sa

parodontopatijom (grupa A) pre terapije i zdravih pacijenata (grupa B)

Grupa A Grupa B
— _ t P

(X £SD) (X £SD)
Pl 1,40+0,43 0,32+0,28 5,814 0,000
Gl 1,79+0,64 0,19+0,37 4,202 0,000
IK 1,57+0,81 0,28+0,39 5,751 0,000
DS (mm) 3,14+0,56 1,45+0,18 13,088 0,000
NPE (mm) 2,70+1,03 0,43+0,56 9,031 0,000

5.1.4. Parodontoloski parametri kod pacijenata sa parodontopatijom posle terapije

Posle terapije srednja vrednost plak indeksa iznosila je 0,35, gingivalnog indeksa

0,25, indeksa krvarenja 0,71, dubine sondiranja 2,59 mm, dok je srednja vrednost nivoa

pripojnog epitela bila 2,19 mm (Tabela 6).
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Tabela 6. Parodontoloski parametri kod pacijenata sa parodontopatijom posle terapije

Indeks X SD SG Minimum Maksimum

Pl 0,35 0,22 0,40 0,08 1,12
Gl 0,25 0,33 0,60 0,02 1,31
IK 071 043 0,80 0,08 1,73
DS 259 045 0,80 1,95 3,81
NPE 2,19 0,87 0,12 0,59 4,08

5.1.5. Analiza razlike parodontoloskih parametara kod pacijenata sa

parodontopatijom pre i posle terapije

Dobijeni rezultati pokazuju statisticki znacajno smanjenje svih ispitivanih klinickih
parametara posle terapije. Tako je srednja vrednost plak indeksa smanjena za 1,04,
gingivalnog indeksa za 1,54 i indeksa krvarenja za 0,86. Srednja vrednost dubine
sondiranja smanjena je za 0,56 mm a nivoa pripojnog epitela za 0,51 mm (Grafikon 2,
Tabela 7).
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Grafikon 2. Parodontoloski parametri kod pacijenata sa parodontopatijom pre i posle
terapije, a-Pl, Gl i IK, b- DS i NPE

2.5

mm

PI Gl IK DS NPE

B Na pocetku @ Posle terapije B Na pocetku B Posle terapije

Tabela 7. Znacajnost razlike parodontoloskih parametara kod pacijenata sa

parodontopatijom pre i posle terapije

Pre Posle Arazlika SG p 95% interval poverenja
terapije terapije _ . ) ) )
(X) donja granica gornja granica

(X) (X)

Pl 1,40 0,35 1,04 0,07 0,000 0,897 1,192

Gl 1,79 0,25 1,54 0,78 0,000 1,385 1,705

1:¢ 1,57 0,71 0,86 0,11 0,000 0,630 1,096

DS (mm) 3,14 2,59 0,56 0,06 0,000 0,421 0,689

NPE (mm) 2,70 2,19 0,51 0,14 0,001 0,231 0,789
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5.1.6. Analiza razlike parodontoloSkih parametara kod pacijenata sa

parodontopatijom posle terapije i zdravih pacijenata

Dobijeni rezultati pokazuju da su srednje vrednosti Pl i Gl kod pacijenata sa
parodontopatijom posle terapije snizeni na nivo koji je blizu srednjih vrednosti ovih
indeksa kod zdravih pacijenata (P1-0,35 i 0,32, GI-0,25 i 0,19). Iako znafajno smanjene
posle terapije, srednje vednosti IK, DS i NPE i dalje su bile znacajno viSe u odnosu na
vrednost kod zdravih pacijenata (1K-0,71 i 0,28, DS-2,59 mm i 0,45 mm, NPE- 2,19 mm i
0,43 mm) (Grafikon 3, Tabela 8).

Grafikon 3. Parodontoloski parametri kod pacijenata sa parodontopatijom (grupa A)
posle terapije i zdravih pacijenata (grupa B), a-Pl, Gl i IK, b- DS i NPE

PI Gl IK DS NPE

B grupa A Egrupa B Bgrupa A EgrupaB
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Tabela 8. Znacajnost razlike parodontoloskih parametara kod pacijenata sa

parodontopatijom (grupa A) posle terapije i zdravih pacijenata (grupa B)

Klini¢ki Grupa A Grupa B

parametri (X +SD) (X +SD) t P
Pl 0,35+0,22 0,32+0,28 0,516 0,608
Gl 0,25+0,33 0,19+0,37 0,550 0,585
1K 0,71+0,43 0,28+0,39 3,545 0,001
DS (mm)  2,59+0,45 1,45+0,18 12,354 0,000
NPE (mm) 2,19+0,87 0,43+0,56 6,163 0,000

5.2. REZULTATI LABORATORIJSKOG ISPITIVANJA

Laboratorijsko ispitivanje je obuhvatalo odredivanje markera oksidativnog stresa u
pljuvacki i krvi ispitanika. Marker oste¢enja DNK (8-OHdG), lipidne peroksidacije
(MDA\) i antioksidativni enzim superoksid-dismutaza (SOD) su odredeni kod pacijenata sa
parodontopatijom na pocetku istrazivanja i tri meseca posle terapije, dok su ovi markeri

kod zdravih ispitanika odredeni samo na pocetku istraZivanja.
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5.2.1. MARKERI OKSIDATIVNOG STRESA U PLIUVACKI

5.2.1.1. Markeri oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa parodontopatijom

pre terapije

Srednja vrednost 8-OHdG u pljuvacki pacijenata sa parodontopatijom na pocetku
istrazivanja iznosila je 0,869 ng/ml, sa opsegom vrednosti od 0,388 ng/ml do 2,100 ng/ml.
Vrednosti MDA kretale su se u intervalu od 1,100 pmol/ul do 4,800 pmol/pl dok je
njegova srednja vrednost iznosila 2,990 pmol/ul. Srednja vrednost SOD pre
parodontoloske terapije iznosila je 0,156 U/ul (od 0,012 do 1,900) dok je srednja vrednost
aktivnosti ovog markera bila 14,890 % (od 2,000 do 39,930) (Tabela 9).

Tabela 9. Markeri oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom pre terapije

X SD SG Minimum  Maksimum
8-OHdG

0,869 0,494 0,090 0,388 2,100
(ng/ml)
MDA

2,990 1,210 0,220 1,110 4,800
(pmol/ul)
SOD

0,156 0,391 0,071 0,012 1,900
(Uil
SOD (%) 14890 9411 1,718 2,000 39,930
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5.2.1.2. Markeri oksidativhog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa zdravim

parodoncijumom

Srednja vrednost 8-OHdG u pljuvacki pacijenata sa zdravim parodoncijumom
iznosila je 0,612 ng/ml, sa opsegom vrednosti od 0,180 ng/ml do 1,275 ng/ml. Vrednosti
MDA kretale su se u intervalu od 0,230 pmol/ul do 3,700 pmol/ul, dok je njegova srednja
vrednost iznosila 1,330 pmol/ul. Srednja vrednost SOD iznosila je 0,022 U/ul (od 0,001
do 0,046), dok je srednja vrednost aktivnosti ovog markera bila 7,581% (od 0,000 do
17,800) (Tabela 10).

Tabela 10. Markeri oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa zdravim

parodoncijumom
X SD SG Minimum Maksimum

8-OHdG

0,612 0,460 0,103 0,180 1,275
(ng/ml)
MDA

1,330 0,922 0,206 0,230 3,700
(pmol/ul)
SOD

0,022 0,013 0,003 0,001 0,046
(U/ul)
SOD (%) 7581 5774 1291 0,000 17,800
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5.2.1.3. Analiza razlike markera oksidativnog stresa kod pacijenata sa

parodontopatijom pre terapije i zdravih pacijenata

Analizom dobijenih podataka konstatuje se da su na pocetku istrazivanja pacijenti
sa parodontopatijom imali statisticki znaCajno vise srednje vrednosti svih ispitivanih
markera oksidativnog stresa u pljuvacki u odnosu na pacijente sa zdravim
parodoncijumom. Tako je srednja vrednost 8-OHdG kod pacijenata sa parodontopatijom
iznosila 0,869 ng/ml, dok je srednja vrednost ovog markera kod zdravih pacijenata bila
0,612 ng/ml. MDA je zabelezio srednju vrednost od 2,990 pmol/pl u grupi sa
parodontopatijom, a njegova srednja vrednost kod zdravih ispitanika je bila 1,330 pmol/pl.
SOD je kod pacijenata sa parodontopatijom imao srednju vrednost 0,156 U/ul a njegova
aktivnost je iznosila 14,890%, dok su srednje vrednosti kod ispitanika sa zdravim
parodoncijumom bile 0,022 U/ul i 7,581% (Tabela 11, Grafikon 4).

Tabela 11. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom (grupa A) pre terapije i zdravih pacijenata (grupa B)

Grupa A Grupa B
_ _ t p
(X £SD) (X £SD)
8-OHdG
0,869+0,494  0,612+0,460 3,400 0,043
(ng/ml)
MDA
2,990£1,210  1,330+0,920 5,226 0,000
(pmol/ul)
SOD
0,156+0,391  0,022+0,013 2,336 0,002
(U/pl)
SOD (%) 14,890+9,411  7,581+5,774 3,100 0,003
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5.2.1.4. Markeri oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa parodontopatijom

posle terapije

Posle terapije, u pljuvacki pacijenata sa parodontopatijom srednja vrednost 8-
OHdG iznosila je 0,618 ng/ml, MDA 2,140 pmol/ul, dok su srednje vrednosti SOD i
%SOD bile 0,052 U/ul i 11,840% (Tabela 12).

Tabela 12. Markeri oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom posle terapije

X SD SG Minimum Maksimum
8-OHdG

0618 0380 0,069 0,246 1,425
(ng/ml)
MDA

2140 0950 0173 1,110 4.800
(pmol/ul)
SOD

0052 0047 0,009 0,016 0,138
(Uiul)
SOD (%) 11,840 6320 1174 4130 26,590

5.2.1.5. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom na pre i posle terapije

Na osnovu dobijenih podataka mozZe se konstatovati da je nakon terapije u
pljuvacki pacijenata sa parodontopatijom zabelezen pad srednjih vrednosti svih ispitivanih

markera oksidativnog stresa. Tako je srednja vrednost 8-OHdG statisticki znacajno
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smanjena za 0,251 ng/ml (p=0,000), dok je srednja vrednost MDA smanjena za 0,850
pmol/ul (p=0,000). Srednja vrednost SOD posle terapije smanjena je za 0,104 U/ul
(p=0,052), dok je vrednost aktivnosti ovog markera smanjena za 3,050% (p=0,053), sto je
blizu statisticke znacajnosti (Tabela 13, Grafikon 4).

Tabela 13. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom pre i posle terapije

Pre Posle Arazlika SG p 95% interval poverenja
terapije terapije (X donja gornja
(X) (X) granica granica
8-OHdG 0,869 0,618 0,251 0,049 0,000 0,151 0,352
(ng/ml)
MDA
2,990 2,140 0850 0,147 0,000 0,553 1,154
(pmol/ul)
SOD
(Ul 0,156 0,052 0,104 0,143 0,052 -0,022 0,535
M
S(((;[)) 14,890 11,840 3,050 0,065 0,053 -3,157 6,773
0

5.2.1.6. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom posle terapije i zdravih pacijenata

Poredenjem vrednosti markera oksidativnhog stresa u pljuvacki pacijenata sa
parodontopatijom posle terapije sa vrednostima ovih markera kod zdravih pacijenata,

moze se konstatovati da je kauzalna terapija parodontopatije dovela do smanjenja
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vrednosti 8-OHdAG na nivo koji je veoma blizu vrednosti ovog markera kod zdravih
pacijenata. Naime, srednja vrednost ovog markera nakon terapije iznosila je 0,618 ng/ml,
Sto je gotovo jednako srednjoj vrednosti kod zdravih pacijenata (0,612ng/ml). Srednje
vrednosti ostalih ispitivanih markera (MDA, SOD, %SOD), iako smanjene nakon
preduzete parodontoloSke terapije, bile su i dalje znaCajno vise u odnosu na srednje

vrednost kod zdravih pacijenata (Tabela 14, Grafikon 4).

Tabela 14. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom (grupa A) posle terapije i zdravih pacijenata (grupa B)

Grupa A Grupa B
_ _ t p
(X £SD) (X £SD)
8-OHdG
0,618+0,380 0,612+0,460 0,046 0,929
(ng/ml)
MDA
2,140+0,950 1,330+0,920 2,988 0,004
(pmol/pul)
SOD
0,052+0,047 0,022+0,013 2,938 0,005
(U/l)
SOD (%) 11,841+6,320  7,580+5,771 2,404 0,020
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Grafikon 4. Markeri oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa parodontopatijom

(grupa A) pre i posle terapije i zdravih pacijenata (grupa B);
(a) 8-OHdG, (b) MDA, (c) SOD i (d) %SOD
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5.2.2. MARKERI OKSIDATIVNOG STRESA U KRVI

5.2.2.1. Markeri oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa parodontopatijom pre

terapije

Srednja vrednost 8-OHAG u krvi pacijenata sa parodontopatijom na pocetku
istrazivanja iznosila je 0,472 ng/ml, sa opsegom vrednosti od 0,262 ng/ml do 0,812 ng/ml.
Vrednosti MDA kretale su se u intervalu od 0,290 pmol/ul do 0,700 pmol/pl dok je
srednja vrednost ovog markera iznosila 0,497 pmol/ul. Srednja vrednost SOD pre
parodontoloskoe terapije iznosila je 1,789 U/ul (od 0,118 do 6,900), dok je srednja
vrednosti aktivnosti ovog markera bila 47,821% (od 28,790 do 80,090) (Tabela 15).

Tabela 15. Markeri oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa parodontopatijom

pre terapije

X SD SG Minimum  Maksimum
8-OHdG

0472 0176 0,032 0,262 0,812
(ng/ml)
MDA

0497 0134 0,024 0,290 0,700
(pmol/ul)
SOD

1789 1773 0,324 0,118 6,900
(Uiul)
SOD (%) 47821 12631 2305 28,790 80,090
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5.2.2.2. Markeri oksidativnog stresa u Kkrvi kod pacijenata sa zdravim

parodoncijumom

Srednja vrednost 8-OHdG u krvi pacijenata sa zdravim parodoncijumom iznosila
je 0,449 ng/ml, sa opsegom vrednosti od 0,113 ng/ml do 1,000 ng/ml. Vrednosti MDA
kretale su se u intervalu od 0,129 pmol/ul do 0,620 pmol/ul dok je srednja vrednost ovog
markera iznosila 0,398 pmol/pl. Srednja vrednost SOD iznosila je 1,773 U/ul (od 0,852 do
7,000), dok je vrednost aktivnosti ovog markera bila 45,05% (od 40,221 do 81,121)
(Tabela 16).

Tabela 16. Markeri oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa zdravim

parodoncijumom
X SD SG Minimum Maksimum

8-OHdG

0,449 0,222 0,049 0,113 1,000
(ng/ml)
MDA

0,398 0,129 0,029 0,129 0,620
(pmol/ul)
SOD

1,773 1,490 0,333 0,852 7,000
(U/ul)
SOD (%)

45,050 12,621 2,822 40,221 81,121
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5.2.2.3. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom pre terapije i zdravih pacijenata

Analizom dobijenih podataka moze se konstatovati da su pacijenti sa
parodontopatijom na pocetku istrazivanja imali viSe srednje vrednosti svih ispitivanih
markera (8-OHdG-0,472 ng/ml, MDA-0,497 pmol/ul, SOD-1,789 U/ul, %SOD-47,821%)
u krvi u odnosu na zdrave ispitanike (8-OHdG-0,449 ng/ml, MDA-0,398 pmol/ul, SOD-
1,774 Ulul, %SOD-45,05%), medutim samo je razlika u vrednostima MDA medu
posmatranim grupama bila statisticki znacajna (p=0,013) (Tabela 17, Grafikon 5).

Tabela 17. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u Kkrvi kod pacijenata sa

parodontopatijom (grupa A) pre terapije i zdravih pacijenata (grupa B)

Grupa A GrupaB

_ _ t p
(X £SD) (X £SD)
8-OHdG
0,472+0,176  0,449+0,222 0411 0,683
(ng/ml)
MDA
0,497+0,134  0,398+0,129 2,593 0,013
(pmol/pl)
SOD
1,789+1,773  1,774%1,490 0031 0975
(U/ul)
SOD (%) 47,821+12,627 45,050+12,620 0532 0,539
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5.2.2.4. Markeri oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa parodontopatijom posle

terapije

Posle terapije, srednja vrednost 8-OHdG u Kkrvi pacijenata sa parodontopatijom
iznosila je 0,449 ng/ml, MDA 0,467 pmol/ul, dok su srednje vrednosti SOD i %SOD bile
1,772 Ulpl i 47,061% (Tabela 18).

Tabela 18. Markeri oksidativnog stresa u krvi pacijenata sa parodontopatijom

posle terapije

X SD SG Minimum Maksimum

8-OHdG

0,449 0,176 0,032 0,165 0,775
(ng/ml)
MDA

0,467 0,113 0,021 0,290 0,700
(pmol/ul)
SOD

1,772 1,326 0,242 0,226 6,300
(U/ul)
SOD (%)

47,061 9,605 1,754 33,281 83,091
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5.2.25. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom pre i posle terapije

Dobijeni rezultati pokazuju da je nakon terapije u Kkrvi pacijenata sa
parodontopatijom zabelezen pad srednjih vrednosti svih ispitivanih markera oksidativnog
stresa. Tako je srednja vrednost 8-OHdG smanjena za 0,023 ng/ml, dok je srednja
vrednost MDA smanjena za 0,032 pmol/ul. Srednja vrednost SOD posle terapije smanjena
je za 0,017 U/ul, dok je vrednost aktivnosti ovog markera smanjena za 0,761%. Ni jedno

smanjenje, medutim, nije bilo statisti¢ki znacajno (Tabela 19, Grafikon 5).

Tabela 19. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom pre i posle terapije

Pre Posle Arazlika SG p 95% interval poverenja
terapije terapije (X donja gornja
(X) (X) granica granica
8-OHdG 0,472 0,449 0,023 0,027 0,401 0,032 0,079
(ng/ml)
MDA
0,497 0467 0032 0030 0291  -0,029 0,093
(pmol/ul)
SOD
1,789 1,772 0,017 0,378 0,964 -0,757 0,791
(U/ul)
SOD 47,821 47,061 0,761 2,303 0,400 -3,949 5471
(%)
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5.2.2.6. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom posle terapije i zdravih pacijenata

Poredenjem vrednosti markera oksidativnog stresa u krvi pacijenata sa
parodontopatijom posle terapije sa vrednostima ovih markera kod zdravih pacijenata,
moze se konstatovati da je kauzalna terapija parodontopatije dovela do smanjenja
vrednosti 8-OHdG i SOD do nivoa ovih markera kod zdravih pacijenata. Isto tako, srednja
vrednost aktivnosti SOD nakon terapije u grupi pacijenata sa parodontopatijom (47,061%)
smanjena je gotovo do nivoa vrednosti kod zdravih pacijenata (45,050%). lako smanjena
nakon terapije, srednja vrednost MDA u grupi pacijenata sa parodontopatijom bila je i
dalje znatno visa od srednje vrednosti ovog markera kod pacijenata sa zdravim

parodoncijumom (p=0,059) (Tabela 20, Grafikon 5).

Tabela 20. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom (grupa A) posle terapije i zdravih pacijenata (grupa B)

Grupa A Grupa B

_ _ t p
(X £SD) (X £SD)
8-OHdG
0,449+0,176 0,449+0,222 0,000 1,000
(ng/ml)
MDA
0,467+0,113 0,398+0,129 1931 0,059
(pmol/ul)
SOD
1,772+1,326 1,774+1,490 -0,005 0,996
(U/ul)
SOD (%) 47,061+9,605 45050+12,620 0640 0,525
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Grafikon 5. Markeri oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa parodontopatijom

(grupa A) pre i posle terapije i zdravih pacijenata (grupa B); (a) 8-OHdG, (b) MDA, (c)
SOD i (d) %SOD
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C
_+_
grupa B grupa A pre grupa A posle
terapije terapije

grupa B grupa A pre grupa A posle
terapije terapije
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5.2.3. KORELACIJE MARKERA OKSIDATIVNOG STRESA 1Z PLJUVACKE I
KRVI

Da bismo utvrdili povezanost markera oksidativnog stresa iz pljuvacke i krvi
koristili smo Spearmanov koeficijent korelacije. Dobijeni rezultati pokazuju da je pre
terapije zabelezena statisti¢ki znaCajna pozitivna korelacija izmedu MDA u pljuvacki i
krvi pacijenata sa parodontopatijom (p=0,012) (Grafikon 6). Korelacije 8-OHdG i SOD

su takode bile pozitivne, ali nisu dostigle statisti¢ki znacajan nivo (Tabela 21).

Tabela 21. Korelacija markera oksidativnog stresa u pljuvacki i krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom pre terapije

r p
8-OHdG-p 8-OHdG-k 0,186 0,324
MDA-p MDAk 0,451 0,012
SOD-p SOD-k 0,212 0,235

p-pljuvacka, k- krv
Grafikon 6. Korelacija MDA iz pljuvacke i krvi pre terapije

Grupa: Eksperimentalna

80—

0| o o o
o
o
B0
=1 o o
- o o o
4O 50 o
= 8 o o
o
40 o 5
o o

4307 o @ o

20

59



Rezultati

Posle terapije, zabeleZena je pozitivna korelacija za MDA (r=0,165), dok su SOD i
8-OHdG pokazivali negativnu korelaciju (SOD r=-0,219, 8-OHdG r=-0,060), medutim ni

jedna korelacija nije bila na statisti¢ki zna¢ajnom nivou (Tabela 22).

Tabela 22. Korelacija markera oksidativnog stresa u pljuvacki i krvi kod pacijenata sa
parodontopatijom posle terapije

r P
8-OHdG-p 8-OHdG-k -0,060 0,751
MDA-p MDA-k 0,165 0,383
SOD-p SOD-k -0,219 0,246

p-pljuvacka, k- krv

U grupi pacijenata sa zdravim parodoncijumom zabelezene su pozitivne korelacije za
8-OHdG, za MDA i za SOD u pljuvacki i krvi, medutim ni jedna korelacija nije bila na
statisticki znacajnom nivou (8-OHdG p=0,195, MDA p=0,240, SOD p=0,249) (Tabela
23).

Tabela 23. Korelacija markera oksidativnog stresa u pljuvacki i krvi kod pacijenata sa
zdravim parodoncijumom

r p
8-OHdG-p 8-OHdG-k 0,303 0,195
MDA-p MDAk 0,275 0,240
SOD-p SOD-K 0,270 0,249

p-pljuvacka, k- krv
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5.3. MARKERI OKSIDATIVNOG STRESA KOD PACIJENATA SA
PARODONTOPATIJOM U ZAVISNOSTI OD PARODONTOLOSKOG
STATUSA

U cilju utvrdivanja uticaja pojedinih parametara stanja parodoncijuma na
povecanje oksidativnog stresa, posebno su analizirani markeri oksidativnog stresa U
pljuvacki i krvi u zavisnosti od stepena inflamacije gingive, dubine sondiranja i nivoa
pripojnog epitela.

U odnosu na stepen inflamacije gingive pacijenti sa parodontopatijom su podeljeni
na grupu sa umerenom inflamacijom (Loé-Silness 0,1-2) i na grupu sa izraZzenom

inflamacijom (Loé-Silness 2,1-3) Grafikon 7.

Grafikon 7. Kategorizacija pacijenata prema stepenu inflamacije gingive (GI)

izrazena
16(53.33%)

U odnosu na dubinu sondiranja (DS) pacijenti sa parodontopatijom su podeljeni na

grupu sa DS>5mm na vise od 20% povrSina zuba i na grupu sa DS>5mm na manje od

20% povrsina zuba (Grafikon 8).
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Grafikon 8. Kategorizacija pacijenata prema dubini sondiranja

DS=5mmz=20%
20(63.33%)

U odnosu na nivo pripojnog epitela (NPE) pacijenti sa parodontopatijom su

podeljeni na grupu sa NPE>3 mm i na grupu sa NPE< 3mm (Grafikon 9).

Grafikon 9. Kategorizacija pacijenata prema nivou pripojnog epitela

NPE=3mm
15(50%)

62



Rezultati

5.3.1. MARKERI OKSIDATIVNOG STRESA U PLJUVACKI KOD PACIJENATA
SA PARODONTOPATIJOM U ZAVISNOSTI OD PARODONTOLOSKOG
STATUSA

5.3.1.1. MARKERI OKSIDATIVNOG STRESA U PLJUVACKI KOD PACIJENATA
SA PARODONTOPATINOM U ZAVISNOSTI OD STEPENA INFLAMACIE
GINGIVE

5.3.1.1.1. Markeri oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa parodontopatijom u

zavisnosti od stepena inflamacije gingive pre terapije

Kod pacijenata sa izrazenom inflamacijom gingive na pocetku istrazivanja
zabelezene su viSe srednje vrednosti svih ispitivanih markera oksidativnog stresa u odnosu
na pacijente sa umerenom inflamacijom. Tako je srednja vrednost MDA (3,616 pmol/ul) u
grupi pacijenata sa izrazenom inflamacijom statisticki znacajno visa (p=0,045) u odnosu
na vrednost (2,419 pmol/ul) u grupi pacijenata sa umerenom inflamacijom gingive. Isto
tako i vrednosti SOD i njegove aktivnosti viSe su kod pacijenata sa izraZenom
inflamacijom (0,297 U/ul, 18,271%) nego kod pacijeata sa umerenom inflamacijom

(0,033 U/ul, 11,930%) sto je blizu statisticke znacajnosti (p=0,063, p=0,065) (Tabela 24).
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Tabela 24. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od stepena inflamacije gingive pre terapije

Forma o
. . X SD Minimum Maksimum p
inflamacije
8-OHdG Umerena 0,852 0,566 0,388 2,080 0,839
(ng/ml) Izrazena 0,889 0,418 0,388 2100 ’
MDA Umerena 2,419 1,101 1,110 4,400 e
(pmol/pl) Izra¥ena 3616 1,216 1,480 4,800 ’
Umerena 0,033 0,012 0,012 0,046
SOD (U/ul) 0,063
IzraZena 0,297 0.548 0,016 1,900
Umerena 11,930 4,961 2,000 17,871
SOD% 0,065
Izrazena 18,271 12,081 6,710 39,930

5.3.1.1.2. Markeri oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa parodontopatijom u

zavisnosti od stepena inflamacije gingive posle terapije

Posle sprovedene parodontoloSke terapije, vrednosti markera oksidativnog stresa
kod pacijenata sa izraZenom formom inflamacije su i dalje vise nego kod pacijenata sa
umerenom formom inflamacije, ali te razlike nisu bile na statisticki zna¢ajnom novou.
Tako je srednja vrednost 8-OHdG kod pacijenata sa izrazenom formom inflamacije posle
terapije iznosila 0,665 ng/ml dok je vrednost ovog markera u pljuvacki pacijenata sa
umerenom formom inflamacije gingive bila 0,576 ng/ml. Srednje vrednosti ostalih
markera kod pacijenata sa izrazenom inflamacijom su iznosile MDA-2,495 pmol/ul, SOD-
0,075 U/ul, %SOD-13,041, dok su vrednosti kod pacijenata sa umerenom inflamacijom
iznosile MDA-1,825 pmol/ul, SOD-0,032 U/ul, %SOD-10,021 (Tabela 25).
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Tabela 25. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od stepena inflamacije gingive posle terapije

Forma o
Marker . . X SD Minimum Maksimum p
inflamacije
8-OHdG Umerena 0,576 0,409 0,246 1,625 0,529
(ng/ml) Izrazena 0,665 0,352 0,246 1,180 ’
MDA Umerena 1,825 0728 1110 3,300 205
(pmol/ul) Izrazena 2,495 1,069 1,110 4,800 ’
Umerena 0,032 0,019 0,016 0,062
SOD (U/pl) 0,110
IzraZena 0,075 0,058 0,016 0,138
Umerena 10,021 3,950 4,130 17,210
SOD% 0,637
IzraZena 13,041 7,701 4,130 26,590

5.3.1.1.3. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od stepena inflamacije gingive pre i posle terapije

Analizom dobijenih podataka moZe se konstatovati da je parodontololoSka terapija
dovela do statisti¢ki znac¢ajnog smanjenja srednjih vrednosti 8-OHdG i MDA kako u grupi
pacijenata sa izrazenom tako 1 u grupi sa umerenom formom inflamacije. Srednja vrednost
SOD 1 njegove aktivnosti su znafajno smanjene kod pacijenata sa izrazenom formom
inflamacije gingive, dok to smanjenje kod pacijenata sa umerenom inflamacijom nije bilo
statistiCki znacajno. Razlika u promeni srednjih vrednosti ispitivanih markera medu

grupama pre i posle terapije nije bila statisticki znacajna (Tabela 26).
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Tabela 26. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

umerenom i izrazenom inflamacijom gingive pre i posle terapije

Pre Posle Arazlika 95% interval poverenja
terapije terapije (X)) SG p donja gornja
(X) (X) granica granica
) Umerena 0,852 0,576* 0,276
8-OHdG 0,099 0,608 -0,256 0,152
(ng/ml)  lzrazena 0,889 0,665* 0,224
Umerena 2,419 1,825*
MDA 0,594 0,367 0,733 -0,626 0,878
(pmol/pl) IzraZena 3,616 2,495* 1,121
SOD Umerena 0,033 0,032 0,001
0,154 0,175 -0,112 0,555

(Ulpl)  lzrazena 0297  0,075* 0,222

Umerena 11,930 10,020 1,910
SOD (% 2,769 0,089 1,632 17,073
(%) IzraZena 18,271 13,042* 5,299

*statisticki znacajna razlika u odnosu na vrednosti pre terapije

5.3.1.2. MARKERI OKSIDATIVNOG STRESA U PLJUVACKI KOD PACIJENATA
SA PARODONTOPATIJOM U ZAVISNOSTI OD DUBINE SONDIRANJA

5.3.1.2.1. Markeri oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa parodontopatijom u

zavisnosti od dubine sondiranja pre terapije

Vrednosti markera oksidativnog stresa kod pacijenata sa vecom dubinom
sondiranja bile su vise u odnosu na pacijente sa manjom dubinom sondiranja na pocetku
istrazivanja. Srednja vrednost 8-OhdG u grupi pacijenata sa DS>5mm>20% iznosila je
0,967 ng/ml, a u grupi pacijenata sa DS>5mm<20% 0,700 ng/ml, $to je blizu statisticke
znacajnosti (p=0,057). Srednje vrednosti ostalih markera kod pacijenata sa vecom
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dubinom sondiranja iako viSe, nisu se statisticki znacajno razlikovale od vrednosti kod

pacijenata sa manjom dubinom sondiranja (Tabela 27).

Tabela 27. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od dubine sondiranja pre terapije

DS X SD  Minimum Maksimum p
2-OHAG >5mm<20% 0700 0537 0388 2080
(ng/ml) >5mm>20% 0,967 0,453 0,406 2,100 |

MDA >5mm<20% 2,619 1,110 1,110 4,400

0,203
(pmol/ul) >Smm>20% 3,207 1,234 1,110 4,800
>5mm<20% 0,035 0,011 0,016 0,046

SOD (Ulul) 0,099
>Smm>20% 0,227 0,481 0,012 1,900
>5mm<20% 10,081 4,386 5,341 17,670

SOD% 0,277
>5mm>20% 16,050 11,350 2,000 30,000

5.3.1.2.2. Markeri oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa parodontopatijom u

zavisnosti od dubine sondiranja posle terapije

Dobijeni rezultati pokazuju da su posle sprovedene parodontoloske terapije srednja
vrednosti markera oksidativnog stresa kod pacijenata sa ve¢om dubinom sondiranja (8-
OHdG- 0,648 ng/ml, MDA-2,150 pmol/ul, SOD-0,064 U/pl, %S0OD-12,084%) i dalje vise
nego kod pacijenata sa manjom dubinom sondiranja (8-OHdG-0,565 ng/ml, MDA-2,087
pmol/ul, SOD-0,032 U/ul, %SOD-8,203%), s tim da razlike nisu dostigle statisticki

znacajan nivo (Tabela 28).
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Tabela 28. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od dubine sondiranja posle terapije

DS X SD  Minimum Maksimum p
8-OHAG >5mm<20% 0,565 0,396 0,388 2,080
0,570
(ng/ml) >Smm>20% 0,648 0,377 0,406 2,100
VDA >5mm<20% 2,087 0,882 1,110 3,300
0,867
(pmol/ul) >5Smm>20% 2,150 1,025 1,110 4,800
>5mm<20% 0,032 0,036 0,016 0,138
SOD (U/pl) 0,070
>Smm>20% 0,064 0,488 0,016 0,138
>5mmM<20% 8,203 3,623 5,26 12,62
SOD% 0,068
>Smm>20% 12,084 10,880 5,26 12,62

5.3.1.2.3. Analize razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od dubine sondiranja pre i posle terapije

Analizom dobijenih podataka konstatuje se da je parodontololoSka terapija dovela
do statisticki znac¢ajnog smanjenja srednjih vrednosti 8-OHdG i MDA u pljuvacki kako
kod pacijenata sa ve¢om tako i kod pacijenata sa manjom dubinom sondiranja. Srednje
vrednosti SOD takode su sniZene u obe ispitivane grupe, s tim da je smanjenje kod
pacijenata sa vecom dubinom sondiranja bilo i statisticki znacajno. lako je promena
srednjih vrednosti 8-OHdG, MDA, SOD i %SOD medu ispitivanim grupama pre i posle
terapije bila izraZenija kod pacijenata sa ve¢om dubinom sondiranja, razlike nisu bile

statisticki znacajne (Tabela 29).
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Tabela 29. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od dubine sondiranja pre i posle terapije

Pre Posle Arazlika  SG p 95% interval poverenja
terapije terapije (X)) donja gornja
(X) (X) granica granica
) >5mm<20% 0,700 0,565* 0,135
8-OHdG . 0,183 0,071  -0,017 0,384
(ng/ml) =Smm=20% 0967  0,648* 0,318
>5mm<20% 2,619 2,087*
MDA 0,532 0,294 0,084 -0,076 1,128
(pmol/pl) =5mm=20% 3,207 2,150* 1,058
SOD >5mm<20% 0,035 0,032 0,003
0,160 0,182 -0,082 0,402
(U/ul)  =5mm=20% 0227 0,064* 0,163
>5mm<20% 10,801 8,203 2,599
SOD (%) -4,619 0,417 -16,105 6,866
=>5mm=20% 16,050  12,084* 3,966

*statisticki znacajna razlika u odnosu na vrednost pre terapije

5.3.1.3. MARKERI OKSIDATIVNOG STRESA U PLJUVACKI KOD PACIJENATA

SA PARODONTOPATIJOM U ZAVISNOSTI OD NIVOA PRIPOJNOG EPITELA

5.3.1.3.1. Markeri oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa parodontopatijom u

zavisnosti od nivoa pripojnog epitela pre terapije

Na pocetku istrazivanja pacijenti sa NPE >3mm imali su vecée srednje vrednosti
markera oksidativnog stresa (8-OHdG 0,973 ng/ml, MDA-3,179 pmol/ul, SOD-0,274
U/ul, %SOD-15,858) u pljuvacki u odnosu na pacijente sa NPE<3mm (8-OHdG 0,667

ng/ml, MDA-2,803 pmol/ul, SOD-0,039 U/ul, %SOD-13,922).

8-OHdG bio je i

statisticki znacajno visi (p=0,042) kod pacijenata sa NPE >3mm, dok razlike u ostalim

markerima oksidativnog stresa nisu bile statisti¢ki zna¢ajne (Tabela 30).
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Tabela 30. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od nivoa pripojnog epitela na pre terapije

NPE X SD  Minimum Maksimum p
2-OHdG <3mm 0,667 0.353 0,388 1375 o
(ng/ml) >3mm 0,973 0,599 0,388 2.100 ’
VDA <3mm 2803 0,914 1,220 4.800
0512
(pmol/ul) >3mm 3.179 1,450 1,110 4,400
<3mm 0,039 0,009 0,016 0,046
SOD (U/pl) 0,187
>3mm 0.274 0,534 0,012 1,900
<3mm 13.922 2729 5340 17873
SOD% 0,187
>3mm 15858 13,190 2,000 39,932

5.3.1.3.2. Markeri oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa parodontopatijom u

zavisnosti od nivoa pripojnog epitela posle terapije

Srednje vrednosti markera oksidativnog stresa u grupi pacijenata sa NPE>3mm posle
terapije iznosile su 8-OHdAG 0,709 ng/ml, MDA-2,184 pmol/ul, SOD-0,068 U/ul, %SOD-
11,347, dok su vrednosti u grupi pacijenata sa NPE<3mm iznosile 8-OHdG 0,528 ng/ml,
MDA-2,091 pmol/ul, SOD-0,037 U/ul, %SOD-13,807. lako su kod pacijenata sa
NPE>3mm svi markeri izuzev %SOD bili vi$i u odnosu na pacijente sa NPE<3mm,

razlika nije bila statisti¢ki znacajna ni za jedan ispitivani marker (Tabela 31).
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Tabela 31. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od nivoa pripojnog epitela posle terapije

NPE X SD  Minimum Maksimum p
2-0HdG <3mm 0,528 0.259 0.246 1,150 Jene
(ng/ml) >3mm 0,709 0463 0,246 1,625 ’
VDA <3mm 2091 0,740 1,110 3.300
0.744
(pmol/ul) >3mm 2184 1,147 1,110 4,800
<3mm 0,037 0,032 0,016 0,138
SOD (U/jl) 0,147
>3mm 0,068 0,055 0,016 0,138
<3mm 13807 12292 5341 12621
SOD% 0,840
>3mm 11,347 5779 5341 12,621

5.3.1.3.3. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od nivoa pripojnog epitela pre i posle terapije

Analizom dobijenih rezultata konstatuje se da su posle terapije srednje vrednosti 8-
OHdG, MDA, SOD i %SOD bile nize kako kod pacijenata sa NPE>3mm, tako i kod
pacijenata sa NPE<3mm. Smanjenje 8-OHdG i MDA bilo je statisti¢ki zna¢ajno u obe
grupe pacijenata, dok su SOD 1 %SOD znacajno smanjeni samo u grupi pacijenata sa NPE
>3mm. lako je promena vrednosti svih ispitivanih markera oksidativnog stresa pre i posle
terapije bila ve¢a u grupi pacijenata sa NPE>3mm razlike nisu bile statisticki znaCajne

(Tabela 32).
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Tabela 32. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od nivoa pripojnog epitela pre i posle terapije

NPE Pre Posle Arazlika  SG p 95% interval
terapije terapije (X)) poverenja
(X) (X) donja gornja

granica granica

- <3mm 0,667 0,528* 0,139
8-OHdG 0,098 0,806 -0,179 0,229

(ng/ml) 23MM 0973 0,709* 0,265

<3mm 2,803 2,091*
MDA 0.712 0294 0345  -0320 0,885

(pmol/pl) =3MM 3,179 2,184* 0,995

SOD <3mm 0,039 0,037 0,002
0,144 0171 -0,101 0,517

(Ulul)  =3mm 9274 0,068* 0,206

<3mm 13,921 13,811 0,115
SOD (%) 5090 0,395 -6,031 14,823
23mm 15 860 11,350 4,511

*statistiCki znacajna razlika u odnosu na vrednost pre terapije

5.3.2. MARKERI OKSIDATIVNOG STRESA U KRVI KOD PACIJENATA SA
PARODONTOPATIJOM U ZAVISNOSTI OD PARODONTOLOSKOG STATUSA

5.3.2.1. MARKERI OKSIDATIVNOG STRESA U KRVI KOD PACIJENATA SA
PARODONTOPATIJOM U ZAVISNOSTI OD STEPENA INFLAMACIJE GINGIVE

5.3.2.1.1. Markeri oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa parodontopatijom u

zavisnosti od stepena inflamacije gingive pre terapije

Kod pacijenata sa izrazenom inflamacijom gingive na pocetku istrazivanja
zabelezene su vise srednje vrednosti svih ispitivanih markera oksidativnog stresa u odnosu
na pacijente sa umerenom inflamacijom. Tako je srednja vrednost MDA (0,548 pmol/ul) u

grupi pacijenata sa izrazenom inflamacijom statisti¢ki znacajno visa (p=0,047) u odnosu
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na vrednost (0,451 pmol/ul) u grupi pacijenata sa umerenom inflamacijom. Razlike
izmedu srednjih vrednosti ostalih markera kod pacijenata sa izrazenom inflamacijom (8-
OHdG-0,489 ng/ml, SOD-1,983 U/ul, %SOD-49,129) i pacijenata sa umerenom
inflamacijom (8-OHdG-0,457 ng/ml, SOD-1,618 U/ul, %S0OD-46,677) nisu bile statisticki
znacajne (Tabela 33).

Tabela 33. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od stepena inflamacije gingive pre terapije

Forma o
. . X SD Minimum Maksimum p
inflamacije
8-OHdG Umerena 0,457 0198 0,165 0,812 2620
(ng/ml) |zrafena 0,489 0,153 0,165 0,812 ’
MDA Umerena 0,451 0122 0290 0,650
(pmol/ul) 0047
p H IzraZena 0,548 0,132 0,370 0,750
Umerena 1,618 1,704 0,118 5,500
SOD (U/ul) 0,583
lzraZena 1,983 1.892 0,582 6,900
Umerena 46,677 12,728 28,790 70,861
SOD% 0,604
IzraZena 49,129 12,855 37,811 80,090

5.3.2.1.2. Markeri oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa parodontopatijom u
zavisnosti od stepena inflamacije gingive posle terapije

Posle sprovedene parodontoloSke terapije, vrednosti markera oksidativnog stresa
kod pacijenata sa izrazenom inflamacijom gingive su i dalje viSe nego kod pacijenata sa
umerenom inflamacijom ali te razlike nisu bile na statisticki zna¢ajnom nivou. Izuzetak
¢ini MDA koji 1 nakon terapije ostaje statisticki znacajno visi (p=0,038) kod pacijenata sa

izrazenom inflamacijom (Tabela 34).
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Tabela 34. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od stepena inflamacije gingive posle terapije

Forma o
. . X SD Minimum Maksimum p
inflamacije
8-OHdG Umerena 0,445 0,176 0,202 0,750 0.833
(ng/ml) IzraZena 0,460 0,186 0,165 0,775 ’
MDA Umerena 0,425 0122 0,220 0,700 i
(pmol/pl) lzrazena 0510 0,087 0,370 0,620 ’
Umerena 1,612 1,539 0,226 6,300
SoD (U/pl) 0,604
IzraZena 1,954 1,059 0,284 4,000
Umerena 46,311 11,891 33,280 83,090
SOD% 0,654
lzraZena 47,833 6,409 37,500 62,000

5.3.2.1.3. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od stepena inflamacije pre i posle terapije

Analizom dobijenih rezultata moZe se konstatovati da je parodontololoSka terapija
dovela do smanjenja srednjih vrednosti svih ispitivanih markera oksidativnog stresa kako
u grupi pacijenata sa izrazenom, tako 1 u grupi sa umerenom formom inflamacije,
medutim ni jedno smanjenje nije bilo na statisticki zna¢ajnom nivou. Isto tako, ni razlika u
promeni srednjih vrednosti ispitivanih markera pre i posle terapije izmedu grupa nije bila

statisticki znacajna (Tabela 35).
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Tabela 35. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

umerenom i izrazenom inflamacijom gingive pre i posle terapije

Pre Posle Arazlika 95% interval poverenja
terapije terapije (X)) SG p donja gornja
(X) (X) granica granica
_ Umerena 0,457 0,445 0,012
8-OHdG 0,069 0,791 -0,123 0,159
(ng/ml)  lzraZena 0,489 0,460 0,029
Umerena 0,451 0,425
MDA 0,026 0,061 0,842 -0,112 0,137
(pmol/pl) ~ IzraZena 0,548 0,510 0,038
SOD Umerena 1,618 1,612 0,006
5 0,772 0,976 -1,558 1,605
(U/ul) IzraZena 1983 1,954 0,029
Umerena 46,677 46,311 0,366
SOD (%) ) 4696 0,860  -8,780 10,457
Izrazena 49,129 47,833 1,216

5.3.2.2. MARKERI OKSIDATIVNOG STRESA U KRVI KOD PACIJENATA SA
PARODONTOPATIJOM U ZAVISNOSTI OD DUBINE SONDIRANJA

5.3.2.2.1. Markeri oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa parodontopatijom u

zavisnosti od dubine sondiranja pre terapije

Na pocetku istrazivanja markeri oksidativnog stresa u krvi pacijenata sa ve¢om

dubinom sondiranja bili su visi u odnosu na pacijente sa manjom dubinom sondiranja.

Tako je srednja vrednost MDA u grupi pacijenata sa DS>5mm>20% iznosila 0,529

pmol/ul, a u grupi pacijenata DS>5mm<20% 0,441 pmol/ul, medutim ova razlika nije

bila statisticki znacajna (p=0,083). Ni srednje vrednosti ostalih markera, iako takode viSe

kod pacijenata sa veCom dubinom sondiranja, nisu se statisticki znacajno razlikovale od

vrednosti kod pacijenata sa manjom dubinom sondiranja (Tabela 36).
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Tabela 36. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od dubine sondiranja pre terapije

DS X SD  Minimum Maksimum p
8-OHAG >5mm<20% 0,427 0,199 0,165 0,812
0,301
(ng/ml) >Smm>20% 0,498 0,162 0,165 0,812
VDA >5mm<20% 0,441 0,122 0,290 0,650
0,083
(pmol/ul) >5Smm>20% 0,529 0,123 0,290 0,700
>5mm<20% 1,748 1,453 0,166 5,500
SOD (U/pl) 0,927
>Smm>20% 1,812 1,972 0,198 6,900
>5mm<20% 47762 11,132 30,661 70,860
SOD% 0,972
>Smm>20% 47931 13711 33,102 80,001

5.3.2.2.2. Markeri oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa parodontopatijom u

zavisnosti od dubine sondiranja posle terapije

Dobijeni rezultati pokazuju da su posle terapije srednje vrednosti markera
oksidativnog stresa u krvi pacijenata sa veCcom dubinom sondiranja 1 dalje vise nego kod
pacijenata sa manjom dubinom sondiranja, ali da te razlike nisu bile na statisticki
znacajnom novou. Najvecéa razlika izmedu posmatranih grupa zapaza se kod 8-OHdG.
Naime, srednja vrednost 8-OHdG u krvi pacijenata sa DS>5mm>20% je nakon terapije
iznosila 0,491 ng/ml, dok je njegova vrednost kod pacijenata sa DS>5mm<20% bila 0,376
ng/ml (p=0,086) (Tabela 37).
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Tabela 37. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od dubine sondiranja posle terapije

DS X SD  Minimum Maksimum p
8-OHAG >5mm<20% 0,376 0,173 0,388 0,675
0,086
(ng/ml) >5mm>20% 0,491 0,168 0,268 0,775
VDA >5mm<20% 0418 0.124 0.220 0,700
0,563
(pmol/pl) >5mm>20% 0455 0,109 0,250 0,620
>5mm<20% 1,699 1117 0.234 3,500
SOD (U/pl) 0,824
>5Smm>20% 1,810 1,461 0,226 6,300
>5mm<20% 44,849 6.991 33.450 55000
SOD% 0,326
>5mm>20% 47060 11,112  33.280 83,091

5.3.2.2.3. Analiza razlike markera oksidativhog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od dubine sondiranja pre i posle terapije

Analizom dobijenih rezultata konstatuje se da je parodontololoska terapija dovela
do smanjenja svih ispitivanih markera oksidativnog stresa u krvi kako u grupi pacijenata
sa vecom tako 1 u grupi pacijenata sa manjom dubinom sondiranja, ali da je samo
smanjenje vrednostti MDA u krvi pacijenata sa veCom dubinom sondiranja bilo na
statistiCki znacajnom nivou (p=0,025). Konstatuje se i da razlika u promeni srednjih
vrednosti 8-OHdG, MDA, SOD i %SOD pre i posle terapije medu ispitivanim grupama

nije bila statisticki znacajna (Tabela 38).
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Tabela 38. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od dubine sondiranja pre i posle terapije

Pre Posle Arazlika SG p 95% interval poverenja
terapije terapije (X)) donja gornja
(X) (X) granica granica

_ >5mm<20% 0427 0376 0,051
8-OHdG 0,063 0487 -0,173 0,084

(ng/ml) =Smm=20% 0498 0,491 0,007

>5mm<20% 0,441 0,418
MPA 0.023 0,066  -0,008 0,235
(pmoljul) =5mm=20% 0529 0,455% 0074  0:099

SOD >5mm<20% 1,748 1,699 0,049
0,793 0,949 -1,675 1,572
(U/ul)  =5mm>20% 1812 1,810 0,002

>5mm<20% 47,762 44,849 2913
SOD (%) 5064 0448 -14267 6478
>5mm>20% 47,931 47,060 0,871

*statisticki znacajna razlika u odnosu na vrednost pre terapije

5.3.2.3. MARKERI OKSIDATIVNOG STRESA U KRVI KOD PACIJENATA SA
PARODONTOPATIJOM U ZAVISNOSTI OD NIVOA PRIPOJNOG EPITELA

5.3.2.3.1. Markeri oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa parodontopatijom u

zavisnosti od nivoa pripojnog epitela pre terapije

Na pocetku istrazivanja pacijenti sa NPE >3mm imali su vise srednje vrednosti
svih ispitivanih markera oksidativnog stresa (8-OHdG-0,502 ng/ml, MDA-0,537 pmol/ul,
SOD-1,885 U/ul, %S0OD-49,401%) u krvi u odnosu na pacijente sa NPE <3mm (8-OHdG-
0,443 ng/ml, MDA-0,457 pmol/ul, SOD-1,694 U/ul, %SOD-46,241%), iako dobijene

razilike nisu bile na statisticki zna¢ajnom nivou (Tabela 39).
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Tabela 39. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od nivoa pripojnog epitela pre terapije

NPE X SD  Minimum Maksimum p
8.OHdG <3mm 0,443 0,148 0,165 2575 a5
(ng/ml) >3mm 0,502 0,201 0,224 0812 ’
VDA <3mm 0457 0.129 0,290 0,700 2103
(pmol/pl) >3mm 0,537 0,131 0,370 0,750 ’
<3mm 1.604 1621 0.118 5500
SOD (Ulul) 0,774
>3mm 1,885 1,964 0,198 6,900
<3mm 46241 11802 28791 70.862
SOD% 0,503
>3mm 49401 11,350 33,100 80,090

5.3.2.3.2. Markeri oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa parodontopatijom u

zavisnosti od nivoa pripojnog epitela posle terapije

Srednje vrednosti markera oksidativnog stresa u grupi pacijenata sa NPE>3mm posle
terapije iznosile su 8-OHdG-0,494 ng/ml, MDA-0,485 pmol/ul, SOD-1,863 U/ul, %SOD-
47,081%, dok su vrednosti u grupi pacijenata sa NPE<3mm iznosile 8-OHdG 0,403
ng/ml, MDA-0,444 pmol/ul, SOD-1,651 U/ul, %S0OD-45,041%. lako su kod pacijenata sa
NPE>3mm svi markeri bili vi$i u odnosu na pacijente sa NPE<3mm, razlika nije bila

statisticki znacajna ni za jedan ispitivani marker (Tabela 40).
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Tabela 40. Znacajnost razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od nivoa pripojnog epitela posle terapije

NPE X SD  Minimum Maksimum p
8.-OHdG <3mm 0403 0.164 0.165 0,750 D1
(ng/ml) >3mm 0,494 0183 0,202 0,775 ’
VDA <3mm 0444 0,077 0.350 0,600 o
(pmol/pl) >3mm 0,485 0,141 0,220 0,700 ’
<3mm 1,651 0.656 1122 3.500
SOD (U/pl) 0,628
>3mm 1,863 1,785 0,226 6,300
<3mm 45 041 3970 43691 55 000
SOD% 0,892
>3mm 47081 13240 33,282 83.090

5.3.2.3.3. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od nivoa pripojnog epitela pre i posle terapije

Analizom dobijenih rezultata moZe se konstatovati da je parodontololoska terapija
dovela do smanjenja srednjih vrednosti svih ispitivanih markera oksidativnog stresa kako
U grupi pacijenata sa NPE>3mm, tako i u grupi sa NPE<3mm, medutim ni jedno
smanjenje nije bilo na statisticki zna¢ajnom nivou. Isto tako, ni razlika u promeni srednjih
vrednosti ispitivanih markera pre i posle terapije izmedu grupa nije bila statisticki

znacajna (Tabela 41).
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Tabela 41. Analiza razlike markera oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa

parodontopatijom u zavisnosti od nivoa pripojnog epitela pre i posle terapije

NPE Pre Posle Arazlika  SG p 95% interval
terapije terapije (X)) poverenja
(X) (X) donja gornja

granica granica

. <3mm 0,443 0,403 0,040
8-OHdG 0,055 0617  -0,141 0,085
(ng/ml) =3mm 0502 0,494 0,008

<3mm 0,457 0,444
MDA 0,013 0,060 0,526 -0,085 0,162
(pmol/pl) =3mm 0537 0,485 0,052

SOD  <3mm 1694 1,651 0,043
0770 0947  -1629 1527
(Ulpl)  =3mm 1885 1,863 0,022

<3mm 46,241 45041 1,200
SOD (%) 4650 0,508 -6,406 12,646
=3mm 49401 47,081 2,319

5.4. MARKERI OKSIDATIVNOG STRESA U ODNOSU NA NAVIKU PUSENJA

Imajué¢i u vidu prooksidativni efekat duvanskog dima, u grupi pacijenata sa
parodontopatijom su posebno analizirani markeri oksidativnog stresa u odnosu na naviku
pusSenja kao 1 efekti parodontoloske terapije na antioksidativni potencijal 1 oksidativni stres
kod pusaca 1 nepusaca. U grupi pacijenata sa parodontopatijom bilo je 10 puSaca 1 20

nepusaca.
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5.4.1. Markeri oksidativnog stresa u pljuvacki kod puSada i nepuSata sa

parodontopatijom

Dobijeni rezultati pokazuju statisticki znacajno viSe vrednosti svih ispitivanih
markera oksidativnog stresa u pljuvacki u grupi pusaca u odnosu na nepusace na pocetku
istrazivanja. Tako je srednja vrednost 8-OHdG bila 1,181ng/ml kod pusaca, a 0,713 ng/ml
kod nepusaca, dok je srednja vrednost MDA iznosila 4,069 pmol/ul kod pusaca a 2,461
pmol/pl kod nepusaca. SOD i % SOD bili su 0,387 U/ul 1 20,751% kod pusaca, odnosno
0,041 U/ul i 11,961% kod nepusSaca. Posle terapije, svi markeri oksidativnog stresa u
pljuvacki puSaca beleze statisticki znaCajan pad. I u grupi nepusaca 8-OHdG i MDA
znaajno su smanjeni nakon terapije, dok SOD i %SOD beleze blagi porast ali bez
statistiCke znacajnosti. Poredenjem srednjih vrednosti ispitivanih markera u grupi pusaca i
nepusaca posle terapije, zapazaju se i dalje statisti¢ki znacajno vise srednje vrednosti 8-

OHdG i MDA u grupi pusaca (Tabela 42).

Tabela 42. Markeri oksidativnog stresa u pljuvacki kod pusaca i nepusaca sa

parodontopatijom
Pusaci Nepusaci
(X +SD) (X +SD)
Pre terapije 1,181+0,600 0,713J_r0,354b
8-OHdG
(ng/ml) Posle terapije 0,927+0,422° 0,463+0,245%
MDA Pre terapije 4,069+0,671 2,461+1,051°
(pmol/pl) Posle terapije 2,680+0,860° 1,872+0,891%
SOD Pre terapije 0,387+0,630 0,041+0,052"
(U/pl) Posle terapije 0,027+0,110° 0,052+0,053
Pre terapije 20,751+11,681 11,961+6,592"
SOD (%)
Posle terapije 10,060+4,581° 12,792+7,000

% statisti¢ki znadajna razlika u odnosu na vrednost pre terapije
 statisticki znacajna razlika u odnosu na vrednost kod puSaca
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5.4.2. Markeri oksidativnog stresa u krvi kod pusaca i nepusaca sa parodontopatijom

Dobijeni rezultati pokazuju da su u krvi pacijenata sa parodontopatijom na pocetku
istrazivanja zabelezene statisticki znacajno vise srednje vrednosti MDA, SOD i %SOD u
grupi pusaca u odnosu na nepusace. I srednja vrednost 8-OHdG kod pusaca (0,556 ng/ml)
bila je visa nego kod nepusaca (0,430 ng/ml) iako razlika nije dostigla statisti¢ki znacajan
nivo (p=0,214). Posle terapije doSlo je do pada vrednosti svih ispitivanih markera
oksidativnog stresa u grupi pusaca da bi vrednost MDA bila 1 statisti¢ki znacajno niza. U
grupi nepusaca 8-OHAG i MDA beleze blagi pad a SOD i %SOD blagi porast nakon
terapije. Poredenjem vrednosti ispitivanih markera u grupi pusaca i nepuSaca posle

terapije, zapazaju se 1 dalje statisticki znacajno viSe srednje vrednosti SOD 1 %SOD u

grupi pusaca (Tabela 43).

Tabela 43. Markeri oksidativnog stresa u krvi pusaca i nepusaca sa parodontopatijom

Pusaci NepuSaci
(X +SD) (X £SD)
Pre terapije 0,556+0,205 0,430+0,148
8-OHdG
(ng/ml) Posle terapije 0,507+0,185 0,419+0,168
MDA Pre terapije 0,570+0,121 0,460+0,131"
(pmol/ul) Posle terapije 0,480+0,008° 0,450+0,131
SOD Pre terapije 2,920+2,675 1,223+0,629°
(Uil Posle terapije 2,700+1,731 1,307+0,764"
Pre terapije 56,190+17,590 43,641+6,450°
SOD (%)
Posle terapije 52,421+12,650 44,380+6,501"

% statisti¢ki znadajna razlika u odnosu na vrednost pre terapije
" statisticki znagajna razlika u odnosu na vrednost kod pusaca
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DISKUSIJA

Savremena medicina poklanja sve viSe paznje oksidativnom stresu kao
biohemijskom mehanizmu potencijalno uklju¢enom u patogenetska zbivanja u velikom
broju sistemskih bolesti.

Istrazivanja pokazuju da je od svih funkcionalnih sistema CNS najpodlozniji
uslovljeno, pre svega, ¢injenicom da mozak ima najveéu potrebu za energijom, S§to
uzrokuje i najintenzivnije procese oksidativne fosforilacije, dok ga visok procenat
polinezasi¢enih masnih kiselina €ini posebno osetljivim na dejstvo slobodnih radikala
(146).

Oksidativni stres se dovodi u vezu sa nastankom ateroskleroze preko serije
promena tipa oksidativne modifikacije LDL i peroksidacije lipida koje dovode do
poremecaja metabolizma holesterola u c¢elijama zida arterija, agregacije oksidisanih
lipidnih Cestica i pojave ateroskleroti¢nih lezija (147, 148). Nadalje, istrazivanja pokazuju
da je u akutnom infarktu miokarda povecana produkcija vodonik-peroksida, hipohlorne
kiseline i drugih reaktivnih metabolita (149), te da je u sinovijalnoj te¢nosti pacijenata sa
reumatoidnim artritisom dva puta veca koncentracija produkata oksidativnog oStecenja
proteina (150).

Oksidativni stres se oznacava kao moguci uzrok nastanka insulinske rezistencije
(151-153), kao i mehanizam kojim poremecen metabolizam glukoze i disregulacija
¢elijske signalizacije dovode do razvoja komplikacija u dijabetesu, indukujuéi pre svega
mikro i makroangiopatiju (154).

Visok nivo lipidne peroksidacije detektovan je u krvi trudnica sa preeklampsijom
(155,156), a oksidativno ostecenje lipida dovodi se u vezu i sa spontanim pobacajem
(157). I na kraju, dokazano je da prooksidantni status celija, nastao povecanjem
koncentracije slobodnih radikala ili smanjenjem antioksidativne zaStite moze ubrzati

neoplasti¢ni rast (158).
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Inflamatorna oboljenja parodoncijuma su nesumnjivo jedna od naj¢es¢ih oboljenja
savremenog coveka. Njihova ucestalost prema »Beogradskoj studiji, u domacoj
populaciji medu osobama starijim od 18 godina iznosi 84,6%. Od ovog broja 44,8% ima
ostecenje dubljih parodontalnih tkiva i formirane parodontalne dzepove. Blagi stepen
destrukcije parodoncijuma prisutan je kod 14,1% osoba, srednji kod 20,3%, dok najteza
ostecenja ima 10,4% ispitanika (159). Parodontopatija srednjeg ili teskog oblika je
prisutna kod oko 15% Amerikanaca starijih od 18 godina a sli¢na ucestalost se vida i u
vecini drugih zemalja (160). Prema podacima Svetske Zdravstvene Organizacije (WHO)
10-15% ljudi Sirom sveta boluje od teske forme parodontopatije (161). Stoga ova bolest
predstavlja ozbiljan medicinski, ekonomski i socijalni problem.

Primarni etioloski faktor u nastanku parodontopatije su mikroorganizmi dentalnog
plaka, pre svega Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Prevotella intermedia i
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Medutim, obim destrukcije parodontalnih tkiva
posledica je interakcije mikrobioloskih faktora i imunog odgovora domacina (94).

Polaze¢i od cinjenice da slobodni radikali aktivno ucestvuju u oStecenju tkiva
tokom mnogih inflamatornih procesa, Chapple i sar. (162) isticu da bi oni mogli imati istu
ulogu i u inflamatornom procesu u toku parodontopatije. Naime, tokom inflamacije dolazi
do aktivacije polimorfonukleara, monocita 1 makrofaga i1 pokre¢e se respiratorna
eksplozija koja se karakteriSe pove¢anom potroSnjom kiseonika, anaerobnom glikolizom,
heksozomonofosfatnim $antom i povec¢anom produkcijom slobodnih radikala (163). Isto
tako, tokom parodontopatije kao deo imunog odgovora domacéina na dejstvo
parodontopatogena 1 njihovih produkata oslobadaju se inflamatorni medijatori koji
omogucavaju hemotaksu odbrambenih celija na mesto inflamacije. U =zastiti tkiva
parodoncijuma od patogenih mikroorganizama prvu liniju odbrane  ¢ine
polimorfonuklearni leukociti (PML) koji neoksidativnim i oksidativnim mehanizmima
neutraliSu i uniStavaju mikroorganizme. Neoksidativni mehanizmi podrazumevaju dejstvo
proteolitickih enzima koji se oslobadaju iz PML, dok oksidativni mehanizam predstavlja
hiperprodukcija kiseoni¢nih slobodnih radikala. Ovi visoko reaktivni molekuli vrse
oksidativnu modifikaciju bakterijskih ¢elija ali istovremeno i oksidativnu modifikaciju

biomolekula domacina (4).
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Prisustvo oksidativnog stresa u usnoj duplji pacijenata sa parodontopatijom je
predmet velikog broja istrazivanja. Biomarkeri ovog patoloskog procesa mogu se
analizirati u gingivalnoj te¢nosti i pljuvacki (101).

Gingivalna tecnost je transudat seruma, ili, ¢esce, inflamatorni eksudat koji se
nalazi u gingivalnom sulkusu ili gingivalnom odnosno parodontalnom dzepu. Sastojci
gingivalne te¢nosti poti¢u od domacina ali i od mikroorganizama dentalnog plaka. Tako se
u njoj nalaze molekuli iz krvi, sastojci koji vode poreklo od tkiva parodoncijuma, kao i
¢elija inflamatornog i imunog odgovora infiltrisanih u parodontalna tkiva. Vazni sastojci
gingivalne te¢nosti su pokazatelji inflamacije ukljucujuci enzime i citokine (164).

Sa druge strane, pljuvacka je sekret tri para velikih i velikog broja malih
pljuvacnih zlezda koji je u stalnom kontaktu sa tkivima usne duplje i od velike je vaznosti
za odrzavanje oralne homeostaze. Zbog intimnog kontakta sa tkivima usne duplje,
pljuvacka odrazava sva fizioloska i patoloska zbivanja u njima, te se u njoj mogu dokazati
brojni biohemijski pokazatelji patoloskih deSavanja u parodoncijumu (101,165). Osim
lokalno proizvedenih supstanci iz usne duplje i gingivalne te¢nosti u pljuvacki se nalaze i
molekuli iz sistemske cirkulacije te bi u nekim slucajevima pljuvacka mogla biti
alternativa krvnom serumu 1 plazmi u pojedinim biohemijskim, farmakoloskim 1
toksikoloskim analizama (166-168).

Udeo gingivalne te¢nosti u pljuvacki pacijenata sa zdravim parodoncijumom iznosi
0,5% 1 znatno se povecCava kod pacijenata sa inflamacijom gingive (169). Nacin
uzorkovanja pljuvacke moze da poremeti ovoj odnos. IstraZivanja pokazuju da se u
nestimulisanoj i stimulisanoj pljuvacki mogu naéi razli¢ite koncentracije nekih markera.
Mastikacija kao najceS¢e koris¢en metod u dobijanju stimulisane pljuvacke, moze da
dovede do istiskivanja vece koliCine gingivalne te¢nosti iz parodontalnih dZepova i na taj
nacin stvori u njoj vestacki povecan nivo elemenata iz krvne plazme (126).

Posmatraju¢i metodologiju dosadasnjih istrazivanja, ¢ini se da nema saglasnosti o
tome koji bi medijum egzaktnije i bolje pokazao stepen oksidativnog stresa u ustima. Tako
Wei i sar. (170) porede¢i koncentraciju malondialdehida (MDA)-produkta oksidativnog
ostecenja lipida a Dede i sar. (171) poredeéi koncentraciju 8-hidroksideoksiguanozina (8-

OHdG)-produkta oksidativnig oStec¢enja DNK u gingivalnoj te¢nosti i pljuvacki osoba sa
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parodontopatijom i zdravih pacijenata, nalaze razliku medu ispitanicima samo u
gingivalnoj te¢nosti. Sa druge strane, lbrahem i sar. (172) navode da kod pacijenata sa
parodontalnim dzepovima < 6 mm nisu detektovali 8-OHdG u gingivalnoj te¢nosti, dajuci
prednost pljuvacki u odredivanju ovog markera. Akalin i sar. (126) nalaze znacajnu
korelaciju markera lipidne peroksidacije-MDA u pljuvacki i gingivalnoj te¢nosti, isti¢uci
znacaj oba bioloska materijala u odredivanju ovog markera. Ipak, vecina autora se slaze da
gingivalna te¢nost daje dijagnosticke informacije sa odredenih mesta i odredenih zuba, $to
moze bitno uticati na rezultate imajuéi u vidu da je parodontopatija proces koji ne zahvata
ravnomerno sve zube pa ¢ak ni sve povrSine na istom zubu. Sa druge strane, pljuvacka
reprezentuje stanje parodoncijuma svih zuba. Isto tako, gingivalna te¢nost prilikom
uzorkovanja moze biti kontaminirana pljuvackom, krvlju i dentalnim plakom $to moze
dodatno kompromitovati rezultate istrazivanja. Imajuéi u vidu prethodno navedeno, kao i
¢injenicu da se gingivalna te¢nost izliva u pljuvacku, analiza medijatora u ukupnoj
pljuvacki bi mogla imati prednost u odnosu na gingivalnu tecnost. Analiza pljuvacke je i
sa prakti¢nog stanovista prihvatljivija jer je prikupljanje pljuvacke jednostavnije u odnosu
na gingivalnu te¢nost, ne zahteva skupu opremu i posebno obuc¢eno osoblje.

Kao pokazatelj oksidativnog oSte¢enja DNK, u naSem istrazivanju je koris¢eno
odredivanje koncentracije 8-OHdG u pljuvacki i krvi pacijenata. Naime, slobodni radikali
mogu da uzrokuju prekide lanaca, delecije i razli¢ite modifikacije nukleozida na molekulu
DNK. Postoji preko 100 razli¢itth DNK proizvoda nastalih reakcijom izmedu slobodnih
radikala 1 nukleozida. Neki od njih su: 5,6-dihidrocitozin, 4,6-diamino-5-
formamidopirimidin, 2,6-diamino-4-hidroksi-5-form-amidopirimidin, 8-hidroksiadenin, 8-
hidroksiguanin i 8-hidroksideoksiguanozin (133). Jedan od najpouzdanijih i najéesce
odredivanih biomarkera oksidativnog ostecenja DNK je upravo 8-hidroksideoksiguanozin
(8-OHdG). 8-OHdG predstavlja proizvod oksidovane forme 2-deoksiguanozin nukleozida
(173) koji se nakon popravke DNK izlucuje u telesne tecnosti. Visoke koncentracije 8-
OHAG su utvrdene kod naurodegenativnih, malignih i hroni¢nih inflamatornih oboljenja
(174,175). Cak i pri vrlo niskom stepenu oksidativnog o$teéenja DNK, izluduje se
urinarni 8-OHAG pa se njegova koncentracija smatra najpouzdanijim biomarkerom

endogenog oksidativnog oste¢enja DNK (176,177). Neki autori ¢ak smatraju da se
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urinarni 8-OHdG moze koristiti kao validan marker rizika u nastanku malignih bolesti
(178).

U poslednje vreme sve je veéi broj istrazivanja koja skre¢u paznju na povisene
vrednosti salivarnog 8-OHdG kod pacijenata sa parodontopatijom te na mogucu ulogu
oksidativnog oste¢enja DNK u nastanku oboljenja parodoncijuma (130,179,180).

Tako Canakci i sar. (179) nalaze 8-OHdG u koncentraciji od 1,26 ng/ml u
pljuvacki osoba sa zdravim parodoncijumom a 4,24 ng/ml kod osoba sa parodontopatijom,
dok Sezera i sar. (180) izvestavaju o 1,56 ng/ml kod osoba sa zdravim, odnosno 3,13
ng/ml kod osoba sa obolelim parodoncijumom. Znacajno poviSene vrednosti salivarnog 8-
OHdG u pljuvacki osoba sa parodontopatijom u poredenju sa zdravim objavili su i drugi
autori (171,172,181).

| rezultati naseg istrazivanja pokazuju da su pacijenati sa parodontopatijom imali
statisticki znacajno vise vrednosti salivarnog 8-OHdG u odnosu na pacijente sa zdravim
parodoncijumom (p=0,043). Tako je 8-OHdG kod nasih pacijenata sa parodontopatijom
iznosio 0,869 ng/ml sa rasponom vrednosti od 0,388-2,100 ng/ml, dok je kod zdravih
pacijenata iznosio 0,612 ng/ml (0,180-1,275 ng/ml).

Vrednosti 8-OHdG u nasem istrazivanju odgovaraju onima koje su objavili Dede
I sar. (171) a koji su koristili slicnu metodologiju i ¢iji su pacijenti imali pribliznu
destrukciju parodoncijuma kao i naSi. 8-OHdG u pljuvacki njihovih pacijenata sa
parodontopatijom je bio 0,605 ng/ml, dok je kod zdravih pacijenti iznosio 0,550 ng/ml.

Sa druge strane, 8-OHdG u dve prethodno pomenute studije (Canacki 2009. i
Sezer 2012.) bio je znatno visi nego u nasoj, §to moze biti posledica manje destrukcije
parodoncijuma nasih ispitanika. Naime, istrazivanja pokazuju da nivo 8-OHdG u
pljuvacki direktno zavisi od stepena oste¢enja parodoncijuma (130,182,181). Tako Badea i
sar. (181) izvestavaju da je u njihovoj studiji vrednost 8-OHdG u pljuvacki ispitanika sa
maksimalnim CPITN bodom 3 bila u rasponu od 5,25-7,50 ng/ml, a kod ispitanika sa
maksimalnim CPITN bodom 2 od 3,00-5,00 ng/ml. lbrahem i sar. kod pacijenata sa
parodontalnim dzepovima > 6 mm nalaze 8-OHdG u koncentraciji od 4,42 ng/ml, kod

pacijenata sa parodontalnim dzepovima < 6 mm 2,24 ng/ml, a kod pacijenata sa zdravim
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parodoncijumom 1,56 ng/ml. Oni zakljucuju da bi 8-OHdG mogao biti koristan marker u
prac¢enju progresije oboljenja parodoncijuma i proceni rizika za gubitak zuba (172).

Canakci i sar. (183) ispituju¢i Kkorelaciju klinickih pokazatelja stanja
parodoncijuma sa 8-OHdG kod pacijenata sa parodontopatijom, dobijaju pozitivnu
korelaciju dubine sondiranja (DS) i nivoa pripojnog epitela (NPE) i salivarnog 8-OHdG.
Ovaj rezultat autori povezuju sa duzinom trajanja i teZinom oboljenja i objasnjavaju da u
toku parodontopatije dolazi do dugotrajne stimulacije proinflamatornih citokina, pre svega
TNFa, koji moze da dovede do hiperprodukcije reaktivnih kiseonicnih vrsta od strane
PML i mitohondrija. | Sezer i sar. (180) porede¢i nivo 8-OHdG kod pacijenata sa
parodontopatijom, gingivitisom 1 pacijenata sa zdravim parodoncijumom, nalaze znacajno
vise vrednosti ovog markera kod pacijenata sa parodontopatijom u odnosu na ostale dve
grupe pacijenata. Cinjenicu da se vrednost 8-OHdG nije razlikovala kod pacijenata sa
gingivitisom 1 zdravih pacijenata, objasnjavaju time da sama inflamacija nije dovoljan
faktor za povecanje vrednosti ovog markera u salivi. Rezultati dobijeni u naSem
istrazivanju takode pokazuju da nivo 8-OHdG nije bio povezan sa stepenom inflamacije
gingive ve¢ sa stepenom destrukcije dubljih parodontalnih tkiva. Tako su njegove
vrednosti kod pacijenata sa izrazenom inflamacijom (0,889 ng/ml) i umerenom
inflamacijom gingive (0,852 ng/ml) bile gotovo iste (p=0,839). Medutim, poredeéi
njegove vrednosti kod pacijenata sa veCom dubinom sondiranja (0,967 ng/ml) i onih sa
manjom dubinom sondiranja (0,700 ng/ml) belezi se razlika koja je blizu statistiCke
znacajnosti (p=0,057). Isto tako, analiziraju¢i 8-OHdG u odnosu na nivo pripojnog epitela,
dobili smo statisti¢ki znacajno vecu vrednost 8-OHdG (p=0,042) kod pacijenata sa
NPE>3mm u odnosu na pacijente sa NPE<3mm. | Sezer i sar. u prethodno navedenoj
studiji (180) takode izvestavaju o znacajno vis$im vrednostima 8-OHdG kod pacijenata sa
NPE>3 mm u odnosu one sa NPE<3 mm. Interesantno je da se vrednost ovog markera kod
njihovih pacijenata sa parodontopatijom i NPE<3 mm nije razlikovala od vrednosti kod
pacijenata sa gingivitisom i sa zdravim parodoncijumom, §to je jos jedna potvrda da na
vrednost 8-OHdG u pljuvacki pacijenata sa parodontopatijom najvise utiCe Stepen
destrukcije dubljih parodontalnih tkiva.
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Pored oksidativnog oSte¢enja DNK i oksidativno o$tecenje lipida nastaje toksi¢nim
delovanjem slobodnih radikala. Naime, polinezasi¢ene masne kiseline fosfolipidnog sloja
¢elijskih membrane predstavljaju glavne ciljne molekule reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.
Najreaktivniji slobodni radikal kiseonika OH- zapocinje proces lipidne peroksidacije koji
se zatim nastavlja nizom lancanih reakcija do formiranja lipidnih hidroperoksida i
aldehida. Akumulacija hidroperoksida u plazma membrani i membranama organela
dovodi do promene fluidnosti membrane i tako uti¢e na aktivnost transmembranskih
enzima, transportera, receptora i drugih membranskih proteina. Krajnji rezultat lipidne
peroksidacije je promena propustljivosti membrane, $to dovodi do naruSavanja celijskog
metabolizma i homeostaze, kao i celijske smrti (184). Najpoznatiji toksi¢ni aldehidni
produkti lipidne peroksidacije su malondialdehid (MDA) i 4-hidroksinonenal (HNE) (3,
185).

Brojni podaci ukazuju da nivo MDA u fizioloSkim te¢nostima moze da bude
pouzdan indikator obima oksidativnog os$tecenja celija u organizmu (186). Naime,
utvrdena je visoka koncentracija serumskog MDA kod pacijenata sa hroni¢nim
hepatitisom C (187) i HIV pozitivnih pacijenata (188). Nadalje, Al-Rawi i sar. (189)
izveStavaju o znacajno viSim vrednostima MDA u pljuvacki i1 krvi pacijenata sa
dijabetesom u odnosu na ispitanike koji ne boluju od dijabetesa. Visoka koncentracija
MDA utvrdena je i kod nekih malignih oboljenja (190).

Isto tako, utvrdeno je da HNE dovodi do inhibicije antioksidativnih enzima
glutation peroksidaze, glutation S-tranferaze, denaturacije proteina i oStetenja DNK
(191,192). PovecCana koncentracija HNE zabelezena je kod ateroskleroze,
neurodegenerativnih bolesti, dijabetesa, autoimunih i malignih oboljenja (193-196).

Osim odredivanja koncentracije MDA i HNE, stepen lipidne peroksidacije moze se
pratiti 1 odredivanjem reaktivnih metabolita tiobarbiturne kiseline (TBARS). PoviSena
vrednost TBARS-a zabelezena je kod HIV pozitivnih pacijenata (197), kod pacijenata sa
dijabetesom, posebno kod onih sa vaskularnim komplikacijama (198), kod malignih
oboljenja (199), pusaca (200) i nakon fizicke aktivnosti (201).

Kao pokazatelj stepena lipidne peroksidacije i oksidativnog oStecenja lipida kod

nasih pacijenata koris¢eno je odredivanje koncentracije malondialdehida (MDA).
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Ranije se smatralo da na nivo lipidne peroksidacije u pljuvacki najvise utice nivo
ovog procesa u krvi, dok je danas utvrdeno da lokalno proizveden oksidativni stres ima
vazniju ulogu. Istrazivanja pokazuju da se u toku parodontopatije oslobadaju produkti
lipidne peroksidacije, kao $to je MDA, koji ucestvuju u daljem toku inflamacije i
destrukcije parodontalnih tkiva (126,141,179,202,203). Tako npr. Sheikhi i sar. (202) su
ispitujuci intracelijsku produkciju i ekstracelijsko oslobadanje reaktivnih oblika kiseonika
iz PML stimulisanih Fusobacterium nucleatum-om pokazali da u toku prvog sata postoji
intracelijska produkcija reaktivnih oblika kiseonika, da bi zatim u toku naredna 4 sata
doslo do ekstraéelijskog oslobadanja produkata lipidne peroksidacije u velikom procentu.
Triana i sar. (204) su ispitivali koncentraciju MDA u gingivi, dubinu sondiranja i nivo
resorpcije alveolarne kosti na psima kojima je na jednoj polovini vilice eksperimentalnim
putem izazvana parodontopatija, a druga polovina vilice je sluzila kao kontrolna.
Vrednosti ovih parametara bile su statisticki znafajno veée na polovini vilice sa
parodontopatijom u odnosu na kontrolnu polovinu.

Osim kod pacijenata sa parodontopatijom, utvrdeno je da su vrednosti MDA
poviSene i kod drugih oboljenja u usnoj duplji. Tako Marton i sar. (205) izvestavaju o
vis$im vrednostima ovog markera u tkivu hroni¢nog apikalnog parodontitisa u odnosu na
zdravo tkivo gingive istog ispitanika, dok Saral i sar. (206) beleZze povisene vrednosti
MDA kod pacijenata sa rekurentnim aftoznim ulceracijama.

| rezultati naSeg istrazivanja ukazuju na porast nivoa MDA u pljuvacki kod
postojanja inflamatornog procesa u parodoncijumu. Naime, vrednost ovog markera kod
pacijenata sa parodontopatijom na pocetku istrazivanja iznosila je 2,99 pmol/ul, a kod
zdravih ispitanika 1,33 pmol/ul, §to predstavlja statisticki znacajnu razliku. Koncentracija
MDA u naSem istrazivanju izrazena je u pmol/ul, ali imaju¢i u vidu da je koriS¢ena
koncentracija uzorka sadrzala 10ug/ml proteina iz uzorka, dobijeni rezultati se mogu
identifikovati kao nmol/ml. Ovo je vazno zbog poredenja rezultata sa drugim studijama jer
su one koncentraciju MDA uglavnom izrazavale u nmol/ml.

I drugi autori izveStavaju o znaCajno viSim vrednostima markera lipidne
peroksidacije u pljuvacki pacijenata sa parodontopatijom u odnosu na zdrave ispitanike.

Tako Canakeci i sar. (179) beleze MDA u koncentraciji od 7,35 nmol/ml u pljuvacki osoba
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sa parodontopatijom a 5,41 nmol/ml kod osoba sa zdravim parodoncijumom. Autori ove
rezultate dovode u vezu sa padom antioksidativnog kapaciteta kod pacijenata sa
parodontopatijom. Vise vrednosti MDA u njihovoj studiji moZemo objasniti razlikom u
metodologiji i1 ja¢im stepenom destrukcije potpornog aparata zuba u odnosu na naSe
pacijente. Naime, ova grupa autora Koristila je stimulisanu pljuvacku, dok je u naSem
istrazivanju koriS¢ena nestimulisana pljuvacka. Kao $to smo ranije napomenuli, u toku
uzorkovanja stimulisane pljuvacke izliva se veca koli¢na gingivalne te¢nosti u pljuvacku
§to moze znacajno da poveéa vrednost ispitivanih markera. Gutteridge (207) istice da se
na osnovu nivoa markera lipidne peroksidacije moze proceniti stepen oStecenja
parodoncijuma. Na to upucéuju i nalazi Khalili i sar. (208) koji izvestavaju ne samo o viSim
vrednostima MDA kod pacijenata sa parodontopatijom u odnosu na zdrave, nego i o
razlici u vrednostima ovog markera kod osoba sa blagom, umerenom i uznapredovalom
formom bolesti. Nadalje, autori beleze znacajne korelacije MDA sa indeksom krvarenja,
dubinom sondiranja i nivoom pripojnog epitela, zaklju¢ivsi da se MDA moze koristiti kao
pokazatelj klinickog statusa pacijenata sa parodontopatijom. Sli¢ne rezultate beleZe i1
Akalin i sar. (126). Naime, oni izveStavaju o znafajno viSim vrednostima MDA u
pljuvacki i gingivalnoj te¢nosti pacijenata sa parodontopatijom ali i o pozitivnoj korelaciji
ovog markera sa svim ispitivanim klinickim parametrima (PI, GI, IK, DS, NPE). Sa druge
strane, poredeci klinicke parametre parodontopatije sa nivoom MDA u pljuvacki, Dakovi¢
(209) nalazi vezu ovog markera sa stepenom inflamacije ali ne i sa dubinom parodontalnih
dzepova. Kako je tok parodontopatije ciklian i periodi remisije se smenjuju sa periodima
egzacerbacije u toku koje dolazi do aktiviranja svih znakova inflamacije, autor zakljucuje
da bi visok nivo MDA kod pacijenata sa parodontopatijom mogao biti znak aktivnosti
procesa u parodoncijumu. Rezultati naSeg istrazivanja su u skladu sa nalazima ovog
autora. Na vrednost MDA u pljuvacki naSih pacijenata najviSe je uticala upravo
inflamacija gingive. Naime, pacijenti sa izrazenom inflamacijom gingive su imali
statisticki znacajno vise vrednosti MDA (3,616 pmol/ul) u odnosu na pacijente sa
umerenom inflamacijom (2,419 pmol/ul) (p=0,045). Uticaj dubine sondiranja a narocito
nivoa pripojnog epitela nije bio statisticki znacajan. lako kod pacijenata sa vecom

dubinom sondiranja MDA beleZi viSe vrednosti u odnosu na grupu sa manjom dubinom
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sondiranja (p=0,203), smatramo da je i ovaj nalaz zapravo posledica inflamacije. Naime,
vrednost dubine sondiranja sa jedne strane zavisi od uvecanja gingive usled inflamacije a
sa druge od destrukcije potpornih zubnih tkiva. Kako nivo pripojnog epitela, kao pouzdan
parameter destruktivnog procesa nije imao uticaj (p=0,512) na vrednost MDA, misljenja
smo da je kod pacijenata sa ve¢com dubinom sondiranja upravo inflamatorna komponenta
uticala na vise vrednosti ovog markera.

Kao odgovor jedinke na oksidativno oste¢enje Celija uspostavljen je specifican
odbrambeni sistem od Stetnog delovanja slobodnih radikala, koji je oznafen kao
antioksidativni sistem. Antioksidanti se definiSu kao supstance koje, u malim
koncetracijama, imaju sposobnost da mehanizmom kompeticije odloze ili inhibiSu
oksidaciju drugih materija. Prema prirodi i naéinu delovanja antioksidanti se mogu
podeliti na: enzimske (superoksid-dizmutaza, katalaza, glutation reduktaza, glutation S-
transferaza i dr.) i neenzimske (glutation, vitamini A, C i E, albumini, ceruloplazmin,
transferin, bilirubin, mokra¢na kiselina i dr.)

Veoma cesto koris¢en parameter antioksidativnog kapaciteta je superoksid-
dismutaza-SOD. Medutim poviSene ili sniZzene vrednosti SOD se u razli¢itim
istrazivanjima razli¢ito pa ¢ak i potpuno suprotno tumace. Tako pojedini autori visoke
vrednosti ovog enzima vide kao znak dobre antioksidativne odbrane, dok nizak SOD
smatraju znakom smanjenog antioksidativnog kapaciteta i oksidativnog stresa (118,119).
Naime, nize vrednosti aktivnosti SOD, prema Selvem i sar. (118) znaCe i manju
sposobnost neutralizacije superoksid anjona koji je onda slobodan da reaguje sa
vodonikom i stvara vodonik peroksid ili sa vodonik peroksidom, kada nastaje hidroksil
radikal. Nezaustavljeni superoksid tada pokrece lanac stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta sa svim nezeljenim efektima koji slede. Stoga, veca aktivnost SOD znaci 1 bolju
antioksidativnu zastitu. Visoka aktivnost SOD se, medutim, od strane drugih autora
tumaci upravo suprotno, odnosno kao znak oksidativnog stresa (210-212). U istrazivanju
Fulle i sar. (210) i Surapanemi i sar. (211) pored visokih vrednosti SOD nadene su i
visoke vrednosti drugih antioksidativnih enzima, kao i visoke vrednosti markera 8-OHdG
i MDA sto oni tumace kao znak povecanog oksidativnog oSte¢enja. Isto tako, Igaru i sar.

(213) izvestavaju o Cetiri puta vecoj koncentrciju SOD u sinovijalnoj tecnosti pacijenata sa
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reumatoidnim artritisom, dok Kimura i sar. (214) nalaze ¢vrstu vezu izmedu koncentracije
SOD i tezine mikro i makrovaskularnih komplikacija kod pacijenata sa dijabetesom i
zakljucuju da bi serumski SOD mogao biti marker vaskularnog ostecenja.

U poslednje vreme veliki broj istrazivanja se bavi ispitivanjem SOD kod
pacijenata sa parodontopatijom uz takode cCesto razliCite a ne retko 1 potpuno
kontradiktorne rezultate. Najbolji primer za to predstavljaju istrazivanja Akalina i
saradnika (215) koji 2005. godine izvestavaju o vis§im vrednosima SOD kod pacijenata sa
parodontopatijom, da bi nekoliko godina kasnije objavili nize vrednosti kod ovih
pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike (216). Razli¢ite rezultate autori objasnjavaju
razlikom u metodologiji, nainu ¢uvanja uzoraka, broju pacijenata, aktivnosti bolesti i
jedinicama u kojima je izrazavana koncentracija SOD. Isto tako Ellis i sar. (217) nalaze
znacajno i progresivno smanjenje aktivnosti SOD sa poveéanjem dubine parodontalnih
dzepova, dok Canacki i sar. (218) nalaze smanjenu aktivnost SOD u gingivalnoj te¢nosti
trudnica obolelih od parodontopatije. Nasuprot tome Novakovi¢ i1 sar. beleze viSe
vrednosti SOD kod pacijenata sa destrukcijom parodoncijuma u odnosu na zdrave
ispitanike (219). Wei i sar. (170) ispitujuci aktivnost SOD u pljuvacki i gingivalnoj
te¢nosti kod 48 osoba obolelih od hroni¢ne parodontopatije i 35 osoba sa klinicki zdravim
parodoncijumom, u oba ispitivana supstrata dobijaju znaajno viSe vrednosti u grupi
pacijenata sa parodontopatijom (216,4 U/mg protein, u odnosu na 174,9 U/mg protein).

I rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da su vrednosti SOD izrazene bilo kao
koncentracija ili kao procenat aktivnosti u pljuvacki pacijenata sa parodontopatijom bile
statisticki znacajno vise nego kod pacijenata sa zdravim parodoncijumom. Koncentracija
SOD u pljuvacki pacijenata sa parodontopatijom iznosila je 0,156 U/pl, odnosno 0,022
U/ul kod zdravih ispitanika, dok je njegova aktivnost bila 14,89% i 7,58%.

Obzirom na ovakve rezultate blizi smo zaklju¢ku da povecanje vrednosti SOD
predstavlja vazan mehanizam odbrane u toku inflamacije u parodoncijumu. Naime, tokom
inflamacije bakterijski lipopolisaharidi stimuliSu oslobadanje O, iz tkivnih fibroblasta i
polimorfonuklearnih leukocita (220). Ova povecana produkcija O, dovodi do povecanog
stvaranja 1 aktivnosti SOD u parodoncijumu kako bi se uspostavio balans izmedu

oksidativnog stresa i antioksidativne zastite (221).
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Poredeci koncentracije SOD u tkivu gingive i gingivalnoj te¢nosti, Akalin i sar.
nalaze mnogo veée vrednosti ovog markera u tkivu, isti¢ué¢i da su celije i tkivo pogodni
medijumi za ispitivanje koncentracije SOD za razliku od ekstracelularnih te¢nosti u
kojima je njegova koncentracija izuzetno niska (126). NaSe istrazivanje, medutim,
pokazuje da je SOD bio detektabilan u pljuvacki svih pacijenata i da se pljuvacka kao
jednostavnija metoda moze koristiti za utvrdivanje njegove koncentracije kako kod
pacijenata sa parodontopatijom, tako i kod zdravih ispitanika.

Analiziraju¢i uticaj pojedinih parodontoloskih parametara na koncentraciju i
aktivnost SOD u pljuvacki pacijenata sa parodontopatijom, konstatovali smo da su i
inflamacija gingive i destrukcija dubljih parodontalnih tkiva najverovatnije doprineli
njegovoj viSoj vrednosti kod ovih pacijenata. Naime, SOD je kod pacijenata sa izraZzenom
inflamacijom gingive bio znatno visi (0,297 U/ul) u odnosu na pacijente sa umerenom
inflamacijom (0,033 U/p). Ovaj marker je bio visi i kod pacijenata sa ve¢com dubinom
sondiranja kao i vi§im nivoom pripojnog epitela ali bez statisticke znacajnosti. Na
pozitivnu korelaciju SOD i gingivalne inflamacije ukazuju i Novakovi¢ i sar. (219),
objasnjavaju¢i to povecanom potrebom za SOD-om u cilju zaStite gingive u toku
inflamatornih procesa.

Jedan od ciljeva naSeg istraZivanja bio je i da se utvrdi da li bi kauzalna terapija
parodontopatije mogla uticati na stepen oksidativnog stresa. Naime, cilj kauzalne faze
terapije je eliminacija inflamacije u parodoncijumu i1 podizanje bioloskog potencijala
parodontalnih tkiva pa bi se moglo ocekivati da bi ovi procesi, osim pozitivnih klini¢kih
efekata, mogli biti praceni i smanjenjem oksidativnog stresa.

Dobijeni rezultati su pokazali da su lokalne terapijske mere, uz obuku i motivaciju
pacijenata za redovno odrzavanje oralne higijene, dovele do znacajnog kliniCkog
poboljSanja stanja parodoncijuma. Tako je PI sa 1,40, koliko je iznosio na pocetku
istrazivanja, nakon terapije smanjen na 0,35. Smanjenje plak indeksa i poboljSanje oralne
higijene pacijenata dovelo je i do znaCajnog smanjenja vrednosti gingivalnog indeksa i
indeksa krvarenja. Gl je tako smanjen sa 1,79 na 0,25, dok je IK smanjen sa 1,57 na 0,71.
StiSavanje inflamatornih procesa u obolelom parodoncijumu uticalo je i na smanjenje

dubine sondiranja sa pocetnih 3,14 mm na 2,59 mm nakon terapije. Ovakvi rezultati su
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ocekivani 1 ne razlikuju se od rezultata sli¢nih istrazivanja. Tako Feres i saradnici beleze
smanjenje dubine sondiranja sa 3,7 mm na 3,1 mm (222), dok Swierkot i sar. izveStavaju
0 smanjenju dubine sondiranja sa 3,20 mm na 2,58 mm (223). Rezultati dalje pokazuju i
smanjenje vrednosti nivoa pripojnog epitela za 0,51 mm nakon terapije. | gore pomenute
studije beleze slicne rezultate. Tako je kod Feresa i sar. smanjenje vrednosti nivoa
pripojnog epitela iznosilo 0,40 mm (222), a kod Swierkot i sar. 0,49 mm (223).

Rezultati istrazivanja dalje pokazuju da je preduzeta terapija pored poboljsanja
parodontoloskog statusa pacijenata dovela i do smanjenja lokalnog oksidativnog stresa §to
pokazuju znacajno snizene vrednosti sva tri ispitivana markera u pljuvacku. Tri meseca
posle terapije zabelezeno je statisticki znacajno smanjenje salivarnog 8-OHdG. Vrednost
ovog markera je kod pacijenata sa parodontopatijom na pocetku istraZivanja iznosila 0,869
ng/ml da bi nakon terapije pala na 0,618 ng/ml i time se gotovo izjednacila sa vrednosti
kod zdravih pacijenata (0,612 ng/ml). Statisticki znac¢ajno smanjenje vrednosti 8-OHdG
dobijaju i Sugano i sar. (182) i Rai i sar. (134) Nasi rezultati odgovaraju i rezultatima
Dede i sar. (171) koji takode izveStavaju o smanjenju vrednosti 8-OHdG nakon kauzalne
terapije na vrednost ovog markera kod zdravih pacijenata, mada to smanjenje u njihovoj
studiji nije bilo statisti¢ki znacajno. Takane i sar. (130) navode da su zubi sa loSom
prognozom glavni izvor 8-OHdG u pljuvacki i da kauzalna terapija parodontopatije
dovodi do statisticki znacajnog smanjenja nivoa 8-OHdG kod ispitanika kod kojih su zubi
u terminalnoj fazi parodontopatije ekstrahovani. Kod ispitanika koji nisu imali zube u
terminalnoj fazi, smanjenje 8-OHdG u pljuvacki posle parodontoloske terapije nije bilo
statisticki znacajno. Sli¢ne rezultate belezi i Ibrahem (172). Rezultati njegovog
istrazivanja pokazuju znacajno smanjenje salivarnog 8-OHdG nakon terapije u grupi
pacijenata sa parodontalnim dzepovima > 6 mm, uz istovremeno smanjenje njihove
dubine. Sa druge strane, smanjenje dubine parodontalnih dZzepova < 6 mm nakon terapije
nije pratilo i znacajno smanjenje 8-OHdAG u ovoj grupi pacijenata.

U nasem istrazivanju parodontoploska terapija je dovela do statisticki znacajnog
smanjenja 8-OHdG kako kod pacijenata sa izrazenom i umerenom inflamacijom gingive,
tako i kod pacijenata sa NPE>3mm i NPE<3mm. Medutim na redukciju salivarnog 8-

OHdG nakon terapije i u nasoj kao i u prethodno navedenoj studiji najvise je uticalo
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smanjenje dubine sondiranja. Naime, iako je i u grupi pacijenata sa ve¢om i U grupi sa
manjom dubinom sondiranja doSlo do statisticki zna¢ajnog smanjenja 8-OHdG, razlika u
vrednostima ovog markera pre i posle terapije u grupi sa vecom dubinom sondiranja bila
je dva puta veca od razlike u grupi sa manjom dubinom sondiranja.

| koncentracija MDA u pljuvacki naSih pacijenata statisticki je zna¢ajno smanjena
posle primenjene terapije (2,14 pmol/ul) u odnosu na vrednost pre terapije (2,99 pmol/ul).
No, i pored smanjenja, koncentracija MDA posle terapije je i dalje bila visa kod pacijenata
sa parodontopatijom nego kod zdravih ispitanika (1,33 pmol/ul). Dakovi¢ takode
izveStava o smanjenju MDA u pljuvacki pacijenata sa parodontopatijom nakon terapije za
58% 1 zakljuCuje da se uporedo sa eliminacijom gingivalne inflamacije eliminiSu i
produkti oksidativnih o$tecenja celija (209). Rezultati naseg istraZivanja su u saglasnosti i
sa rezultatima istrazivanja Tsai i sar. (127) koji isto tako izvestavaju o smanjenju markera
lipidne peroksidacije u pljuvacki pacijenata sa parodontopatijom nakon terapije (0,63uM
pre terapije, 0,41uM posle terapije). Nasuprot ovim rezultatima Wei i sar. (170) beleze
znacajno smanjenje vrednosti MDA u gingivalnoj te¢nosti, dok se vrednosti u pljuvacki
posle terapije nisu razlikovale od onih sa pocetka istrazivanja niti su se razlikovale od
vrednosti kod zdravih pacijenata. Autori zakljuCuju da se lipidna peroksidacija u
gingivalnoj tecnosti kvalitativno i kvantitativno razlikuje od nivoa u serumu, plazmi ili
pljuvacki.

Analizirajuéi dobijene vrednosti MDA nakon terapije u pljuvacki nasih pacijenata
u zavisnosti od inflamacije gingive, dubine sondiranja i nivoa pripojnog epitela, mozemo
zakljuciti da je na redukciju MDA u naSem istrazivanju najviSe uticalo smanjenje dubine
sondiranja. Naime, u grupi pacijenata sa ve¢om dubinom sondiranja razlika u vrednostima
pre i posle terapije iznosila je 1,058 pmol/ul dok je u grupi sa manjom dubinom sondiranja
ova razlika bila gotovo upola manja (0,532 pmol/ul, p=0,084).

Vrednosti SOD izraZene bilo u U/ul ili kao procenat aktivnosti u pljuvacki nasih
pacijenata nakon terapije beleze pad koji je bio na granici statisticke znacajnosti (SOD-
p=0,052, %SOD-p=0,053). Naime, vrednost SOD pre terapije je iznosila 0,156 U/ul dok
je nakon terapije bila 0,052 U/ul. Aktivnost SOD je na pocetku nasSeg istrazivanja iznosila
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14,89% da bi nakon terapije pala na 11,84%. Sli¢no naSim rezultatima, i Wei i sar. (170)
izveStavaju o znacajnom smanjenju vrednosti SOD posle terapije (169,8 U/mg protein) u
odnosu na vrednost sa pocetka istrazivanja (216,4 U/mg protein). Novakovic i sar. (219)
takode beleze statisticki znacajno nize vrednosti SOD posle tarapije kod pacijenata sa
parodontopatijom. Nasuprot njima, Karim i sar. (121) dobijaju veée vrednosti SOD nakon
parodontoloske terapije, dok Kim i sar. (224) izvestavaju 0 smanjenju vrednosti SOD
mesec dana nakon terapije i porastu njegove vrednosti nakon tri meseca. Povecanje SOD
nakon terapije ovi autori objasnjavaju eliminacijom inflamacije parodoncijuma i
smanjenjem oksidativnog stresa kao i posledicnim obnavljanjem 1 poveéanjem
antioksidativnog kapaciteta.

Nase je, pak, misljenje da parodontopatija kao hroni¢no oboljenje koje traje
godinama dovodi do adaptacije organizma na stalnu iritaciju slobodnim radikalima i
kompenzatornog povecanja aktivnost najvaznijeg antioksidativnog enzima. Visa pocetna
vrednost SOD kod ispitanika sa parodontopatijom zapravo je kompenzacija usled stalnog
prisustva reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i inflamacije, te nakon primene terapije zajedno sa
smanjenjem inflamacije dolazi i do normalizacije aktivnosti ovog enzima. Na ovo upucuju
I nalazi Sukhtankar i sar. (225) koji ispitujuci uticaj parodontoloske terapije na gingivalni
SOD, izvestavaju o njegovom znacajnom smanjenju nakon terapije i izjednacavanju sa
vrednosti kod zdravih pacijenata. Autori dobijene rezultate povezuju sa signifikantnom
redukcijom inflamacije gingive nakon sprovedene terapije.

Rezutati naseg istrazivanja dalje pokazuju da je koncentracija SOD kao i njegova
aktivnost nakon trapije statisticki znacajno smanjena u grupi pacijenata sa izrazenom
inflamacijom gingive, ve¢om dubinom sondiranja i u grupi pacijenata sa NPE>3mm.
Vrednosti ovog markera su u grupi pacijenata sa umerenom inflamacijom, manjom
dubinom sondiranja i NPE<3mm nakon terapije ostale gotovo nepromenjene. Ovaj nalaz
tumac¢imo kao jo$ jednu potvrdu prethodno iznete tvrdnje da se SOD progresivno
povecava sa inflamacijom i destrukcijom parodoncijuma, te da Se njegove vrednosti
smanjuju sa smanjenjem i eliminacijom inflamacije.

Osim §to sistemske bolesti uti¢u na stanje parodoncijuma, u poslednje vreme sve

ceS¢e se govori 1 0 moguéem uticaju parodontopatije na sistemsko zdravlje. lako tac¢an
98



Diskusija

mehanizam veze parodontopatije i sistemskih oboljenja jo§ uvek nije potpuno razjasnjen,
smatra se da parodontopatija moze povecati skonost ka sistemskim oboljenjima
tranzitornom bakterijemijom iz parodontalnih dzepova i ulaskom mikroorganizama i
njihovih produkata u krvotok. Naime, subgingivalni biofilm predstavlja stalni izvor Gram-
negativnih bakterija i njihovih produkata, pre svega lipopolisaharida, koji imaju pristup
dubljim parodontalnim tkivima i sistemskoj cirkulaciji. Jedina barijera izmedu biofilma i
vezivnog tkiva je epitel parodontalnog dzepa. Plaze tankog, Cesto ulcerisanog epitela
omogucavaju prodor bakterija u vezivno tkivo i krvne sudove. Smatra se da ukupna
povrsina epitela parodontalnih dzepova koja je u direktnom kontaktu sa subgingivalnim
biofilmom kod pacijenata sa srednjim i teSkim oblicima bolesti, moze biti veli¢ine dlana, a
u slu¢ajevima uznapredovale bolesti i mnogo veéa (226).

Sa druge strane, proinflamatorni citokini, TNF-a, IL-1B, INF-y, kao i PGE2 nalaze
se u visokim koncentracijama u tkivu zahva¢enom parodontopatijom. Na taj nacin oboleo
parodoncijum moze sluziti kao rezervoar citokina i prostaglandina koji ulaze u cirkulaciju
gde pokrecu i odrzavaju sistemsku rekaciju. Istrazivanja pokazuju da je kod pacijenata sa
parodontopatijom zabelezen poviSen nivo cirkulatornih proinflamatornih medijatora kao
§to su: TNF-a, IL-1 B i IL-6 koji u naletima oste¢uju endotel krvnih sudova (227-231).
Cirkulatorni citokini indukuju sistemski inflamatorni odgovor i sintezu C reaktivnog
proteina (CRP) koji se smatra najznacajnijim faktorom rizika za kardiovaskularne bolesti
(232,233). Procenjuje se da oboleli od parodontopatije imaju 1,2 puta veci rizik za
nastanak kardiovaskularnih bolesti 1 2,9 puta ve¢i rizik za nastanak infarkta miokarda
(234). Danas se zna da je ateroskleroza, koja predhodi ishemijskim dogadajima na srcu i
mozgu, inflamatorno oboljenje na koje uti¢e hroni¢na sistemska inflamacija (235). Osim
toga, sistemska inflamacija je povezana i sa pojavom dijabetesa melitusa tip 2 a razliciti
inflamatorni medijatori, kao §to su TNFa, IL-6 i CRP, mogu indukovati insulinsku
rezistenciju i pogorsanje stepena metabolicke kontrole Sec¢erne bolesti (236). Tako Taylor i
sar. (237) izvestavaju da pacijenti sa dijabetesom i uznapredovalom parodontopatijom
imaju ¢ak 6 puta vecu verovatnocu za pogorSanje metaboliCke kontrole u odnosu na
ispitanike sa manjim o$te¢enjem parodoncijuma. Parodontopatija se dovodi u vezu i sa

povecanim rizikom za pojavu komplikacija dijabetesa pre svega kardiovaskularnih i
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cerebrovaskularnih (238), te neki autori isti¢u da bi terapija parodontopatije mogla imati
ne samo pozitivan lokalni, ve¢ i pozitivan sistemski efekat (239-241). Nadalje, studije
pokazuju da bi parodontopatija mogla biti faktor rizika u nastanku prevremenog porodaja
(149). Prevremeni porodaj moze biti iniciran proinflamatornim molekulima IL-6, IL-8, IL-
18 i TNFa koji izazivaju kontrakcije materice (242). Pretpostavlja se da bi
parodontopatogeni hematogenim putem mogli do¢i do placente i podstaci je na lokalno
stvaranje proinflamatornih molekula. Tome u prilog idu i istrazivanja koja pokazuju da se
iz amnionske teCnosti i1 placente zena koje su prevremeno rodile moze izolovati
Porphyromonas gingivalis (243,244). Parodontopatija se takode povezuje i sa nastankom
respiratornih infekcija (245) i reumatoidnog artritisa (246).

No, pitanje da li zaista parodontopatije mogu povecati sklonost ka nastanku opstih
oboljenja i dalje ostaje otvoreno. Naime, vecina ovih bolesti dele zajednicke faktore rizika
te je uzrocnu povezanost veoma tesko utvrditi. Medutim, ¢ak i nagovestaj ¢injenice da bi
parodontopatije mogle uticati na sistemsko zdravlje ¢ine dalja istrazivanja na ovom planu
neophodnim.

Osim infektivne i inflamatorne komponente parodontalnih lezija u poslednje vreme
sve viSe paZnje se posvecuje 1 oksidativnom stresu kao mogucoj vezi parodontopatije i
sistemskih oboljenja. Naime, reaktivni oblici kiseonika proizvedeni tokom parodontopatije
mogu da difunduju u krvotok i da dovedu do oksidacije biomolekula krvi stvarajuéi
cirkulatorni oksidativni stres. Cirkulatorni oksidativni stres prouzrokovan hroni¢nim
oboljenjima kao Sto je parodontopatija moze postepeno ostetiti udaljena tkiva i organe i
biti $tetan za sistemsko zdravlje (135). U prilog ovome idu i istrazivanja koja su pokazala
da je parodontopatija u negativnoj korelaciji sa sistemskim ukupnim antioksidativnim
kapacitetom (TAOC). Naime kod pacijenata sa parodontopatijom je utvrden nizak nivo
gingivalnog ali i sistemskog TAOC u odnosu na zdrave ispitanike (99). Brock i sar.
izveStavaju da bi smanjen antioksidativni kapacitet u krvi pacijenata sa parodontopatijom
mogao biti faktor rizika za nastanak kardiovaskularnih oboljenja. Autor objasnjava da bi
smanjen sistemski antioksidativni kapacitet mogao za posledicu imati dugotrajno
oslobadanje manjih koli¢ina reaktivnih kiseoniénih vrsta iz perifernih neutrofila

stimulisanih parodontopatogenima, koji mogu dovesti do razvoja aterosklerotskih
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promena. | Ekuni i sar. (139) ukazuju da bi oksidativni stres nastao kao posledica
parodontopatije mogao imati znacajnu ulogu u progresiji ateroskleroze obzirom da je
parodontopatija kod eksperimentalnih miSeva bila praéena povecanjem markera
peroksidacije lipida u krvi, kao i akumulacijom lipida u aorti. Istrazivanje Tamaki i sar.
(247) pokazuje da pacijenti sa parodontopatijom imaju visi nivo oksidisanog LDL u Krvi u
odnosu na zdrave pacijente, kao i da se njegov nivo znafajno smanjuje nakon
parodontoloske terapije. Obzirom da je oksidisani LDL faktor rizika u nastanku
kardiovaskularnih bolesti (248), autori zakljucuju da bi parodontoloski tretman mogao
imati znacajnu ulogu u prevenciji ovih oboljenja (247). Tomofuji i sar. istiu vezu
parodontopatije i oksidativnog oSteCenja jetre kod laboratorijskih zivotinja (136,249). Ova
grupa istrazivaca izveStava da eksperimentalno izazvana parodontopatija kod miSeva
dovodi do povecéanja nivoa serumskog vodonik peroksida i oksidativnog oste¢enja DNK
jetre (249), kao i do smanjenja odnosa oksidovanog i redukovanog glutationa
(GSSG/GSH) kao pokazatelja detoksikacionog kapaciteta celija uz povecan nivo
heksanoil-lizina, markera lipidne peroksidacije (136). Stoga autori zakljuuju da
oksidativni stres izazvan parodontopatijom moze da pokrene i pogorsa oStecenje jetre.
Obzirom na rezultate pomenutih studija, jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je i
odredivanje stepena oksidativhog stresa u krvi pacijenta sa parodontopatijom kao i
ispitivanje uticaja kauzalne terapije parodontopatije na stepen oksidativnog stresa u krvi.
Rezultati naSeg istrazivanja, medutim, u najvecoj meri nisu potvrdili prethodno iznete
stavove. Naime, rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da su pacijenti sa parodontopatijom
imali gotovo istu vrednost 8-OHdG u krvi (0,472 ng/ml) kao i ispitanici sa zdravim
parodoncijumom (0,449 ng/ml). Raspon vrednosti 8-OHdG iznosio je 0,262-0,812 ng/ml
kod pacijenata sa parodontopatijom i 0,113-1,000 ng/ml kod zdravih ispitanika. lako smo
konstatovali vise vrednosti ovog markera u grupama sa vecom dubinom sondiranja i
NPE>3mm, ove razlike nisu dostigle statisticki znacajan nivo. Isto tako, iako je postojala
pozitivna korelacija 8-OHdAG u pljuvacki i krvi pacijenata sa parodontopatijom ona nije
bila statisti¢ki znacajna (p=0,324). Nase nalaze je teSko porediti sa drugima jer je mali
broj studija koje su ispitivale oksidativno oste¢enje DNK u krvi pacijenata sa

parodontopatijom. Jedina studija na ljudima, koliko je nama poznato, je studija Konopke i
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sar. (131) koji su porede¢i vrednosti 8-OHdG i totalnog antioksidativnog kapaciteta
(TAOC) u gingivalnoj krvi i sistemskoj cirkulaciji pacijenata sa hroni¢nom i agresivnom
parodontopatijom i pacijenata sa zdravim parodoncijumom, utvrdili znatno vise vrednosti i
8-OHdG i TAOC u gingivalnoj krvi kod obe grupe pacijenata sa parodontopatijom u
odnosu na zdrave ispitanike. U sistemskoj cirkulaciji, medutim, nalaze znacajnu razliku
samo za TAOC dok se vrednosti 8-OHdG nisu razlikovale medu ispitivanim grupama.
Autori izvestavaju i o znacajnoj korelaciji izmedu TAOC u gingivalnoj krvi i sistemskoj
cirkulaciji, dok korelacije 8-OHdG i TAOC sa klinickim parametrima nisu zabelezene. Sa
druge strane, Ekuni i sar. (132) ispituju¢i nivo oksidativnog oSte¢enja DNK u Krvi
Zivotinja sa eksperimentalno izazvanom parodontopatijom u odnosu na one sa zdravim
parodoncijumom, beleze znacajno vise vrednosti 8-OHdG u grupi sa parodontopatijom.
Autori zakljucuju da nivo ovog markera u krvi reflektuje stanje parodoncijuma i da je 8-
OHdG koristan biomarker oksidativnog o$teéenja, te predlazu njegovu upotrebu uporedo
sa citokinima za pracenje sistemskog inflamatornog odgovora u toku oboljenja potpornog
aparata zuba. Ekuni i sar. izveStavaju i o znaCajnom smanjenju 8-OHAG u Krvi
esperimentalnih Zivotinjama nakon mehanicke stimulacije gingive, za koju navode da
dovodi do poboljsanja cirkulacije, smanjenja zapaljenske ¢elijske infiltracije, povecane
sinteze kolagena i unapredenja proliferativnih sposobnosti epitelnih Celija 1 fibroblasta.
Stoga, autori zakljucuju da redukcija inflamacije nakon stimulacije gingive uti¢e na
smanjenu produkciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i smanjen prenos oksidativnog stresa iz
parodoncijuma u sistemsku cirkulaciju (132).

Nasi pak rezultati ne potvrduju ovakve zakljucke. Analiziraju¢i vrednosti 8-OHdG
u krvi pacijenata sa parodontopatijom posle sprovedene kauzalne terapije, utvrdili smo da
ona nije dovela do smanjenja ovog markera, niti je imala uticaj na nivo 8-OHdG kada su
pacijenti podeljeni prema stepenu inflamacije, dubini sondiranja i nivou pripojnog epitela.

Istrazivanja pokazuju da proizvodi lipidne peroksidacije difunduju sa mesta
inflamacije i da se produkti lipidne peroksidacije kod parodontopatije mogu registrovati u
sistemskoj cirkulaciji (250). Sobaniec i sar. su vr$ili morfoloska ispitivanja ¢vrstih tkiva
parodoncijuma na laboratorijskim Zivotinjama Sa eksperimentalno izazvanom

parodontopatijom i pri tome pratili koncentraciju MDA i aktivnost antioksidativnih
102



Diskusija

enzima superoksid-dizmutaze, glutation peroksidaze i glutation reduktaze. Studija je
pokazala da postoji povecanje nivoa MDA i smanjenje nivoa antioksidanata u Krvi
Zivotinja sa parodontopatijom. Sli¢ni rezultati dobijeni su i kod ljudi. Tako Panjamurthy i
sar. (140) izvestavaju o visim vrednostima markera lipidne peroksidacije (TBARS) u krvi
pacijenata sa parodontopatijom (10,34 nmol/ml) nego kod pacijenata sa zdravim
parodoncijumom (4,79 nmol/ml), dok Dhotre i sar. (251) beleze znacajno vise vrednosti
MDA u grupi sa parodontopatijom (6,55nmol/ml), u odnosu na kontrolnu grupu (3,71
nmol/ml).

I rezultati naSeg istrazivanja idu u tom pravcu. Naime, vrednost MDA u Krvi nasih
pacijenata sa parodontopatijom (0,497 pmol/pl) je bila statisticki znacajno visa od
vrednosti kod zdravih pacijenata (0,398 pmol/ul). Iako postoji moguénost da je poviSena
koncentracija MDA u krvi posledica nekog drugog patoloskog procesa u organizmu,
misljenja smo da je ona ipak posledica parodontopatije. Na to nas upucuje ¢injenica da su
svi nasi pacijenti bili sistemski zdravi, kao 1 €injenica da rezultati naseg istraZivanja
pokazuju statisticku znacajnu pozitivnu korelaciju MDA u pljuvacki sa vrednosti ovog
markera u krvi. Zbog toga mozemo pretpostaviti da je upravo lokalno poveéanje MDA
dovelo 1 do njegovih visih sistemskih vrednosti. O pozitivnoj korelaciji izmedu lokalnih
patoloskih dogadanja u parodontalnom tkivu i sistemskog poremecaja lipidnog
metabolizma izvestavaju i Dakovi¢ i sar. (209).

Nasuprot tome, Wei i sar. beleze slicne vrednosti MDA u krvi pacijenata sa
parodontopatijom (0,72 mM) i pacijenata sa zdravim parodoncijumom (0,68 mM) (140),
dok Akalin i sar. dobijaju 0,60uM kod pacijenata sa parodontopatijom i 0,58uM kod
zdravih pacijenata (126). Obe grupe autora izveStavaju o znacajnom lokalnom porastu
MDA u gingivalnoj tecnosti pacijenata sa parodontopatijom, dok porast sistemskog MDA
kod njihovih pacijenata nije bio znacajan. Akalin 1 sar. su mi$ljenja da je MDA pokazatelj
porasta lokalnog oksidativnog stresa dok su za porast sistemskog oksidativnog stresa
znacajniji oksidativna modifikacija proteina i poremecaj antioksidativnog kapaciteta.

Bastos i sar. ispituju¢i proces lipidne peroksidacije kod pacijenata sa
parodontopatijom, izvesStavaju o znacajnoj korelaciji MDA u krvi sa lokalno proizvedenim

inflamatornim citokinima (IL-10 i TNFa), isti¢u¢i da je ovaj marker validan pokazatel]
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ozbiljnosti inflamatornog procesa (252). | rezultati naseg istrazivanja pokazuju da je na
visoku vrednost MDA u krvi pacijenata sa parodontopatijom najviSe uticala upravo
inflamacija gingive. Naime, kod pacijenata sa izrazenom inflamacijom (0,548 pmol/ul)
ovaj marker je bio statisticki znacajno visi od vrednosti kod pacijenata sa umerenom
inflamacijom gingive (0,451 pmol/ul)(p=0,047). Ovo vidimo kao jo$ jedan dokaz koji ide
u prilog zakljuc¢ku da su inflamatorni procesi u parodoncijumu nasih pacijenata doveli do
porasta kako lokalne tako i sistemske lipidne peroksidacije.

Preduzeta terapija, medutim, nije dovela do pada koncentracije MDA u krvi nasih
pacijenata, te je MDA i nakon terapije bio visi kod pacijenata sa parodontopatijom u
odnosu na zdrave ispitanike (p=0,059). Sli¢ni nasim su i rezultati Wei i sar. (170) koji
izvestavaju o gotovo jednakim vrednostima ovog markera u krvi pre i posle terapije.
Sonoki i sar. (253) beleze, medutim, znaCajno smanjenje vrednosti LPO u krvi kod
pacijenata sa dijabetesom i parodontopatijom posle kauzalne terapije, kada se LPO
izjednac¢io sa vrednosti kod pacijenata koji nisu imali dijabetes. Autori sugeriSu da
smanjenje intenziteta LPO nakon kauzalne terapije parodontopatije kod obolelih od
dijabetesa ukazuje da bi parodontoloska terapija mogla da ima antioksidativni efekat kod
ovih pacijenata. Sa druge strane, terapija nije dovela do smanjenja LPO u grupi pacijenata
sa parodontopatijom, §to objasnjavaju mnogo ve¢im vrednostima LPO kod pacijenata sa
dijabetesom na pocetku terapije.

lako je na vrednost MDA u krvi nasih pacijenata sa parodontopatijom na pocéetku
istrazivanja najviSe uticala inflamacija gingive, njeno znacajno smanjenje nakon preduzete
terapije nije pratilo i znacajno smanjenje MDA. Na smanjenje MDA nakon terapije
najviSe je uticala redukcija dubine sondiranja kod pacijenata sa veom dubinom
sondiranja. Naime, vrednost MDA kod pacijenata sa ve¢om dubinom sondiranja je pre
terapije bila znatno visa nego kod pacijenata sa manjom dubinom sondiranja (p=0,083), da
bi nakon terapije doslo do statisticki znacajnog smanjenja MDA samo u grupi pacijenata
sa ve¢om dubinom sondiranja. Ovakav nalaz mogao bi upucivati na zakljucak da bi
terapija parodontopatije mogla imati veci efekat na smanjenje lipidne peroksidacije u

cirkulaciji kod pacijenata sa tezom formom parodontopatije.
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Ispitujuci koncentaciju antioksidativnog enzima superoksid-dismutaze, Kale i sar.
(254) i Wei i sar. (170), izvestavaju o statisticki zna¢ajnom povecanju koncentracije SOD
u krvi kod pacijenta sa parodontopatijom. Wei i sar. (170) dalje izvestavaju i o statisticki
zna¢ajnom smanjenju vrednosti SOD u krvi nakon parodontoloske terapije. Rezultati
naseg istrazivanja, medutim, ne potvrduju ove navode. Nas$i rezultati pokazuju gotovo
jednake vrednosti kako koncentracije tako i aktivnosti SOD u krvi paciijenata sa
parodontopatijom (1,789 U/ul, 47,822%) i zdravih ispitanika (1,774 U/ul, 45,050%), kao i
gotovo jednake vrednosti koncentacije i aktivnosti SOD u Kkrvi pacijenata sa
parodontopatijom pre (1,789 U/ul, 47,822%) i posle terapije (1,772 U/ul, 47,061%). Pored
razlike u metodologiji medu ovim studijama postoji i razlika u tezini parodontopatije
ispitanika. Naime, nas$i pacijenti su imali zna¢ajno manji stepen destrukcije parodoncijuma
od pacijenata u prethodno navedenim studijama. Ova razlika je, po naSem misljenju,
mogla da dovede do znacajno visih vrednosti SOD u pomenutim istrazivanjima jer upravo
ovi autori isti€u bitan uticaj dubine parodontalnih dZepova na vrednosti SOD u krvi.
Poredec¢i vrednosti SOD u krvi nasih pacijenata u zavisnosti od stepena inflamacije,
dubine sondiranja i nivoa pripojnog epitela mi nismo ustanovili postojanje razlike medu
ispitivanim grupama.

Jedan deo ovog istraZivanja odnosio se i na uticaj pusenja na stepen oksidativnog
stresa kod pacijenata sa parodontopatijom. PuSenje poveéava izlozenost slobodnim
radikalima (255) dok sa druge strane smanjuje antioksidativnu zastitu organizma (256).
Pusaci su izloZeni dejstvu vise od 4000 hemikalija iz cigareta 1 slobodnih radikala koji
nastaju njihovim sagorevanjem. Utvrdeno je da se tokom konzumiranja jedne cigarete
stvori 1x10% slobodnih radikala (255) te da pusenje pogorsava “respiratornu eksploziju” u
polimorfomuklearnim leukocitima poveanjem proizvodnje ROS, posebno peroksinitrita
ONOO  (257).

Istovremeno pusenje je jedan od glavnih akcesornih faktora u nastanku
parodontopatije koji utice na brojne aspekte imunog odgovora domacina. Pusenje ima
negativan efekat na funkciju fibroblasta, hemotaksu i fagocitozu a dovodi i do smanjene
produkcije imunoglobulina. Autori isti¢u da parodontopatija kod pusaca ima tezu klinicku

sliku, da se manifestuje ve¢im brojem dubokih parodontalnih dzepova, znatnim gubitkom
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pripoja (258), brzom resorpcijom alveolarne kosti i gubitkom veéeg broja zuba u kra¢em
vremenskom periodu (259).

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju znatno ve¢i stepen kako lokalnog tako i
sistemskog oksidativnog stresa kod puSaa. Naime, u pljuvacki pacijenata sa
parodontopatijom vrednosti sva tri ispitivana markera bile su statisti¢ki zna¢ajno vise kod
pusaca u odnosu na nepusace. Isto tako, vrednosti MDA 1 SOD u krvi bile su statisticki
znacajno vise kod pusaca. I 8-OHdG u krvi je takode bio visi kod pusaca ali ta razlika u
odnosu na nepusace nije bila statisticki znac¢ajna. Naime, vrednost 8-OhdG je iznosila
1,181 ng/ml u pljuvacki a 0,556 ng/ml u krvi pusac¢a, odnosno 0,713 ng/ml u pljuvacki i
0,430 ng/ml u krvi nepusaca. Do sada, koliko je nama poznato, nisu radene studije kod
pacijenata sa parodontopatijom koje su ispitivale stepen oksidativnog oste¢enja DNK u
zavisnosti od navike pusenja. Postoje, medutim, istrazivanja na zdravim ispitanicima, koja
su merila vrednost urinarnog 8-OHdG. Tako Loft i sar. (260) izveStavaju da pusenje
povecava oksidativno oste¢enje DNK za 50%, dok Li i sar. (261) beleze gotovo trostruko
vece vrednosti 8-OHdG kod pusaca (18 pumol/mol), nego kod nepusaca (6,3 umol/mol).
Iako ova istrazivanja nisu uklju¢ivala parodontoloski status pacijenata, mozemo zakljuciti
da je stepen oksidativnog oste¢enja DNK znacajno vec¢i kod pusaca u odnosu na nepusace,
Sto potvrduju 1 rezultati naSeg istraZivanja.

Vrednost MDA je u nasem istrazivanju iznosila 4,069 pmol/pl u pljuvacki a 0,570
pmol/ul u krvi puSaca, odnosno 2,461 pmol/pl u pljuvacki i 0,460 pmol/ul u Krvi
nepusaca. Guentsch i sar. (262) izvestavaju o progresivnom povecanju vrednosti MDA u
pljuvacki od zdravih nepuSaca (0,0065pumol/l) ka zdravim pusacima (0,085 umol/l) i dalje
ka nepusacima (0,095 pmol/l) i pusac¢ima (0,123 pmol/l) sa parodontopatijom. Oni takode
izveStavaju i o vis§im vrednostima MDA u krvi pusaca sa parodontopatijom U odnosu na
vrednosti kod zdravih nepusaca. Autori zakljuCuju da puSenje mozZe pojacati efekat ROS
kod pacijenata sa parodontopatijom i povecati razaranje tkiva usled oksidativnog stresa.
Garg i sar. (263) ukazuju da na nivo MDA u gingivalnom tkivu utice i broj popusenih
cigareta. Sli¢no naSim rezultatima, ovi autori beleZe znatno viSe vrednosti MDA u krvi
pusaca u odnosu na nepusace sa parodontopatijom. Vise vrednosti MDA kod puSaca

objasnjavaju porastom produkcije slobodnih radikala kao direktnog uticaja pusenja ili
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putem aktivacije polimorfonuklearnih leukocita. Kao i u pljuvacki, autori istiu da na
vrednost MDA u krvi kod pacijenata sa parodontopatijom uti¢e broj popuSenih cigareta u
toku dana. | Tonguc i sar. (264) porede¢i nivo MDA u gingivalnom tkivu pusaca, bivsih
pusaca i nepusaca, beleze znacajnu razliku u vrednostima ovog markera medu ispitivanim
grupama.

Pusenje moze da dovede 1 do izmenjene aktivnosti antioksidativnih enzima.
Literaturni podaci medutim, govore kako o poveéanju tako i 0 smanjenju aktivnosti SOD
kod pusaca u odnosu na nepusace. Tako Garg i sar. (263) i Agnihotri i sar. (265)
izvestavaju da je pusSenje povezano sa nizim vrednostima SOD kod pacijenata sa
parodontopatijom, navodeci da to moze biti posledica inaktivacije ovog enzima od strane
vodonik peroksida. Yildiz i sar. (266) zakljucuju da niZe vrednosti SOD kod pusaca mogu
da dovedu do nagomilavanja ROS nastalih iz duvanskog dima. Sa druge strane, Kanehira i
sar. (267) beleze vise vrednosti SOD u grupi pusaca sa parodontopatijom, sugeriSuci da
povecan nivo superoksid-dismutaze kod pusaca predstavlja zastitni mehanizam od
slobodnih radikala ¢ije je stvaranje izazvano duvanskim dimom. Nasi rezultati su u skladu
sa ovim istrazivanjem. Naime, vrednost SOD je kod nasih pacijenata iznosila 0,387 U/ul u
pljuvacki i 2,920 U/pl u krvi pusaca, odnosno 0,041 U/ul u pljuvacki i 1,223 U/ul u krvi
nepusaca. Ovi nalazi su u saglasnosti i sa rezultatima Aziz i sar. (268) i Tonguc i sar.
(264), koji su takode u krvi pusaca sa parodontopatijom zabelezili vise vrednosti SOD u
odnosu na nepusaCe. Sa druge strane, Reejamol i sar. (269) izveStavaju o niZim
vrednostima SOD u krvi pusaca u odnosu na nepusace kao posledice inaktivacije SOD od
strane vodonik peroksida ¢ija se proizvodnja povecava u toku pusenja.

Rezultati naSeg istrazivanja dalje pokazuju da je preduzeta parodontoloska terapija
dovela do statisticki znacajnog smanjenja 8-OHdG i MDA u pljuvacki nasih pacijenata i u
grupi pusaca i u grupi nepusaca. Isto tako i SOD je znac¢ajno smanjen u grupi pusaca, dok
u grupi nepuSaca belezi blagi porast zbog ekstremno visokih vrednosti kod jednog
pacijenta. Rezultati nadalje pokazuju da je parodontoloSka terapija osim lokalnog dovela i
do smanjenja sistemskog oksidativnog stresa u grupi pusaca. Naime, iako su 3 meseca
nakon terapije vrednosti 8-OHdG i SOD ostale gotovo nepromenjene u odnosu na

vrednosti pre terapije, MDA je bio znacajno nizi u ovoj grupi pacijenata. Sa druge strane,
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u grupi nepusaca terapija nije imala uticaj na smanjenje sistemskog oksidativnog stresa.
Misljenja smo da je ovakav rezultat posledica znacajno visih vrednosti MDA u grupi

pusaca na pocetku istrazivanja.
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VII ZAKLJUCCI

Pacijenti sa parodontopatijom imali su znafajno vise vrednosti svih ispitivanih
markera oksidativnog stresa u pljuvacki od pacijenata sa zdravim

parodoncijumom.

. Pacijenti sa parodontopatijom imali su znacajno vise vrednosti markera lipidne
peroksidacije (MDA) u krvi od pacijenata sa zdravim parodoncijumom. Vrednosti
markera oksidativnog oSte¢enja DNK (8-OHdG) i antioksidantnog enzima-
superoksid dismutaze (SOD) u Kkrvi pacijenata sa parodontopatijom i pacijenata sa

zdravim parodoncijumom nisu se razlikovale.
Kauzalna terapija parodontopatije dovela je do zna¢ajnog smanjenja vrednosti svih
ispitivanih  markera oksidativnog stresa u pljuvacki kod pacijenata sa

parodontopatijom.

Kauzalna terapija parodontopatije nije imala uticaja na vrednosti markera

oksidativnog stresa u krvi kod pacijenata sa parodontopatijom.
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