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VASKULARNI ENDOTELNI FAKTOR RASTA U GINGIVI I PLJUVACKI U DIJABETES
MELITUSU: ZNACAJ ZA MEHANICKI STRES I ORALNU HOMEOSTAZU KOD

PACIJENATA SA IMEDIJATNIM MOBILNIM ZUBNIM NADOKNADAMA

SAZETAK

Faktor rasta vaskularnog endotela (Vascular endothelial growth factor, VEGF) ima znacajnu ulogu u
procesima angiogeneze, vaskulogeneze i neurogeneze. U fizioloskim uslovima, angiogeneza je
znacajna za zarastanje rana i obnovu krvotoka kroz tkiva posle povrede, dok u patoloskim uslovima,
kada se poremeti fizioloSka regulacija angiogenih faktora rasta, uklju¢ujuci VEGF i njihovih
inhibitora dolazi do prekomernog ili nedovoljnog stvaranja krvnih sudova. Na ekspresiju VEGF
znacajan efekat imaju lokalni faktori na mestu stvaranja ovog faktora rasta u koje se ubrajaju:

hipoksija, mehanicki stres, azot monoksid, ph, glikemija i hormoni.

Stalno prisustvo VEGF je utvrdjeno u tkivima i te¢nostima usne Supljine (gingiva, tec¢nost
gingivalnog sulkusa, pljuvacka), kao i da se ono menja u toku patoloSkih procesa. Diabetes mellitus
tip 2 (DM tip 2) je oboljenje u kome su najcesce sistemske komplikacije nefropatija, retinopatija i
otezano zarastanje rana, direktno posledice mikro i makrovaskulopatija i neuropatija. Dobro
dokumentovane klini¢ke studije pokazuju da je DM tip 2 povezan sa pove¢anom incidencom oralnih
poremecaja kao Sto su: parodontopatija, hipofunkcija pljuvacnih zlezda, razliciti oblici stomatitisa,
kao i usporeno zarastanje rana. Vise faktora koji leze u osnovi DM tip 2 uti¢e na incidencu ovih

oralnih poremecaja: povec¢an oksidativni stres, smanjene odbrambene snage, hroni¢na inflamacija,



vaskulopatije 1 poremecena sekrecija pljuvacke. VEGF kao jedan od najznacajnijih signalnih

molekula vezanih za komplikacije DM tip 2 moze biti povisen ili snizen u toku ove bolesti.

Imajuéi u vidu Cinjenicu da je jedan od znacajnih faktora u terapiji DM tip 2 i dobro balansirana i
redovna ishrana koja uz antidijabeti¢ne lekove omogucuje normoglikemiju, zubne nadoknade imaju
veliki znacaj za rehabilitaciju izgubljene mastikatorne funkcije kod bezubih i krezubih DM tip 2
pacijenata. Posle ekstrakcije zuba, za razliku od protetskih pacijenata koji nisu oboleli od DM tip 2,
imedijatna mobilna zubna proteza predstavlja terapiju izbora kod DM pacijenata, jer i u
postekstrakcionom periodu omogucava adekvatnu mastikaciju ¢vrste hrane koja je neophodna za
odrzavanje glikemije. Imajuci u vidu da DM tip 2 menja fizioloski odgovor potpornih tkiva na
prisustvo proteze, a da nema podataka o ¢elijskim mehanizmima kojim DM tip 2 izaziva promene
oralnih tkiva u prisustvu proteze, postavili smo hipotezu da DM tip 2 menja nivo VEGF u pljuvacki i
gingivi ispod imedijatnih totalnih zubnih proteza (ITZP) u odnosu na zdrave ljude, da su ove
promene u korelaciji sa pritiskom zubne proteze i da se znacajno odrazavaju na pojavu stomatitisa

ispod ITZP, kao i na zarastanje rana posle ekstrakcije zuba u pretprotetskoj pripremi pacijenata.

Ciljevi istrazivanja bili su: 1. Odrediti koncentraciju VEGF u gingivi sa mesta ekstrakcije zuba
(preprotetska priprema) 1i/ili gingivi na mestu pritiska stare mobilne zubne proteze, kod pacijenata
sa DM tip 2 i u kontrolnoj grupi zdravih ispitanika; 2. Odrediti i ispitati na animalnom modelu
pacova vezu izmedju koncentracije VEGF u gingivi ispod kompresivne i akompresivne protezne
ploce u grupi zivotinja sa eksperimentalno izazvanim DM i u kontrolnoj grupi zivotinja; 3. Ispitati

vezu izmedju koncentracije VEGF u pljuvacki i toka zarastanja ekstrakcionih rana (nastalih zbog



preprotetske hirurske pripreme) kod pacijenata sa DM tip 2 i u kontrolnoj grupi zdravih ispitanika; 4.
Ispitati vezu izmedju koncentracije VEGF u gingivi i toka zarastanja hirurSke rane ispod protezne
ploc¢e na animalnom modelu pacova sa eksperimentalno izazvanim DM i u kontrolnoj grupi
zivotinja; 5. Ispitati odnos izmedu koncentracije VEGF u pljuvacki i pojave stomatitisa ispod ITZP u

toku godinu dana kod pacijenata sa DM tip 2 i u kontrolnoj grupi zdravih ispitanika.

Koncentracije VEGF u pljuvacki i gingivi kod ljudi, kao i1 koncentracija VEGF u palatinalnoj
sluznici na animalnom modelu pacova odredjivana je ELISA imunoesejom. Praceni klinicki
parametri zarastanja rana bili su: veli€ina gingivalne hiperemije (rangirana sa tri stepena: slaba,
srednja 1 jaka), ucestalost prisustva ulceracija i nekroza gingive (oznaceno sa: prisutno i nije
prisutno) i pojava postekstrakcionog bola (merene VAS i VRS skalom). Prisustvo proteznog

stomatitisa je rangirano prema Njutnovoj klasifikaciji (Njutn tip I, Njutn tip II i Njutn tip III).

Studijom na ljudima je obuhvaéeno 42 zdrava ispitanika i 36 pacijenata sa DM tip 2, nosilaca
parcijalnih plocastih proteza (PPP), kojima je bila indikovana izrada ITZP. Svim ispitanicima su
kvantifikovane koncentracije tkivnog VEGF iz akompresivnih uzoraka gingive (nepokrivenih PPP) i
kompresivnih uzoraka gingive (ispod PPP) uzetih tokom ekstrakcije zuba. Koncentracije VEGF u
pljuvacki su izmerene kod svih ispitanika pre ekstrakcije zuba i1 3. dana posle ekstrakcija zuba, uz
pracenje kvaliteta zarastanja postekstrakcionih rana ispod ITZP u periodu od 3 nedelje. Posle godinu
dana noSenja podlozenih ITZP, obavljen je kontrolni pregled pacijenata radi dijagnostikovanja
proteznog stomatitisa 1 faktora rizika za nastanak ove pojave. Tom prilikom su izmerene

koncentracije VEGF u pljuvacki kod pacijenata sa znacima proteznog stomatitisa.



Studija na zivotinjama je sprovedena na 40 zdravih pacova i 40 pacova sa eksperimentalno
izazvanim DM jednom intraperitonealnom dozom (150mg/kg) aloksana. Svim pacovima su
izradjene akrilatne eksperimentalne palatinalne ploce ekstendirane duz palatuma od prvog do treceg
molara sa obe strane vilice. U zavisnosti od toga da li su ploce bile izradjene preko intaktne sluznice
ili eksperimentalne hirurske rane, kao i vrste kompresije koju je izazivala eksperimentalna ploca,
pacovi su bili podeljeni u 8 grupa. Posle 3 dana noSenja eksperimentalnih palatinalnih ploca,
zivotinje su Zrtvovane i uzeti su uzorci palatinalne sluznice ispod eksperimentalnih ploca u kojima su

izmerene koncentracije VEGF.

Koncentracije tkivnog VEGF kod pacijenata sa DM tip 2 su bile statisticki znac¢ajno manje samo u
iseCcima kompresivne gingive u odnosu na zdrave ispitanike (27,18+1,0 pg/ml vs 12,58+1,21
pg/ml). Koncentracije VEGF u kompresivnom delu gingive su bile znac¢ajno manje, kako u grupi
zdravih ispitanika, tako i kod pacijenata sa DM tip 2, u odnosu na koncentracije VEGF iz
akompresivne njihove gingive, pri ¢emu je ovo snizenje bilo znacajno vece kod pacijenta sa DM tip

2 (28% vs 66%).

Koncentracija VEGF u pljuvacki kod pacijenata sa DM tip 2 je bila statisti¢ki znacajno veca u
odnosu na zdrave ispitanike kako pre, tako 1 3 dana posle ekstrakcija zuba (557.6 = 94.7 pg/ml vs
103.5 £21.6 pg/ml i 615,5 + 63,7 pg/ml vs 1963,0 &+ 134,3 pg/ml). Pacijenti sa DM tip 2 su pokazali
statisticki znacajno duze vreme epitelizacije postekstrakcionih rana u odnosu na grupu zdravih
ispitanika, znacajno vecu hiperemiju gingive (3. i 7. dana posle ekstrakcija zuba) i povecanu
ucestalost gingivalne nekroze 1 ulceracija (3. 1 14. dana posle ekstrakcija zuba). Ucestalost pojave
proteznog stomatitisa, posle godinu dana noSenja ITZP je bila 61% kod pacijenata sa DM tip 2 1 38%

kod zdravih ispitanika. LoSa stabilnost proteza i DM tip 2 su bili faktori rizika znacajno povezani sa



ovom pojavom. Koncentracije VEGF u pljuvacki u grupi ispitanika sa Newton tip I i Newton tip II
proteznim stomatitisom su se znacajno razlikovale izmedju pacijenata sa DM tip 2 1 zdravih
ispitanika, nosilaca ITZP (460.9 + 55.4 pg/ml i 1445.2 £ 422.1 pg/ml kod DM tip 2, and 73.2 +

10.0 pg/ml i 306.5 + 22.6 kod zdravih ispitanika).

Koncentracije VEGF iz intaktne sluznice ispod eksperimentalne palatinalne ploce, su bile znacajno
nize kod pacova sa DM u odnosu na zdrave, kako u prisustvu akompresivne palatinalne ploce (za
28%), tako 1 pod kompresivnom palatinalnom plo¢om (za 33%), za razliku od koncentracije VEGF
koja se nije razlikovala izmedju ispitivanih grupa pre postavljanja palatinalne ploce. Porast
koncentracija VEGF u prisustvu kompresivne eksperimentalne ploce postavljene preko hirurSke rane
je bio znacajno manji kod pacova sa DM u odnosu na kontrolnu grupu, za razliku od akompresivne
eksperimentalne ploce postavljene preko hirurSke rane, koja nije dovela do znacajne razlike u

koncentraciji VEGF izmedju ispitivanih grupa.

Imajuéi u vidu malobrojne podatke o promenama koje DM tip 2 kao hroni¢na bolest izaziva na
oralnim tkivima ispod zubnih proteza i sa druge strane ¢injenicu da VEGF ima znacajnu ulogu u
hipoksiji makro- i mikrovaskularnih komplikacija dijabetesa, poznavanje blizih mehanizama
promena u oralnim tkivima kod pacijenata, nosilaca zubnih proteza obolelih od DM tip 2 je od
posebnog klinickog znacaja. Odredivanje VEGF u gingivi i pljuvacki je omoguéilo blizi uvid u
proces zarastanja ekstrakcionih rana, uticaju pritiska i pojavi stomatitisa ispod ITZP. Ovo posebno
stoga, Sto su u svetu ve¢ zapoceta istrazivanja novih terapijskih pristupa za modulaciju VEGF u toku

dijabeti¢nih mikrocirkularnih promena.
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GINGIVAL AND SALIVARY ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR IN DIABETES
MELLITUS: SIGNIFICANCE IN MECHANICAL STRESS AND ORAL HOMEOSTASIS

IN IMMEDIATE DENTURE WEARERS

SUMMARY

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is critical component in processes of angiogenesis,
vasculogenesis and neurogeneis. Angiogenesis is important for wound healing and for restoring
blood flow to tissues after injury or insult. When regulation of angiogenic growth factors, such as
VEGTF, fails, blood vessels are formed excessively or insufficiently. Important environmental effects
on VEGF expression include: hypoxia, mechanical stress, nitric oxide, acid conditions, glycemia and

hormones.

VEGF is constitutively expressed in oral tissues such as gingiva, gingival cervical fluid, and saliva
and is affected by various pathological processes. Diabetes mellitus type 2 (DM type 2) is associated
with a range of basic complications such as, neuropathy, microvascular and macrovascular disease
and altered wound healing. Also DM type 2 is linked with increased incidence of several oral
conditions: periodontal disease, salivary gland dysfunction, burning mouth, delayed healing of
wounds and mucosa ulcerations. There is a suggestion that these abnormalities, most likely are
related to increased oxidative stress, compromised host defense, chronic systemic inflammation,
vasculopathy and impaired salivary secretion. It is well documented that DM type 2 and associated

complications significantly alter VEGF levels.



Since good and well balanced diet is a part of diabetic therapy, prosthetic rehabilitation of reduced
masticatory functions is especially significant for such patients. Immediate complete denture is the
best choice for DM patients, because of providing the possibility of sold food nutrition in the
postextraction period. Having in mind that DM type 2 alters the physiological response of denture-
bearing tissues and there is no data about cellular mechanisms in such conditions, we have sought to
verify the hypothesis that gingival and salivary VEGF levels are altered in DM type 2 patients
comparing to healthy subjects, both denture wearers and that VEGF levels correspond to denture

pressure, appearance of denture stomatitis and affect intraoral wound healing process under

complete immediate dentures.

The aims of this study were to: 1. Determine gingival VEGF concentration at the extraction sites that
were compressed (covered) or not covered by removable partial dentures, in DM type 2
participants and in control group of healthy participants; 2. Determine the concentration of VEGF in
tissue of rat as an animal model, that was covered by acompressive/compressive palatal plate, in
group with experimentally induced DM, as well as in control group of healthy animals; 3. Determine
correlation between salivary VEGF and postextraction wound healing under complete immediate
denture in participants with DM type 2 and healthy participants; 4. Determine and examine the
correlation between VEGF levels in tissue of rat as an animal model and wound healing under
palatal plate in group with experimentally induced DM, as well as in control group of healthy
animals; 5. Determine and examine the correlation between salivary VEGF and presence of denture
stomatitis after one year wearing complete immediate dentures in participants with DM type 2 and

in control group of healthy participants.



VEGF concentrations in human gingival tissue lysates and saliva, as well as VEGF concentrations
in rat palatal mucosa were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Evaluation
of postextraction wound healing quality involved: gingival hyperemia (ranged as slight, middle and
severe), gingival ulcerations and gingival superficial necrosis (both recorded as yes or no), as well
as, records of postextraction pain (measured by VAS and VRS scale). The presence of denture
stomatitis was ranged according to the Newton classification (Newton Type I, Newton Type II and

Newton Type III).

The human study was conducted on 42 healthy and 36 participants with controlled DM type 2,
candidates for complete immediate dentures, both removable partial denture wearers. Gingival
VEGF concentrations were measured in accompresive tissue samples (not covered by denture) and
compressive tissue samples (covered by denture) taken during teeth extraction. Salivary VEGF
concentrations were measured in all participants conducted in the study, before teeth extraction and
on the third day of the postextraction period. Parameters of wound healing under complete
immediate dentures were checked during the postextraction period of three weeks. In order to
determine the presence and risk factors for denture stomatitis, all participants were checked after one
year wearing relined complete immediate dentures. Salivary VEGF levels were measured only in

patients who exibited denture stomatitis.

The animal study was conducted on 40 healthy rats and 40 rats with experimentally induced DM
using single dose of alloxan (150mg/kg, intraperitoneal). Acrylic experimental plates were inserted
palatally to all animals. All animals were divided into eight experimental groups depending on the

type of palatal palate (compression/acompression) and the presence/absence of experimental surgical



wounds. Three days after palatal plate insertion, animals sacrificed, and tissue specimens under

palatal plates were obtained.

Gingival VEGF concentrations in compressive tissue specimens were significantly lower in DM type
patients comparing to controls (27.18+1.0 pg/ml vs 12.58+1.21 pg/ml). Gingival VEGF levels in
compressive tissue specimens were significantly lower comparing to VEGF levels measured in
acompressive tissue specimens, in both groups of participants, with the higher decrease of VEGF

levels in DM type 2 patients (28% vs 66%).

Salivary VEGF concentration in DM type 2 patients was significantly higher comparing to healthy
participants at the beginning of the study and 3. days after teeth extraction (557.6 + 94.7 pg/ml vs
103.5 + 21.6 pg/ml and 615,5 + 63,7 pg/ml vs 1963,0 = 134,3 pg/ml). Diabetic group of patients
exibited significantly higher values of gingival hyperemia (3. and 7. day of postextraction period),
higher incidence of gingival necrosis and ulcerations (3. and 14. days of postextraction period) and
time-related delay of wound healing. The incidence of denture stomatitis was 61% in DM type 2 and
38% in control subjects. Low denture stability and DM type 2, were risk factors for denture
stomatitis. In Newton type I and Newton type II denture stomatitis VEGF levels were 460.9 + 55.4
pg/ml and 1445.2 + 422.1 pg/ml in diabetic, and 73.2 + 10.0 pg/ml and 306.5 £ 22.6 pg/ml in

controls, respectively.

Tissue VEGF concentrations were significantly lower in DM rats comparing the controls regardless
the type of compression of palatal plate. Tissue VEGF values didn’t show any statistical difference
between observed groups before palatal plate insertion. The increase of VEGF levels caused by

compressive palatal plate insertion over the experimental incisal surgical wound was significantly



lower in DM rats comparing to controls. Contrary, the presence of acompressive plate over the

experimental incisal surgical wound didn’t cause any difference between observed groups.

Having in mind the lack of data about denture-bearing tissue alterations in DM type 2 patients and
the role of VEGF in microvascular and macrovascular diseases associated with DM type 2, better
understanding of the tissue alterations mechanism in DM type 2 denture wearers is necessary for
clinical implication. Determination of salivary and gingival VEGF levels highlight the process of
postextraction wound healing, influence of pressure on denture-bearing mucosa and appearance of
denture stomatitis in immediate denture wearers. In connection with this, there are studies that
implicate that the modulation of VEGF activity could be potentially useful therapeutic approach for

regulation of DM type 2 oral complications.

KEY WORDS: VEGF, immediate denture, DM type 2, experimentally induced DM, wound healing,

denture stomatitis, denture pressure.
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1. UVOD



1.1 VEGF

Vaskularni endotelni faktori rasta predstavljaju familiju faktora rasta koja kod sisara ima 5 ¢lanova:
VEGF (ili VEGF-A), faktor rasta placente (PIGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D (1). Molekul VEGF
¢ine dva ista polipeptida kovalentno povezana sa dve disulfidne veze (2). Humani gen za VEGF ima
osam eksona koji su odvojeni sa sedam introna, i lokalizovan je na hromozomu 6p21.3.(3).
Povezivanjem eksona se u procesu sinteze proteina dobijaju Cetiri izomerna oblika VEGF koji mogu
imati 121, 165, 189 i 206 aminokiselina (obelezni kao VEGF 31, VEGF 45, VEGF 39 1 VEGF(¢). Za
razliku od VEGF; koji je kiseli rastvorljivi polipeptid (Sto mu daje sposobnost da odmah ispolji
efekte), izomerne forme VEGF g9 i1 VEGF,(6 odlikuju bazna osobina kao i moguénost deponovanja u
meducelijski matriks odakle mogu da se oslobode u rastvorljive, aktivne oblike vezivanjem za
heparin. Najzastupljeniji oblik faktora rasta vaskularnog endotela je VEGF¢s, koji moze da se nade

bilo kao rastvorljiv ili kao vezan za ¢elijsku membranu ili meducelijski matriks (3).

Bioloske funkcije VEGF familije se ostvaruju aktivacijom 3 strukturno homologa receptora koji su
genetski eksprimirani na endotelnim ¢elijama krvnih sudova: VEGF-R1, VEGF-R2 i VEGF-R3 koji
se eksprimira primarno na limfati¢nim endotelnim ¢elijama. Po receptornom transdukcionom signalu
ovi receptori pripadaju grupi transmembranskih tirozin-kinaza receptora (4). VEGF-A je agonist sa
afinitetom za VEGF-R1 1 VEGF-R2. PIGF i VEGF-B su agonisti za VEGF-R1, a VEGF-C i VEGF-

D imaju afinitet za VEGF-R2 i VEGF-R3 (1,5).

Osnovna uloga VEGF je opstanak i mitoza endotelnih ¢elija, Sto je pokazano u in vitro i in vivo
studijama (6,7). Put za mitogenu aktivnost, kao i za zastitu endotelnih ¢elija od apoptoze, predstavlja

dejstvo VEGF-C 1 VEGF-B na receptor VEGF-R3 (8). Iako VEGF pokazuje veliku specificnost za



endotelne celije, njegovi mitogeni efekti se mogu zapaziti i na drugim tipovima celija kao $to su
epitelne éelije retine, Svanove éelije i ¢elije pankreasnog duktusa §to su pokazale in vitro studije

(9,10).

Pokazano je da VEGF ucestvuje i u kontroli propustljivosti krvnih sudova i vazodilataciji kako u in
vitro, tako 1 u in vivo uslovima, §to se vezuje za modulatornu ulogu ovog faktora rasta u inflamaciji i
drugim patoloSkim stanjima (11-13). VEGF povecava propustljivost krvnih sudova za vodu i velike
molekule proteina i modulira fenestraciju i tight junction krvnih sudova (14,15). Izolovani proteini iz
plazme uz ekstravaskularni gel od fibrina omogucavaju rast endotelnih ¢elija, a VEGF kao mitogeni

faktor ucestvuje u daljem Sirenju vaskularne mreze (16)

Zahvaljuju¢i €injenici da utice na stimulaciju rasta i deobu endotelnih ¢elija, VEGF ima kriticnu
ulogu u regulaciji angiogeneze koja predstavlja proces stvaranja novih krvnih sudova iz postojece
vaskularne strukture. Aktivacija angiogeneze je posredovana dejstvom VEGF-A na receptor VEGF-
R2, ¢ime nastaju proliferacija, Sirenje, migracija endotelnih ¢elija, povecanje propustljivosti endotela
1 vaskularna hemostaza (17,18). Angiogeneza je neophodna za fizioloSke procese kao $to su rast i
diferencijacija organa tokom embriogeneze, reproduktivna funkcija kod odraslih, kao i za zarastanje
rana i obnova krvotoka kroz tkiva posle povrede (19,20).

Zarastanje rana je proces koji ukljuCuje hemostazu, inflamatornu reakciju, diferencijaciju,
proliferaciju i migraciju mezenhimalnih ¢elija, angiogenezu, reepitelizaciju, kao 1 stvaranje
kolagena. Prisustvo VEGF kao klju¢nog faktora angiogeneze, u ranim fazama zarastanja je pokazano
u mnogobrojnim studijama. Naime, ve¢ tokom hemostaze koja nastaje neposredno nakon
povredjivanja tkiva, dolazi do oslobadjanja proinflamatornih citokina i faktora rasta medju kojima su

TGF, PDGF, FGF i EGF koji indukuju ekspresiju VEGF mRNA (21). U sledecoj, inflamatornoj fazi



zarastanja dolazi do infiltracije neutrofila, limfocita i makrofaga i sledstvenog oslobadjanja citokina
koji aktiviraju leukocite, uklanjaju mrtve ¢elije 1 stimuliSu pojavu keratinocita, fibroblasta, kao i
angiogenezu. U ovoj fazi zarastanja koja je pracena porastom vaskularne propustljivosti, znac¢ajan
izvor VEGF, uz makrofage, predstavljaju i fibroblasti i keratinociti koji su odgovorni za ekspresiju
VEGF mRNA tre¢eg dana po povredjivanju tkiva (19). Osim porasta VEGF u tkivnim uzorcima
rane, pojedine klini¢ke studije su prikazale i visoke koncentracije VEGF u te¢nostima rane tokom
inflamatorne faze zarastanja (22,23).

U patoloskim uslovima, kada se poremeti fizioloska regulacija angiogenih faktora rasta, ukljucujuci
VEGF i njihovih inhibitora, dolazi do prekomernog ili nedovoljnog stvaranja krvnih sudova.
Angiogeni procesi u patoloskim stanjima kao $to su ishemija, zapaljenje i rast tumora su posredovani
aktivacijom VEGF-R1 receptora sa VEGF-B 1 PIGF (24,25). Nedovoljna angiogeneza doprinosi
ishemiji, a prekomerna mnogobrojnim hroni¢nim i autonomnim oboljenjima medju koje se ubrajaju
psorijaza, osteoarthritis, reumatoidni arthritis, multiplaskleroza, encefalomijelitis, kontaktna
hipersenzitivnost (26, 27, 28, 29). Poremecaj angiogeneze indukovan povec¢anjem VEGF je uocen i
u neovaskularizaciji i rastu tumora, gde hraneci obolela tkiva, novi krvni sudovi unistavaju zdrava

tkiva (30).

Na ekspresiju VEGF znacajan efekat imaju lokalni faktori na mestu stvaranja ovog faktora rasta u
koje se ubrajaju hipoksija, pH, glikemija, mehanicki stres i NO. Hipoksija je najsnazniji stimulans za
stvaranje VEGF kako in vitro tako 1 u in vivo uslovima $to su pokazale brojne studije. U hipoksiji,
ekspresija VEGF mRNA je indukovana brzo i reverzibilno u mnogim ¢elijama ukljuc¢ujuéi normalne
1 patoloski izmenjene $to je pokazano in vitro studijama (31-33). Sobzirom na to da tokom

patoloskih procesa dolazi i do promene kiselosti kojom su izlozene endotelne ¢elije, interesantna je



studija Brooks i sar. (34) koji su pratili uticaj promene kiselosti i glikemije na VEGF u ishemi¢nim
tkivima retine. Ovi autori su pokazali da u hipoksi¢nim uslovima, porast glikemije i pH dovode do
rasta VEGF, dok smanjenje glikemije 1 snizenje pH umanjuje vrednosti VEGF. In vitro studije su
pokazale da privremeno izlaganje endotelnih Celija u slabo kiselim uslovima povecava ekspresiju
VEGF, dok dugotrajno izlaganje u uslovima slabe ili jake kiselosti prekida ekspresiju VEGF (34,35).
Mehanicke sile moduliraju funkciju endotelnih ¢elija razli¢itim mehanizmima ukljucijuéi i regulaciju
transkripcije gena. Shin i sar. (36,37) i Vouyouka i sar. (38) su pokazali da primena kontinuiranog i
/ili pulsiraju¢eg pritiska u in vitro uslovima na izolovanim krvnim sudovima aktivira transkripciju
gena za proliferaciju endotela, kao 1 da je glavni signalni molekul u tim procesima VEGF. Yang i
sar. (39) su prate¢i angiogenezu u Celijama mokraéne beSike pokazali da ciklicno istezanje glatkih
miSiénih Celija stimuliSe ekspresiju VEGF. Visoka koncentracija NO smanjuje ekspresiju VEGEF,

dok smanjena koncentracija NO povecava ekspresiju ovog faktora (40,41).

1.2 VEGF I ORALNA TKIVA

Stalno prisustvo VEGF je utvrdjeno u tkivima i te¢nostima usne Supljine (gingiva, tecnost
gingivalnog sulkusa, pljuvacka) i ono se menja u toku patoloSkih procesa. Najveci broj studija u
kojima je ispitivano prisustvo VEGF u oralnim tkivima odnose se na ulogu ovog faktora rasta u
peridontitisu, kao hronicnom zapaljenskom oboljenju. Johnson i sar. (42) su uocili vezu izmedju
porasta broja krvnih sudova, koncentracije VEGFa u pripojnoj gingivi i dubine parodontalnih

dzepova. Kubata i sar. (43) su pokazali da je ekspresija gena za VEGF veca kod agresivnog oblika



parodontitisa nego kod hroni¢nog. Morozumi i sar. (44) su uocili da je ekspresija VEGF mRNA
pojacana u neutrofilima stimulisanim Porfiromonas gingivalisom, bakterijom znacajnom za pojavu
parodontitisa. Prapulla i sar. (45) su pokazali da je koncentracija VEGF u teCnosti gingivalnog
sulkusa vec¢a kod pacijenata sa parodontitisom nego kod zdravih i da perodontalna terapija smanjuje
koncentraciju VEGF. Suprotno nalazima Prapulla i sar. (45), Cetinkaya i sar. (46) su kod obolelih od
parodontopatije uocili povisenu ekspresiju VEGF na strani zarastanja u odnosu na inflamirane zone,
pa su pojavu VEGF tokom parodontopatije vezivali viSe za procese zarastanja nego inflamacije.
Booth 1 sar. (47) su takodje pokazali viSe koncentracije VEGF u te¢nosti gingivalnog sulkusa na
zdravoj strani u odnosu na obolelu kod pacijenata sa parodontopatijom. Ovi autori su uocili i vezu
izmedju parodontalnog statusa i koncentracije VEGF u pljuvacki. pomenuti autori, kao 1 Taichman 1
sar. (48) smatraju je da inflamirana gingiva i tecnost gingivalnog sulkusa tokom parodontopatije

doprinose porastu VEGF u pljuvacki koji direktno utice na oralno zdravlje.

Klinicke studije pokazuju da rane na oralnoj sluznici zarastaju brze nego na kozi (49). Szpaderska i
sar. (50) su pokazali da su vaskularna mreza, kao i1 koncentracija VEGF u oralnim ranama znacajno
manji nego u ranama u kozi, stoga Sto je znacajno veca ekspresija VEGF proteina i mNRA u
epidermalnim keratinocitima nego u oralnim keratinocitima. Brze zarastanje rana u oralnoj sluznici
autori pripisuju s jedne strane Cinjenici da je u normalnoj kozi ekspresija VEGF niska i da se
povecava zarastanjem rana, a sa druge strane Cinjenici da su rane na oralnoj sluznici u kontaktu sa
VEGF iz pljuvacke. Na znacaj VEGF poreklom iz keratinocita oralne sluznice ukazuje rad
Nakanishi i sar. (51), koji su pokazali u ex vivo uslovima, da se u graftu oralne sluznice eksprimira
VEGF mNRA 1 da takvi graftovi oslobadjaju znacajne koli¢ine VEGF, $to je od znacaja za procese

vaskularizacije posle transplantacije grafta. Od posebnog znacaja su klini¢ki nalazi Orsini 1 sar. (52)



o zarastanju rana ispod privremenih mostova od keramike i akrilata. Koriste¢i VEGF kao marker
zarastanja, ovi autori su pokazali da ispod keramickog privremenog mosta oralna sluznica bolje
zarasta 1 da je koncentracija VEGF manja u odnosu na postekstrakcionu ranu ispod privremenog
akrilatnog mosta. O znacaju VEGF za mehanizme zarastanja implantata ukazuje rad Cornellini 1 sar.
(53). Ovi autori su poredjenjem koncentracije VEGF u zdravoj gingivi i u tkivu oko implantata sa
periimplantitisom uocili snizenu ekspresiju VEGF u ¢elijama uzoraka sa periimplantitisom u odnosu
na zdravo tkivo, kao i da ekspresija VEGF u tkivima nakon ugradnje implantata moZe biti znacajan

pokazatelj uspesnosti ove intervencije.

Mali broj radova se odnosi na korelaciju izmedju koncentracije VEGF u oralnim tkivima i pljuvacki
1 zarastanju oralnih ulceracija. Tao i sar. (54) su pokazali da je ekspresija tkivnog VEGF u korelaciji
sa klini¢kim formama oralnog lichen planusa i znacajno je ve¢a u odnosu na zdrave ispitanike.
Brozovi¢ i sar. (55) su uocili promenjene vrednosti VEGF u pljuvacki tokom rekurentnog aftoznog
stomatitisa u odnosu na zdrave ispitanike, kao i vezu izmedju koncentracije VEGF 1 razli¢itih

stepena inflamacije kod ovog oboljenja.

Procesi angiogeneze u oralnim tkivima znacajno su povezani sa mehanickim stresom izazvanim
ortodontskim pomeranjem zuba. Yoshino i sar (56) su in vitro studijom pokazali da mehanicki stres
u humanim fibroblastima periodontalnog ligamenta stimuliSe angiogenezu preko ekspresije VEGF.
Miyagawa i sar. (57) i Motokawai sar. (58) su pokazali da i u osteoblastima kontinuirano i cikli¢no

dejstvo sile povecavaju nivo VEGF.

Prisustvo 1 znacaj VEGF su uoceni 1 u tkivu dentina 1 pulpe. Matuela i sar. (59) su pokazali da se na

endotelnim ¢elijama pulpe kako mle¢nih, tako i mladih stalnih zuba nalaze VEGF-R2 receptori. U



mlecnim zubima je veéina receptora lokalizovana u endotelnim c¢elijama neposredno ispod
odontoblasta, dok se u stalnim zubima endotelne ¢elije sa VEGF-R2 receptorima nalaze ravnhomerno
distribuirane u pulpi. Roberts—Clark i sar. (60) su pokazali da oslobadjanje VEGF tokom progresije
karijesa ima znacajnu ulogu u reparatornim procesima u pulpo-dentinskom kompleksu. S druge
strane, zapaljenski procesi u pulpi i periapikalnim lezijama su praceni ekspresijom VEGF koji

izaziva hemotaksu, ¢elijsku proliferaciju i diferencijaciju (61-64).

1.3 VEGF I DM

Diabetes mellitus (DM) je hroni¢no metabolicko oboljenje koje se karakteriSe hiperglikemijom
pratenom promenama u metabolizmu ugljenih hidrata, masti i belanevina (65). Etioloski se
razlikuju dva tipa ove bolesti: DM tip 1 gde je uzrok hiperglikemije destrukcija B ¢elija endokrinog
dela pankreasa koja vodi u deficit insulina i DM tip 2 sa hiperglikemijom kao posledicom
kombinacije metabolickih disbalansa (rezistencija na insulinsku aktivnost, relativni insulinski deficit,
visoka hepati¢na produkcija glukoze, neadekvatni kompenzatorni insulinski sekretorni odgovor).
Dok DM tip 1 uglavnom nastaje kao autoimuno idiopatsko oboljenje, patogeneza DM tip 2 je
kompleksna, a faktori rizika za pojavu su starost, neadekvatana ishrana, nedostatak fizicke aktivnosti

i sl. DM tip 2 ¢ini 90 do 95% svih dijagnostifikovanih slucajeva ove bolesti (66).

Najcesce sistemske komplikacije dijabetesa su nefropatija, retinopatija i oteZano zarastanje rana, kao

posledice mikro i makrovaskulopatija i neuropatija. Mikrovaskularne i makrovaskularne promene u



DM nastaju kao posledica patofizioloskih mehanizama koji povecavaju oksidativni stres u tkivu koji

lezi u osnovi svih dijabeti¢nih promena.

U ranoj fazi dijabetesa hiperglikemija izaziva mikrovaskularne promene koje karakteriSe poremecaj
funkcije endotela krvnih sudova uz povecanu propustljivost za makromolekule i proliferaciju ¢elija
(67). Tada dolazi do smanjenja aktivnosti vazodilatatora i povecanja aktivnosti vazokonstriktora uz
oslobadanje faktora, medju koje se ubraja i VEGF, koji pospeSuju vaskularnu permeabilnost. U
daljem toku bolesti nastaje pojacan prolaz plazma proteina kroz endotel i njihovo talozenje u
bazalnoj membrani §to doprinosi ireverzibilnim promenama na krvnim sudovima (68). Prisutne
tkivne promene dovode do edema, ishemije i hipoksije §to u retini izaziva neovaskularizaciju, u
bubrezima glomerulosklerozu i proteinuriju, a u perifernim nervima multifokalnu aksonsku
degeneraciju (69). Lokalno u tkivima, hiperglikemija remeti procese adherencije, hemotakse i
fagocitoze kod polimorfonukleara i dovodi do hiperprodukcije proinflamatornih citokina S§to

modifikuje zapaljensku reakciju (70).

Dijabeti¢ne makrovaskularne promene, obuhvataju ubrzanu aterosklerozu velikih krvnih sudova koja
takodje zapoc€inje endotelnom disfunkcijom. U dijabeticnim arterijama, endotelna disfunkcija nastaje
kako zbog hiperglikemije tako i1 zbog insulinske rezistencije. Tada dolazi do ubrzane proliferacije
glatkih miSi¢nih celija vaskularnog zida i inhibicije stvaranja NO u endotelnim celijama (71).
Hiperglikemija i insulinska rezistencija imaju ulogu i u patogenezi dijabeticne dislipidemije, sa
povecanim nivoima aterogenog holesterola. Sve ove promene znacajno povecavaju rizik za nastanak
koronarnog sr¢anog oboljenja i ishemijske bolesti mozga.VEGF kao jedan od najznacajnijih
signalnih molekula vezanih za komplikacije DM moze biti povisen ili snizen u toku ove bolesti. U

nekim organskim sistemima povecan nivo VEGF je stimulus patoloske angiogeneze i povezan je sa



tkivnom hipoksijom i sledstvenim povecanjem ekspresije gena za VEGF. Tako, na primer, tokom
dijabeticne retinopatije nastaju oSte¢enja krvnih sudova koja dovode do retinalne hipoksije sa
povecanom proliferacijom 1 prostljivos¢u krvnih sudova kao i poviSenim vrednostima VEGF
(72,73). Adamis i sar. (74) i Simo 1 sar. (73) su ukazali na korelaciju izmedju koncentracije VEGF 1
intenziteta dijabetiCne retinopatije. Tsai i sar. (75) su uo€ili vezu izmedju VEGF u sistemskoj
cirkulaciji i dijabeti¢nih retinopatija. Naime, ovom studijom je utvrdjeno znacajno uvecanje VEGF
iz plazme kod pacijenata sa hipertenzijom i retinopatijom u odnosu na zdrave ispitanike. VEGF i
VEGF receptori koji imaju klju¢nu ulogu u odrzanju renalne tubularne funkcije, su znacajno
poviseni 1 tokom dijabeticne nefropatije. Porast VEGF povecava glomerularnu propustljivost i
doprinosi pojavi proteinurije Sto je pokazala studija Lee i sar. (76). Dae 1 sar. (77) su dokazali
znacajno povecanje VEGF u bubrezima dijabetiCara u odnosu na zdrave ispitanike, kao i da je
urinarna ekskrecija VEGF u direktnoj zavisnosti sa stadijumom dijabeti¢ne nefropatije i u korelaciji

sa klirensom bubrega i promenom sastava urina.

Sa druge strane, sniZzeni nivo VEGF dovodi do otezanog zarastanja rana i/ili periferne neuropatije i
izaziva hroni¢nu tkivnu inflamaciju koja redukuje broj ¢elija i modifikuje njihove odgovore (78).
Poznato je da promene u DM kao S$to su hipoksija, disfunkcija fibroblasta, izmenjena angiogeneza i
neovaskularizacija, smanjen imunitet, i neuropatija dovode do poremecaja svih faza tokom
zarastanja rana, a posebno uticu na hemostazu, inflamaciju 1 angiogenezu (79). Klinicke i
eksperimentalne studije vezane za uticaj DM na zarastanje rana su prikazale smanjen protok krvi u
tkivima rane, poremecaj aktivnosti neutrofila i makrofaga uz snizenu ekspresiju faktora VEGF
(79,80). Interesantan je i klinicki nalaz Krishnann i sar. (80) gde je pracen uticaj pritiska na

zarastanje rane u uslovima DM 1 uocena sniZzena koncentracija VEGFa u tkivu rane kod ovih

10



pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike. Lerman i sar. (81) su prate¢i snizenu ekspresiju VEGF u
fibroblastima kod pacova sa eksperimentalno izazvanim DM uocili da ni hipoksi¢ni uslovi znacajno
ne menjaju koncentraciju VEGF, za razliku od kontrolne grupe gde je hipoksija dovela do
znacajnog porasta ovog faktora rasta. Znacaj VEGF terapije na zarastanje rana je prikazan u studiji
Kusumato i sar. (82), gde je pokazano poboljsanje hemodinamske efikasnosti i smanjenje pojava
ulcera na kozi, bez promena koncentracije VEGF u sistemskoj cirkulaciji. Znac¢ajan je i nalaz Goova
1 sar. (83) da porast VEGF, nastao inhibicijom receptora za krajnje produkte glikolize, ubrzava
zarastanje rana kod zivotinja sa eksperimentalno izazvanim DM. Howdieshell i sar. (85) su pokazali

da se blokiranjem VEGF usporava zarastanje rana.

1.4 VEGF, DM I ORALNA TKIVA

Dobro dokumentovane klinicke studije pokazuju da je DM povezan sa pove¢anom incidencom
oralnih poremecaja kao Sto su: parodontopatija, hipofunkcija pljuvacnih zlezda, razliCiti oblici
stomatitisa, kao i usporeno zarastanje rana. Vise faktora koji leze u osnovi DM uti¢e na incidencu
ovih oralnih poremecaja i to su najverovatnije povecan oksidativni stres, smanjene odbrambene

snage, hroni¢na inflamacija, vaskulopatije i poremecena sekrecija pljuvacke.

Oralno oboljenje koje se najceS¢e povezuje sa dijabetes melitusom je parodontopatija. Nalazi
komparativnih klinickih studija koje se odnose na koncentraciju VEGF u gingivi i tecnosti
gingivalnog sulkusa kod DM i sistemski zdravih pacijenata obolelih od parodontopatije su

kontradiktorni. Sakalioglu i sar. (86) i Unlu i1 sar. (87) su kod pacijenata sa DM sa klinicki
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utvrdjenom parodontopatijom pokazali znacajno vise koncentracije VEGFa u uzorcima gingive u
odnosu na sistemski zdrave pacijente sa istim stadijumom parodontopatije. Nasuprot tome, Keles i
sar. (88) su pokazali da DM tip 2 u uslovima dobre metabolicke kontrole nema znacajan uticaj na
ekspresiju VEGF kod pacijenata sa parodontitisom i gingivitisom, obzirom da nisu utvrdjene
znacajne razlike u koncentraciji VEGF u gingivalnim tkivima kod zdravih i pacijenata obolelih od
dijabetesa. Guneri i sar. (89) su na osnovu nivoa VEGF u gingivalnim tkivima i te¢nosti gingivalnog
sulkusa, ukazali da parodontalni status uti¢e u ve¢oj meri na nivo VEGF nego samo prisustvo DM
tip 2. Yki-jarvinen i sar. (90) su pokazali da inflamacija tokom parodontopatije povecava rezistenciju
na insulin i dodatno pogorSava mehanizme regulacije glikemije, dok suzbijanjem parodontalne
inflamacije dolazi do smanjenja inflamatornih medijatora u krvi, $to direktno utie na rezistentnost

insulina i kontrolu glikemije.

Znacajna oralna komplikacija DM je poremecaj funkcije pljuvacnih zlezda. Chavez i sar. (91) i
Newrick i sar. (92) su pokazali da se u uslovima loSe kontrolisanog DM tip 2 znacajno smanjuje
funkcija parotidne Zlezde i1 protok pljuvacke. Do istog nalaza su dosli i Guggenheimer 1 sar.(93)
prate¢i protok pljuvacke kod pacijenata sa DM tip 2. De Lima i sar. (94) i Collin i sar. (95) nisu
pokazali znacajne razlike u salivarnom protoku izmedju zdravih i pacijenata sa dobro kontrolisanim
DM. Klinicka istrazivanja su takodje pokazala da pacijenti sa DM tip 2 imaju izrazeniju
kserostomiju i subjektivni osecaj suvoce usta u odnosu na zdrave ispitanike iste starosti (96). Veliki
broj klinickih studija direktno povezuje kserostomiju izazvanu DM tip 2 sa pojavom razlicitih oblika
stomatitisa (93, 95-98). Guggenheimer i sar. (93) i Collin i sar. (95) su pokazali znacajno cesce
prisustvo ulceracija, fibroma 1 glositisa kod obolelih od DM tip 2 u odnosu na zdrave osobe. Kod

pacijenata sa DM tip 2 je ucestala i pojava infekcija izazvana Candidom albicans koja se manifestuje
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u vidu angularnog heilitisa, eritema i traumatskih ulceracija, sto su i pokazale studije (99-101). Osim
protoka, na pojavu infekcija kod obolelih od DM utice i promena u sastavu pljuvacke koja je uocena
kod ovih pacijenata 1 pored dobre kontrole glikemije (102). U pljuvacki pacijenata sa
nekontrolisanim DM tip 2 su pokazane izmenjene koncentracije kalcijuma, albumina, elektrolita i

proteina u odnosu na zdrave ispitanike (103,104).

Neuropatija je najceS¢a komplikacija koja prati DM tip 2. Collin i sar (95) su uocili visok procenat
prisustva periferne i autonomne neuropatije kod ispitinaka obolelih od DM tip 2, koja je u odnosu
na zdrave ispitanike pra¢ena poviSenom incidencom kserostomije, gubitka zuba 1 TMZ disfunkcije.
Klinicke studije su pokazale da autonomne neuropatije uti¢u na smanjen protok pljuvacke, dok su
periferne neuropatije vezane za pojavu bola i gubitka senzacije kod pacijenata sa DM tip 2 (92,

95,98).

Klinicke i eksperimentalne studije su pokazale usporeno i izmenjeno zarastanje postekstrakcionih i
hirurskih oralnih rana u prisustvu dijabetesa (105,106). Izmenjen nivo inflamatornih citokina i
krajnjih produkata glikolize uz povecanu apoptozu fibroblasta se smatraju glavnim uzrokom ove
pojave, Sto je pokazano kako studijama na eksperimentalnim zivotinjama tako i u klini¢kim
studijama (111-117). Znacajan je i nalaz klinicke studije Aronovich i sar. (112) da i pored dobre
kontrole glikemije, se ne moze predvideti ni brzina i ni tok zarastanja postekstrakcionih rana kod

pacijenata sa DM tip 2.
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1.5 DM I NOSIOCI ZUBNIH PROTEZA

Imajuéi u vidu ¢injenicu da je jedan od znacajnih faktora u terapiji DM tip 2 i dobro balansirana i
redovna ishrana koja uz antidijabeti¢ne lekove omogucuje normoglikemiju, zubne nadoknade imaju
veliki znacaj za rehabilitaciju izgubljene mastikatorne funkcije kod bezubih i krezubih DM tip 2
pacijenata. Posle ekstrakcije zuba, za razliku od protetskih pacijenata koji nisu oboleli od DM tip 2,
imedijatna mobilna zubna proteza predstavlja terapiju izbora kod DM tip 2 pacijenata, jer i u
postekstrakcionom periodu omoguéava adekvatnu mastikaciju ¢vrste hrane koja je neophodna za
odrzavanje glikemije. Glavni nedostatak ove vrste zubne nadoknade je gubitak retencije tokom
vremena, koji se koriguje podlaganjem i zamenom proteze. Retencija predstavlja otpor proteze
silama koje teze da je odvoje od lezista i direktno zavisi od koli¢ine, viskoznosti i povrSinskog
napona pljuvacke koja oblaze proteze kao i osobina potpornih tkiva. Kod pacijenata sa DM tip 2,
promene u sastavu 1 koli¢ini pljuvacke, kao i smanjena rezilijencija oralne sluznice su vezane za
smanjenu retenciju i stabilnost mobilnih nadoknada Sto su pokazale i studije (95,113). Poremecaj
stabilnosti proteze je glavni etioloski faktor nastanka proteznog stomatitisa Cija je povecana
incidenca kod nosilaca mobilnih zubnih nadoknada obolelih od DM tip 2 pokazana u brojnim
studijama (93,95,99). Vecina pacijenata sa proteznim stomatitisom nema subjektivnih tegoba, ali se
povremeno mogu javiti zadah, bolovi 1 pecenje oralne sluznice. Neravne povrsine akrilatnih proteza
dodatno doprinose prijemcivosti za mikroorganizme, a posebno za gljivice Sto je pokazano u
istrazivanjima Cumming i sar (114) i Daniluk i sar (115). Nosioci totalnih proteza oboleli od DM

tip 2 su pokazali i povecano prisustvo Candidae albicans u odnosu na sistemski zdrave ispitanike
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istom vrstom zubnih nadoknada (115). Na kvalitet rehabilitacije totalnim protezama u velikoj meri
uti¢e mogucnost oralne sluznice da se prilagodi perzistentnom pritisku neophodnom za retenciju
proteze, kao 1 okluzalnom pritisku nastalom usled funkcija. Ovi akutni i hronicni pritisci dovode do
reverzibilnih 1 ireverzibilnih promena mekih 1 tvrdih potpornih tkiva. Naime, tokom mastikacije,
akutni okluzalni pritisak se prenosi sa mobilnih zubnih nadoknada na meka i kostna oralna tkiva i
dovodi do pomeranja proteze u vidu intruzije (116). Deformacije tkiva izazvane pomeranjem proteze
imaju viskoelasti¢na svojstva i direktno zavise od duzine trajanja pritiska, ucestalosti pritiska, vrste
prethodnog opterecenja, ali i histoloskih i morfoloskih karakteristika oralne sluznice koja je u
neposrednom kontaktu sa protezom (117). Pritisak izazvan kontinuiranim dejstvom palatinalne ploce
izaziva degeneraciju epitelnih ¢elija, smanjenje senzornih celija i promene u broju osteoklasta i
osteoblasta kao odgovor potpornih tkiva na kompresiju §to su i pokazala istrazivanja na
eksperimentalnim Zivotinjama (118,119). Mori i sar. (119) su prateci dejstvo kontinuiranog pritiska
na potporna tkiva ispod eksperimentalne palatinalne ploce, uocili korelaciju izmedju intenziteta
pritiska i1 histopatoloskih promena sluznice kod eksperimentalnih zivotinja. Pored histoloskih
promena, mehanic¢ka kompresija izazvana prisustvom proteze je uzrok i smanjenog protoka u krvnim
sudovima opterecene sluznice (120). Tsouruka i sar. (121) su pokazali da kompresivno dejstvo
eksperimentalne ploc¢e na palatinalnu sluznicu pacova izaziva smanjenje protoka krvi do 10%, uz

nastanak hipoksije i povec¢anu ekspresiju VEGF.

DM menja fizioloSki odgovor potpornih tkiva na prisustvo proteze u vidu odlozene, ali intenzivnije
proliferacije ¢elija kako su pokazale studije na animalnom modelu eksperimentalno izazvanog
dijabetesa kod pacova, gde su prac¢ene histoloske promene u oralnoj sluznici ispod eksperimentalne

palatinalne ploce (122-124). Klinicka studija Abbas i sar. (125) je takodje pokazala intenzivne
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histopatoloske promene oralne sluznice ispod baze proteze kod pacijenata obolelih od DM tip 2, kao
1 gubitak rezilijencije oralne sluznice uz snizenu retenciju proteza kod ovih pacijenata. Za sada,
medjutim, nema podataka o molekularnom mehanizmu kojim DM tip 2 izaziva promene oralnih

tkiva u prisustvu proteze.
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2. RADNA HIPOTEZA
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U okviru istrazivanja veze izmedju VEGF u pljuvacki i gingivi krezubih i bezubih ispitanika sa DM
tip 2, rehabilitovanih imedijatnim totalnim zubnim protezama (ITZP) i mehani¢kog stresa i oralne

homeostaze, postavljena je sledeca radna hipoteza:

Kod ispitanika sa DM tip 2 je povisen nivo VEGF u pljuvacki i gingivi ispod ITZP u odnosu na
zdrave ljude. Ove promene su u korelaciji sa pritiskom zubne proteze i znacajno se odrazavaju na
pojavu stomatitisa ispod ITZP, kao i na zarastanje rana posle ekstrakcije zuba u preprotetskoj

pripremi pacijenata.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Za ispitivanje korelacije izmedu koncentracije VEGF 1 pritiska ITZP, pojave stomatitisa ispod ITZP

1 zarastanja rana posle vadenja zuba postavljeni su sledeci ciljevi:

1. Odrediti koncentraciju VEGF u gingivi sa mesta ekstrakcije zuba (preprotetska priprema) i/ili
gingivi na mestu pritiska stare mobilne zubne proteze, kao i sa mesta hirurSke korekcije alveolarnog

grebena kako kod ispitanika sa DM tip 2, tako i u grupi zdravih ispitanika.

2. Odrediti 1 ispitati na animalnom modelu pacova vezu izmedju koncentracije VEGF u gingivi
ispod kompresivne i akompresivne protezne ploce u grupi zivotinja sa eksperimentalno izazvanim

DM i u kontrolnoj grupi zivotinja.

3. Ispitati vezu izmedju koncentracije VEGF u pljuvacki i toka zarastanja ekstrakcionih rana
(nastalih zbog preprotetske hirurSke pripreme) kod ispitanika sa DM tip 2 1 u grupi zdravih

ispitanika.

4. Ispitati vezu izmedju koncentracije VEGF u gingivi i toka zarastanja hirurSke rane ispod protezne
ploce na animalnom modelu pacova sa eksperimentalno izazvanim DM i u kontrolnoj grupi

zivotinja.

5. Ispitati odnos izmedu koncentracije VEGF u pljuvacki 1 pojave stomatitisa ispod ITZP u toku

godinu dana kod ispitanika sa DM tip 2 i u grupi zdravih ispitanika.
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4. MATERIJAL I METODE
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4.1 KLINICKO ISTRAZIVANJE

Klini¢ko istrazivanje je uradjeno kao kontrolisana, randomizirana, jednostrano-slepa studija po
principima Dobre klinicke prakse. Ovo istrazivanje je obavljeno na Klinici za stomatoloSku protetiku
1 na Klinici za oralnu hirurgiju Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Protokol
istrazivanja je odobren od strane Etickog komiteta Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

broj 36/32.

4.1.1 Ispitanici

Klinicka studija je obuhvatala 78 ispitanika, oba pola, starosne dobi od 45 do 64 godine upucenih na
Kliniku za stomatoloSku protetiku radi protetske rehabilitacije. Svi ispitanici su bili podeljeni u dve
grupe: ispitanici sa diabetes mellitus tip 2 (DM tip 2) i zdravi ispitanici. U grupi ispitanika sa DM tip
2 (ASA 1I status) bilo je 36 pacijenata koji su le¢eni na Klinici za endokrinologiju KBC “Zvezdara”
u Beogradu. Kontrolnu grupu je Cinilo 42 zdrava ispitanika (ASA I status). Opsti kriterijumi za
ukljucivanje ispitanika u ovo klinicko ispitivanje bili su sledeci. Ispitanici su bili nepusaci, nosioci
gornjih parcijalnih plocastih proteza (PPP) i donjih totalnih proteza (TP) u vremenskom periodu od
5 godina kod kojih je bila indikovana izrada gornje imedijatne totalne zubne proteze (ITZP) uz
ekstrakcije zuba sa terminalnim stadijumom parodontopatije, kao i nova donja totalna proteza prema

kriterijumima uravnotezene okluzije. Specifi¢ni kriterijum za uklju¢ivanje ispitanika sa DM tip 2 u
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ispitivanje je bila istorija bolesti pacijenata sa trajanjem oboljenja od najmanje 2 godine,
kontrolisana glikemija odredjena kroz vrednosti glikoziliranog hemoglobina (HbA1C < 9), kao i
odsustvo drugih sistemskih bolesti i to naj¢es¢ih sistemskih komplikacija osnovnog oboljenja kao §to

su kardiovaskularne i nefroloske komplikacije.

4.1.2 Faze klinickog istraZivanja

Faza 1. Ova faza je podrazumevala prvi pregled i ispunjavanje kriterijuma o ukljucivanju
ispitanika u ispitivanje. Klinicki pregled uz utvrdjivanje stanja zuba i mekog tkiva, kao i stanja starih
parcijalnih plocastih proteza uz postavljanje protetske indikacije za izradu ITZP je obavljen na
Klinici za stomatoloSku protetiku 1 na Klinici za oralnu hirurgiju Stomatoloskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu. Obzirom da je odsustvo inflamacija mekog tkiva bilo znacajan kriterijum
za ukljucivanje u studiju, radi smanjenja zapaljenske reakcije u mekom tkivu i parodoncijumu, svim
ispitanicima je bila uradjena kiretaZza dzepova, uklanjanje ¢vrstih i mekih naslaga uz viSednevno
ispiranje usta 0,12% rastvorom hlorheksidina. Pregled proteza je podrazumevao utvrdjivanje stepena

higijene i individualnog osecaja stabilnosti zubnih nadoknada.

Faza 2. Po smirivanju zapaljenske reakcije u mekom tkivu, ispitanicima su uzeti otisci radi
izrade ITZP. Sledio je uobiCajen niz klinickih faza koji je obuhvatao uzimanje funkcionalnog
otisaka, odredjivanje medjuvilicnih odnosa 1 proba postave zuba. U ovoj fazi ispitivanja,

ispitanicima je uzet i uzorak nestimulisane pljuvacke radi utvrdjivanja koncentracije VEGF.
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Faza 3. Hirurska preprotetska priprema ispitanika koja je podrazumevala ekstrakcije po 3 zuba
premolarne i frontalne regije u gonjoj vilici u lokalnoj anesteziji 3% mepivakainom bez
vazokonstriktora (Scandonest”, Septodont, Francuska) obavljena je na Klinici za oralnu hirurgiju,
StomatoloSkog fakulteta u Beogradu. Tom prilikom su uzeti uzorci gingive (2 uzorka) iz predela
zuba koji se vadi, po metodi koju su opisali Sakallioglu i sar. (86): 1) sa mesta pritiska stare mobilne
zubne nadoknade (komprimovani deo mekog tkiva) i 2) sa mesta gde stara proteza nije pokrivala
gingivu (akomprimovani deo mekog tkiva). Uzorci tkiva su koriS¢eni radi utvrdivanja koncentracije
VEGF u gingivi. Neposredno posle vadenja zuba, na Klinici za stomatolosku protetiku, pacijentima
je predata ITZP. Svi pacijenti su dobili neophodna upustva o noSenju proteze, neophodnim

kontrolnim pregledima, kao 1 kontroli bola u toku narednih nekoliko dana nosenja ITZP.

Faza 4. U ovoj fazi klini¢kog ispitivanja praceni su parametri zarastanja postekstrakcione rane i
to: epitelizacija otvora alveole, promene na gingivi i oralnoj mukozi posle vadjenja zuba i noSenja

ITZP, kao i kvalitet noSenja ITZP.

Klinicka metoda pradenja epitelizacije otvora alveole. Proces zarastanja rana ispod IMZP je
prac¢en svakodnevno, da bi se utvrdila kompletna epitelizacija otvora alveole, primenom jednokrakog

Sestara. S tim u vezi, registrovan je dan kompletne epitelizacije otvora alveole.

Klinicka metoda pracenja pojave lezija mekog tkiva u periodu zarastanja postekstrakcione
alveole. U observacionom periodu 3, 7, 14, 1 21 dana posle vadjenja zuba, registrovane su promene
na pripojnoj i marginalnoj gingivi, kao i prisustvo mukoznih lezija. Gingivalna hiperemija je
rangirana sa tri stepena: slaba, srednja i jaka, dok je prisustvo ulceracija i nekroza gingive oznaceno

sa: prisutno i nije prisutno.
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Klini¢ki metod kvantifikacije postekstrakcionog bola. Pojava postekstrakcionog bola je merena
100 mm vizuelnom analognom skalom (VAS) sa krajnjim tackama ,,bez bola*“ i “neizdrziv bol*, kao

1 verbalnom analognom skalom (VRS) na osnovu 6 opisanih bolnih intenziteta postavljenih u

kontinuitetu:

1 - bez bola 4 - bol srednje jaCine
2 - jedva osetljiv bol 5 - jak bol

3 - slab bol 6 - neizdrziv bol.

Pacijentima su data uputstva o koriS¢enju ibuprofen 400mg per os (Brufen, Galenika, Beograd,

Srbija), kao analgetika u postekstrakcionom periodu.

Klini¢ki metod praéenja kvaliteta noSenja ITZP. U istom observacionom periodu (3 nedelje),
pracen je kvalitet Zivota nosioca ITZP, registrovanjem svih nelagodnosti izazvanih prisustvom ITZP.
Korekturama proteza u vidu uklanjanja akrilata sa bolnih mesta su se olakSavale tegobe koje su
onemogucavale noSenje proteze. Postupcima reokludacije su korigovani okluzija i stabilizacija
proteze. Pracena je mogucnost koriS¢enja proteze u funkciji, odnosno pri govoru i jelu. Dobra
retencija je podrazumevala mirovanje proteze tokom mirovanja, govora i jela. Nakon perioda od tri
nedelje, pacijenti su dolazili na kontrole po potrebi. Proteze su podlagane tvrdim

autopolimerizuju¢im akrilatom u slu¢ajevima gubitka retencije i stabilizacije.

Faza 5. Nakon vremenskog perioda od godinu dana, obavljen je kontrolni pregled svih

pacijenata kako bi se utvrdilo eventualno prisustvo proteznog stomatitisa.
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Klinic¢ki metod dijagnostikovanja proteznog stomatitisa i faktora rizika za nastanak proteznog
stomatitisa (higijena i stabilnost proteza). Pojava proteznog stomatitisa utvrdjena klinickim

pregledom godinu dana posle predaje ITZP je rangirana prema Newton klasifikaciji (126):

l. Newton tip I — tackasta hiperemija: mala podrucja inflamacije u zdravom tkivu.
2. Newton tip II — difuzna hiperemija: generalizovana hiperemija tkiva ispod proteze. Povrsina

mekog tkiva je glatka i neznatna trauma moze izazvati krvarenje.

3. Newton tip III — papilarna hiperplazija: nodularna, hiperemi¢na povrSina mukoze koja moze

biti prisutna u celom potpornom tkivu proteze, ali je ¢eS¢e zastupljena u centralnim regijama.

Higijena i stabilnost zubnih nadoknada su ocenjivani kako pre terapeutskih posupaka za zbrinjavanje

pacijenata ITZP, tako i posle godinu dana noSenja ITZP.

Higijena proteza je odredjena objektivnim pregledom na osnovu modfikovane Hoad-Reddick skale

(127).

Oznaka “Dobro* je podrazumevala proteze bez vidljivih naslaga, a “LoSe” proteze sa naslagama

koje nisu mogle da se uklone ispiranjem vodom.

Stabilnost proteze je definisana subjektivnim osecajem ispitanika i rangirana slede¢im kategorijama:
“Dobro* ukoliko su proteze mirovale prilikom funkcija i “LoSe” u slucaju pomeranja proteze u

funkciji.
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4.1.3 Detekcija salivarnog i tkivnog VEGF

Za kvantitativno merenje nivoa VEGF u humanim uzorcima pljuvacke i tkiva koris¢en je
komercijalni ELISA kit, RayBio® Human VEGF ELISA Kit (RayBiotech. Inc, USA) prema

uputstvu proizvodaca.

ELISA test. ELISA je vrsta biohemijske analize koja se koristi za kvalitativno 1 kvantitativno
odredivanje supstanci, obi¢no proteina, u heterogenim rastvorima. Osnova ovog analitickog
postupka je imunohemijska reakcija antigen-antitelo. Esej se obi¢no dizajnira tako da se ispitivana
supstanca ponasa kao antigen koji se tokom analize vezuje za njemu specificno primarno antitelo
prisutno u analitickom sistemu formiraju¢i kompleks antigen-antitelo. Koli¢ina stvorenih kompleksa
proporcionalna je koli¢ini prisutnog antigena koji se ispituje. Da bi se utvrdilo prisustvo i koli¢ina
kompleksa antigen-antitelo uvodi se sekundarno antitelo za koje je vezan (konjugovan) enzim kao
,reporterni® molekul. Funkcija enzima je da ucini ovaj kompleks detektabilnim. Naime, u reakcioni
rastvor se u ovoj fazi dodaje enzimu specifican supstrat koji u reakciji menja boju. Intenzitet boje je
izraZzeniji Sto je veca koli¢ina prisutnog enzima. Obzirom da je intenzitet enzimske reakcije definisan
koli¢inom stvorenog kompleksa primarno antitelo-antigen—sekundarno antitelo ovo predstavlja
osnovu za preciznu kvantitativnu procenu posmatrane supstance. Merenjem intenziteta svetlosti
odredene talasne duzine propustene kroz reakcioni rastvor dobija se fizicka osnova za izracunavanje

prisustva ili koncentracije posmatrane supstance.

IzraCunavanje koncentracija VEGF je obavljeno na osnovu standardnih kriva konstruisanih za svaki

izvedeni esej. Naime, u odgovarajuce reakcione komore mikrotitracionih plocica pipetirani su i
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rastvori VEGF poznate koncentracije (standard) u serijskom razblazenju, ¢ime je dobijena vrednost
opticke gustine (OD) za poznatu koncentraciju. KoriS¢enjem programa Sigma Plot 12 (SyStat
Software Inc, IL, USA) odredena je formula standardne krive koja je reprezentovala dobijene
vrednosti 1 pomoc¢u nje su se na osnovu izmerenih OD izraCunavale nepoznate koncentracije VEGF
u uzorcima. Za svaki uzorak (i standard) su obavljena po dva merenja i krajnja koncentracija uzorka

(standarda) je izracunata kao njihova srednja vrednost.

4.1.3.1 Kvantifikacija VEGF u uzorcima pljuvacke

Sakupljanje uzoraka pljuvacke je obavljeno prilikom uzimanja otisaka za izradu ITZP (Faza 2),
treCeg dana nakon ekstrakcije zuba 1 predaje ITZP (faza 3), kao 1 prilikom dijagnostikovanja oralnih
manifestacija proteznog stomatitisa pri kontrolnom pregledu nakon godinu dana (faza 5). Pacijenti
su u toku 5 minuta ispljuvavali pljuvacku u sterilnu posudu. Dobijeni uzorci su bili ¢uvani u te€nom

azotu, a zatim zamrznuti na temperaturu od -80°C do sledstvene analize.

Nakon odmrzavanja, uzorcima pljuvacke precizno je izmerena masa. Za kvantitativno merenje
VEGFa koriséen je komercijalni ELISA kit, RayBio® Human VEGF ELISA Kit (RayBiotech. Inc,
USA) za serum i pljuvacku. Biohemijske reakcije su se odvijale na mikrotitracionim plo¢icama
obezbedenim u okviru koriS¢enih kompleta. Svaka mikrotitraciona plo€ica je imala 96 reakcionih
komora pokrivenih imobilisanim primarnim antitelima za VEGF. U svaku komoru je uneta
propisana koli¢ina uzorka ili standarda (rekombinantni humani VEGF). Posle unosenja uzoraka u

komore, VEGF prisutan u uzorku se vezivao za plocu imobilizacijom antitela. Nakon ispiranja,
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dodata su biotinilizirana anti humana VEGF antitela. U daljem postupku, uklonjena su nevezana
biotinilizirana antitela uz dodavanje HRP-konjugovanog streptavidina (streptavidin konjugovan sa
horseradish peroxidase). Posle novog ispiranja, dodat je tetrametilbenzidin (TMB) rastvor. Pod
dejstvom enzima doslo je do promene boje u plavu, pri ¢emu je intenzitet boje zavisio od
koncentracije posmatranog faktora rasta u uzorku. U poslednjem koraku, enzimska reakcija je
prekinuta 2N sumpornom kiselinom, pri ¢emu se boja reakcionih rastvora menjala iz razli¢itih
intenziteta plave u razli¢ite intenzitete zute boje. Oc¢itavanje absorbanci, odnosno opti¢kih gustina
(OD) rastvora uradeno je odmah po prekidu reakcija na aparatu Multiskan EX (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA).

4.1.3.2 Kvantifikacija VEGF u uzorcima gingive

Tokom hirurske preprotetske pripreme, uzeti su uzorci gingive veli¢ine 2mm oko zuba koji su bili
indikovani za vadjenje. Kod svakog pacijenta uzeta su po dva uzorka tkiva, akompresivni i
kompresivni uzorak. Akompresivni uzorak je predstavljao deo mukoze koji nije bio komprimovan
starom protezom, a kompresivni je poticao od tkiva koji je bio pod pritiskom proteze. Svi uzorci
gingive su uneti u Ependorf epruvete sa fizioloskim rastvorom i postavljeni u te¢ni azot, a zatim

zamrznuti na temperaturi od -80°C do pocetka laboratorijske analize.

Tkivni uzorci su precizno izmereni neposredno nakon odmrzavanja. Za kvantitativno merenje VEGF
u gingivi je koris¢en komercijalni ELISA kit, RayBio® Human VEGF ELISA Kit (RayBiotech. Inc,

USA) za celijski i tkivni lizat. Obzirom da tkivni uzorci nisu bili u rastvoru, morali su da se
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prevedu u te¢nu fazu da bi mogao da se primeni ELISA metod. U ovom istrazivanju, tkivo je
prevedeno u te¢ni oblik postupkom liziranja, tako Sto je u epruvete sa uzorcima uneta odgovajuca
kolicina pufera za lizu tkiva, (500 ul/10mg tkiva-uputstvo proizvodaca) obezbedenim u kompletima
za analize VEGF faktora rasta. Tkivo je zatim manuelno homogenizovan staklenim Stapi¢ima
odgovarajuée veli¢ine, u individualnim epruvetama na temperaturi od 4°C. Nakon ovoga, lizat je
centrifugiran na 5000 obrtaja u trajanju od 10 min. u mikrocentrifugi Heraeus* Biofuge Primo R
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). U daljem postupku su pripremljeni rastvori
biotiniliziranog anti humanog VEGF i HRP-konjugovani streptavidin. Posle pripreme reagenasa, u
odredjene komore na mikroplo¢i sipan je standard (rekombinantni humani VEGF), a u ostale
pripremljeni uzorci. Faza inkubacije pokrivenih komora trajala je 2,5 sata na sobnoj temperaturi,
nakon Cega su komore bile isprane puferom i osusene. U svaku komoru je dodat rastvor biotin
antitela uz inkubaciju, ispiranje puferom i susenje. U daljem postupku je sipan rastvor streptavidina
uz inkubaciju, a nakon toga i rastvor tetrametilbenzidina. U poslednjem koraku enzimska reakcija je
prekinuta 2N sumpornom kiselinom, pri ¢emu se boja reakcionih rastvora menjala iz razli¢itih
intenziteta plave u razliite intenzitete zute boje. Ocitavanje absorbanci, odnosno optickih gustina
(OD) rastvora uradeno je odmah po prekidu reakcija na aparatu Multiskan EX (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA).
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4.2 ISTRAZIVANJE NA LABORATORIJSKIM ZIVOTINJAMA

4.2.1 Laboratorijske Zivotinje

Rad sa laboratorijskim zivotinjama uradjen je po principima Dobre laboratorijske prakse na
Fakultetu veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu. Ispitivanje je izvedeno na 80 pacova
Wistar soja, oba pola, telesne mase 220 do 250 g. Tokom eksperimenta pacovi su se ¢uvali u
kavezima od po 5 zivotinja. Na raspolaganju im je bila sveza voda za pice 1 hrana ad [libitum.
Cuvanje Zivotinja tokom eksperimenta je bilo po principima Evropske konvencije za zastitu Zivotinja
koje se koriste u eksperimentima i za druge naucne razloge (CoE-ETS 123). Radi ispitivanja, sve
zivotinje su bile podeljene u dve grupe, eksperimentalnu i kontrolnu, a svaka grupa u Cetiri
podgrupe. Eksperimentalna grupa, koja se sastojala od 40 pacova sa eksperimentalno izazvanim DM

je bila podeljena na podgrupe od po 10 pacova na sledeci nacin:

1) pacovi sa kompresivnom palatinalnom ploc¢om i hirur§kom ranom (n=10)
2) pacovi sa kompresivnom palatinalnom plo¢om bez hirurske rane (n=10)
3) pacovi sa akompresivnom palatinalnom plocom i hirur§kom ranom (n=10)

4) pacovi sa akompresivnom palatinalnom plo¢om bez hirurske rane (n=10).
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Kontrolnu grupu je sacinjavalo 40 zdravih pacova koje su bile podeljene na isti nacin kao

eksperimentalna grupa sa DM.
Indukcija DM

U eksperimentalnoj grupi pacovima je izazvan DM jednom dozom (150mg/kg) alloxana
intraperitonealno. Nedelju dana nakon primene alloxana, odredjen je nivo glukoze u krvi uzete iz
repne vene. Hiperglikemiju je predstavljao nivo veé¢i od 7 mmol/l. Kontrolnoj grupi pacova

ubrizgana je ista koli¢ina fizioloskog rastvora i takodje izmeren nivo glukoze u krvi posle 7 dana.

4.2.2 Faze istraZivanja na animalnom modelu pacova

Faza 1. Neposredno pre izrade eksperimentalne ploce, svaka zivotinja je bila anestezirana opStom
injekcionom anestezijom zoletil 50 (tiletamin hidrohlorid+ zolazepam) u dozi 35-40 mg/kg telesne
mase intramuskularno. Precizni otisak gornje vilice je uzet adiconim silikonom, a model vilice je
nacinjen od poboljSanog tvrdog gipsa (tip 4). Radi izrade kompresivne eksperimentalne ploce, parce
voska debljine 0,6mm je postavljeno na model preko okluzalnih povrSina molara. Preko voska je
nacinjena akrilatna plo¢a koja je bila ekstendirana duz palatuma od prvog do treeg molara sa obe
strane vilice. Nakon polimerizacije akrilata, vosak je uklonjen i sa unutrasnje strane ploce dodat
akrilat radi fiksacije ploce za molare i1 sluzokozu. U daljem postupku, palatinalna ploca je bila
postavljena na nepce pod kompresijom i fiksirana. Akompresivna palatinalna ploca je takodje bila

nacinjena na modelu vilice i postavljena bez kompresije preko molara i nepcane sluzokoze (121).
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Faza 2. U grupama gde je planirano ispitivanje koncentracije tkivnog VEGF ispod protezne ploce u
prisustvu eksperimentalne rane, Zivotinjama je pre postavljana eksperimentalne ploce nacinjen
hirurski rez na sluznici. Rez je bio duzine 4mm i prostirao se sredinom nepca do periosta. Zivotinje
su bile zZrtvovane anestetikom zoletil 50 u letalnoj dozi 600mg/kg telesne mase 72 sata posle

postavljanja proteze.

4.2.3 Detekcija tkivhog VEGF kod pacova

Za kvantitativno merenje nivoa VEGF u mekom tkivu pacova kori§¢en je komercijalni ELISA Kkit,

RayBio® Rat VEGF ELISA Kit (RayBiotech. Inc, USA).

Bioloski materijal mekog tkiva pacova je uzet sa kompresivnih i akompresivnih mesta na kojima je
lezala palatinalna ploca posle zZrtvovanja zivotinja i odvajanja eksperimentalnih plo¢a od nepca.
Postupci kvantifikacije tkivnog VEGF su sprovedeni u svim uzorcima prema uputstvu proizvodaca,

na istovetan nacin kao odredjivanje tkivnog VEGF u humanoj gingivi.
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4.3 STATISTICKA ANALIZA

Rezultati su prikazani u obliku procenta, srednjih vrednosti + S.E.M, pri ¢emu N oznacava broj
ispitanika. Podaci su analizirani u programu Graph Pad Prim verzije 5.0 za Windows. Za proveru
Gausove distribucije ispitanika koris¢en je D' Agostino i Pearson test normalnosti. Ucestalost pojave
proteznog stomatitisa u kontrolnoj i DM tip 2 grupi ispitanika je analizirana Che-squared testom.
Razlike u koncentraciji VEGFa u pljuvacki u obe ispitivane grupe u razli¢itim vremenskim
intervalima (pre predaje proteze, tre¢eg dana posle ekstrakcija i predaje proteze i nakon godinu dana
kod ispitanika sa manifestovanim proteznim stomatitisom) su analizirane t-testom, kao i ANOVA
testom uz Bonferroni test korekcije. Parametri zarastanja su praceni t-testom, (zatvaranje otvora
alveole i VAS), Mann-Whitney testom (vreme epitelizacije), Chi-squared testom (hiperemija gingive
1 VRS) 1 Fisherovim testom (nekroza gingive i ulceracije). Razlike u koncentraciji VEGFa u
pripojnoj gingivi zdravih i DM tip 2 pacijenta ispod proteza, kao u zonama koje nisu bile prekrivene
protezom su analizirane ANOVA testom uz Bonferroni test korekcije. Za poredjenje rezultata
dobijenih iz palatinalne sluzokoze pacova, takodje je koris¢en ANOVA test uz Bonferroni test

korekcije. Vrednosti p<0.05 su smatrale statisticki znacajnim.
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5. REZULTATI
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5.1 KLINICKO ISTRAZIVANJE

5.1.1 Karakteristike ispitanika

Tabela broj 1 prikazuje demografske karakteristike ispitanika ukljucenih u istrazivanje, kao 1 duzinu
noSenja PPZP. Statisticka analiza je ukazala na homogenost ispitivanih grupa, odnosno, zdravi
ispitanici 1 ispitanici sa DM tip 2 se nisu znacajno razlikovali u polnoj raspodeli, starosti i duzini
nosenja PPZP. Kada su u pitanju karakteristike ispitanika sa DM tip 2, u ovom istrazivanju prose¢no
trajanje DM tip 2 se kretalo u intervalu od 4-5 godina, sa kontrolisanim vrednostima glikemije

HbAlc.

Tabela 1. Karakteristike ispitanika

Parametri Ispitanici

Zdravi DM tip 2
N 42 36
Starost (godine)® 56,5+4,3 57,3+3,4
Pol(m/z) * 30/12 22/14
DuZina no$enja PPZP * 5,7£0,3 6,2+0,2
Trajanje DM tip 2 * / 42421
HbAlc (%)" / 8,7+0,8

*srednja vrednost+ SD, P>0.05,poredjenje zdravi vs DM tip 2 (Chi-squared test)
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Tabela 2 prikazuje karakteristike PPZP, nosene duze od 5 godina i karakteristike ITZP nosene
godinu dana, kako kod zdravih ispitanika, tako i kod ispitanika sa DM tip 2. Rezultati pokazuju
statisticki zna€ajno loSiju stabilnost PPZP u odnosu na ITZP kod svih ispitanika. Statisticki manja

stabilnost PPZP pokazana je kod ispitanika sa DM tip 2 u odnosu na zdrave ispitanike.

Obe grupe ispitanika su pokazale znacajno loSiju higijenu PPZP u odnosu na ITZP. Izmedju zdravih

ispitanika i ispitanika sa DM tip 2 nije uocena znacajna razlika u higijeni niti PPZP, ni ITZP.

Tabela 2. Karakteristike proteza: PPZP pre klinickih postupaka i ITZP posle godinu na nosenja

Karakteristike proteza

Parametri Zdravi DM tip 2
posle godinu
nosenje PPZP posle godinu dana nosenje PPZP dana nosenja
duze od 5 godina nosenja [TZP duze od 5 godina ITZP
(N) (42) (42) (36) (36)
Stabilnost proteze
Dobro/ Loge 22/20 31/118 11/24% 17/18%*
Higijena proteze
Dobro/ Loge 22/20 34/8° 14/21 25/10°

¥P<0.05, poredjenje unutar grupe, noenje PPZP vs nakon godinu dana nosenja ITZP (t-test),

*P<0.05, zdravi vs DM tip 2 (Chi-squared test)
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5.1.2 Kvalitet zarastanja postekstrakcionih rana u toku nosenja ITZP

Dobijeni rezultati pokazuju nekoliko klinickih parametara kvaliteta zarastanja postekstrakcionih rana

u toku nosenja ITZP kod zdravih ispitanika i1 ispitanika sa DM tip 2. Analizirani su sledeci

parametri:

1. ukupno vreme epitelizacije otvora alveole;

2. dinamika zatvaranja otvora alveole;

3. promene na gingivi alveolarnog grebena i alveolarnoj mukozi i
4. pojava postekstrakcionog bola.

Tabela broj 3 prikazuje vreme epitelizacije postekstrakcionih rana kod zdravih ispitanika i ispitanika
sa DM tip 2, nosilaca ITZP. Rezultati pokazuju statisticki znacajno duze vreme epitelizacije

postekstrakcionih rana kod ispitanika sa DM tip 2 u odnosu na grupu zdravih ispitanika.
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Tabela 3. Vreme epitelizacije postekstrakcionih rana ispod ITZP kod zdravih ispitanika i ispitanika sa DM

tip 2

Ispitanici N Ukupno vreme epitelizacije (dani)
(X£SD)

Zdravi 42 16,9+ 0,3

DM tip 2 36 19,8 £ 0,5%***

*Hx% P<0.0001, poredjenje zdravi vs DM tip 2 (Mann-Whitney test)

Statisti¢ki znacajna razlika izmedju zdravih ispitanika i ispitanika sa DM tip 2 zapaza se u odnosu na
smanjenje dijametra alveole u observacionom periodu od 21 dana u uslovima noSenja ITZP.
Smanjenje otvora alveole kod zdravih ispitanika u periodima izmedju 0. 1 3. dana, 3.1 7. dana, 7. 1
14. dana i 14. 1 21. dana posle vadjenja zuba iznosi 15%, 36%, 67%, odnosno 14%. Sa druge strane,
kod ispitanika sa DM tip 2 smanjenje dijametra alveole u posmatranim vremenskim intervalima
iznosi 8%, 26%, 44%, odnosno 79%. Statisticki znacajna razlika u veli¢ini otvora alveole izmedju
zdravih ispitanika i ispitanika sa DM tip 2 je registrovana 7, 14. i 21.dana posle vadjenja zuba

(tabela 4).
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Tabela 4. Dijametar otvora postekstrakcione alveole ispod ITZP tokom zarastanja postekstrakcionih

rana u grupi zdravih ispitanika i ispitanika sa DM tip 2

Dijametar otvora alveole (mm) X+SD

Ispitanici Vreme observacije

(N) 0. dan 3. dan 7. dan 14. dan 21.dan
Zdravi 6,57+0,18 5,5440,24 3,54+0,27 1,16+0,10 0,1+0,04
DM tip 2 6,62+0,16 6,0540,13  4,45+0,21** 2.47+0,10** 0,5+0,08**

** P<0.01, *** P<(0.001, poredjenje zdravi vs DM tip 2 (T-test)

U tabeli 5 prikazani su parametri kvaliteta zarastanja mekog tkiva: pojava gingivalne hiperemije,

nekroze i ulceracija u observacionom periodu od 21 dana. Veli¢ina hiperemije gingive je bila

statisticki zna€ajno veca za 30% kod ispitanika sa DM tip 2 u odnosu na zdrave ispitanike 3. 1 7.

dana posle vadjenja zuba. Ucestalost gingivalne nekroze i ulceracija je bila statisticki znacajno veca

kod ispitanika sa DM tip 2 u odnosu na zdrave ispitanike 3. i 14. dana posle ekstrakcija zuba. Slicna

ucestalost nekroticnih i ulceroznih promena na gingivi kod ispitanika sa DM tip 2 i kod zdravih

ispitanika zapazeni su 7. observacionog dana. Nekroticne promene u gingivi registrovane su 21.

observacionog dana samo kod ispitanika sa DM tip 2 (tabela 5).
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Tabela 5. Parametri kvaliteta zarastanja mekog tkiva ispod ITZP u grupi zdravih ispitanika i

ispitanika sa DM tip 2

Parametri kvaliteta zarastanja mekog tkiva

(X+SD)
Veli¢ina Ucestalost
hiperemija Ucestalost gingivalne gingivalne

gingive nekroze (%) ulceracije (%)
Vreme
observacije Ispitanici
N) Zdravi DMtip2 Zdravi DM tip 2 Zdravi DM tip 2
0. dan 1 1 0 0 0 0
3.dan 1,35+0,08 1,91+0,13* 0 31,4* 21,4 42,8%
7. dan 1,43+0,08 2,0+0,10%* 42.8 40,0 41,0 57,1
14. dan 1 1,11+0,05 0 20,0* 0 11,4*
21.dan 1 1 0 20,0* 0 0

*P<0.05, poredjenje zdravi vs DM tip 2 (Chi-squared: gingivalna hiperemija, Fisher test: gingivalna

nekroza i ulceracija)
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U tabeli 6. je prikazan intenzitet bola meren vizuelnom analognom skalom (VAS) i verbalnom
analognom skalom (VRS) kod zdravih ispitanika i DM tip 2 ispitanika, nosilaca ITZP.
Najintenzivniji bol posle vadjenja zuba izmeren kako VAS, tako i VRS skalom registrovan je 3.
dana u obe ispitivane grupe. Intenzitet postekstrakcionog bola je znacajno veci kod ispitanika sa DM
tip 2, 3., 7. 1 21. dana u odnosu na bol kod zdravih ispitanika. Znacajna razlika u intenzitetu

postekstrakcionog bola izmedju ispitivanih grupa ne postoji samo 14. dana observacionog perioda.
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Tabela 6. Intenzitet bola meren vizuelnom analognom skalom (VAS) i verbalnom analognom

skalom (VRS) kod zdravih ispitanika i ispitanika sa DM tip 2, nosilaca ITZP

Parametri kontrole bola (X£SD)

Vreme observacije VAS(mm) VRS (1-6)
Ispitanici
Zdravi DM tip 2 Zdravi DM tip 2
M) (42) (36) (42) (36)
Pre ekstrakcije i 0 0 0 0
predaje proteze
3.dan 35,1428 53,4+4,39% 3,21+0,14 4,14+0,16*
7.dan 29,1£2.8 50,8+4,22%%* 2,92+0,17 3,8+0,17*
14.dan 12,9+2,1 19,8+4,47 2,09+0,13 2,4+0,2
21.dan 0 2,17+0,43* 1,0 1,4+0,08*

*P<0.01,**P<0.001, poredjenje zdravi vs DM tip 2 (T-test: VAS, Chi-squared test: VRS)
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5.1.3 VEGF u pljuvacki i VEGF u gingivi kod nosilaca ITZP

U tabeli broj 7 su prikazane koncentracije VEGF u pljuvacki pre ekstrakcije zuba i 3. dan posle
ekstrakcija zuba kod zdravih ispitanika i ispitanika sa DM tip 2. Koncentracija VEGF u pljuvacki je
bila znacajno veca 3.dan posle ekstrakcija zuba, kako kod zdravih ispitanika tako i kod ispitanika sa
DM tip 2 u odnosu na koncentraciju VEGF izmerenu pre ekstrakcija. Ovo povecanje kod ispitanika
sa DM tip 2 je iznosilo 3,2 puta, a kod zdravih ispitanika 2,7 puta. Koncentracija VEGF u pljuvacki
kod ispitanika sa DM tip 2 je bila statisticki znacajno veca u odnosu na zdrave ispitanike kako pre,

tako 1 3 dana posle ekstrakcija zuba (3,6 puta i 4,2 puta).

Tabela 7. Koncentracije VEGF u pljuvacki pre ekstrakcije zuba i tre¢i dan posle ekstrakcija zuba kod

zdravih ispitanika i ispitanika sa DM tip 2

Koncentracije VEGF (pg/ml) X£SD

Ispitanici N Pre ekstrakcija 3 dana posle ekstrakcija
Zdravi 42 1682 +21,6 4603 + 65,1 %
DM tip 2 36 615,5 + 63,7%%%* 1963,0 + 134,3 Sk

% P<0.001, poredjenje u unutar grupe,*** P<0.001 poredjenje izmedju zdravi vs DM (ANOVA,

Bonferroni post hoc test)
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U tabeli broj 8 su prikazane koncentracije VEGF u gingivi u trenutku vadjenja zuba kod zdravih
ispitanika i ispitanika sa DM tip 2, nosilaca PPZP viSe od 5 godina. Koncentracije VEGF kod obe
grupe ispitanika su poticale iz uzoraka gingive koja nije bila prekrivena protezom, (akompresivni
deo), kao 1 iz gingive koja je bila komprimovana protezom (kompresivni deo). Koncentracije VEGF
u kompresivnom delu gingive su bile znacajno manje, kako u grupi zdravih ispitanika, tako i kod
ispitanika sa DM tip 2, u odnosu na koncentracije VEGF iz akompresivne njihove gingive. Naime, u
grupi zdravih ispitanika koncentracija VEGF u kompresivnom delu gingive je bila za 28%, a kod
ispitanika sa DM tip 2 za 66% manja u odnosu na koncentracije ovog faktora rasta u akompresivnom
delu gingive. Poredjenjem koncentracije VEGF kod zdravih ispitanika i ispitanika sa DM tip 2,

statistiCki znacajna razlika se zapaza samo u iseCcima kompresivne gingive (tabela 8).

Tabela 8. Koncentracije VEGFa u gingivi u uslovima akompresije i kompresije PPZP kod zdravih

ispitanika i ispitanika sa DM tip 2

Koncentracije VEGF (pg/ml)

X+SD
Akompresivni Kompresivni
Ispitanici N deo gingive deo gingive
Zdravi
42 37,64+ 3.0 27,18+1,0*
DM tip 2 36 37,444+ 4,93 12,58+1,21%*+*}

*P< 0.05, *** P<0.001, poredjenje kompresija vs akompresija,’ P<0.05, poredjenje zdravi vs DM
tip 2 (ANOVA, Bonferroni post hoc test)
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5.1.4 Protezni stomatitis u toku noSenja ITZP

5.1.4.1 Faktori rizika za pojavu proteznog stomatitisa

Ucestalost proteznog stomatitisa utvrdjenog posle godinu dana noSenja ITZP je iznosila 49% od
ukupnog broja svih ispitanika ukljucenih u studiju (tabela 9). U tabeli 9 su takodje prikazani faktori
rizika za nastanak proteznog stomatitisa: higijena proteze, stabilnost proteze, kao 1 prisustvo DM tip
2, kako kod ispitanika sa proteznim stomatitisom, tako i kod ispitanika bez ove pojave. Losa
stabilnost proteza i prisustvo DM tip 2 su bili znac¢ajno povezani sa pojavom proteznog stomatitisa,
za razliku od higijene proteze. Naime, izmedju ispitanika sa proteznim stomatitisom 1 ispitanika bez
proteznog stomatitisa nije bilo znacajnih razlika u higijeni ITZP. Statisticke analize nisu ukljucile
starost 1 pol kao faktore rizika, obzirom da su ispitanici pokazivali homogenost po pitanju starosti

(45-64) 1 da su ispitanici bili uglavnom muskog pola (69%).
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Tabela 9. Faktori rizika za pojavu proteznog stomatitisa kod ispitanika sa i bez znakova proteznog

stomatitisa posle godinu dana nosenja ITZP

Faktori rizika Protezni stomatitis

Bez klinicke manifestacije Sa klini¢kom
manifestacijom
(N=40)
(N=38)
Higijena proteze:
loSe/dobro 8/32 1127
Stabilnost proteze:
loSe/dobro
9/31 21/17%*
DM tip 2:
Da/Ne 14/26 22/16%*

*P<0.05, ** P<0.001, poredjenje bez klinicke manifestacije vs sa klinickom manifestacijom

(Chi-squared test)

Kod ispitanika sa proteznim stomatitisom su uoceni Newton tip I (65,8%) i Newton tip II (35,2%),

dok Newton tip III protezni stomatitis nije bio prisutan kod ispitanika ukljucenih u istrazivanje.
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Stabilnost proteze kao faktor rizika, nasuprot higijeni proteze i DM tip 2 je bio znacajno povezan sa

pojavom proteznog stomatitisa Newton tip I 1 Newton tip II (tabela 10).

Tabela 10. Faktori rizika za pojavu proteznog stomatitisa kod ispitanika sa proteznim stomatitisom

Newton tip I and Newton tip II posle godinu dana noSenja ITZP

Parametri Protezni stomatitis (n = 38)

Newton tip]l ~ Newton tip II
N 25 13

Higijena proteze:

lose/dobro 6/19 5/8
Stabilnost proteze:

lose/dobro 10/15 11/2*
Ispitanici:

DM tip 2/ Zdravi 14/11 8/5

*P<0.05, poredjenje Newton tip I vs Newton tip II (Chi-squared test)

Poredjenje ucestalosti i faktora rizika za pojavu proteznog stomatitisa kod zdravih ispitanika i
ispitanika sa DM tip 2, nosilaca ITZP je pokazano tabelom broj 11. Znafajno veca zastupljenost

proteznog stomatitisa je bila prisutna kod ispitanika sa DM tip 2 (61%) u odnosu na zdrave
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ispitanike (38%). Ucestalost pojedinih tipova proteznog stomatitisa (Newton tip I i Newton tip II) se
zna€ajno ne razlikuje izmedju ispitivanih grupa. U odnosu na ispitivane faktore rizika, statisticki
znacajna razlika izmedju ispitanika sa DM tip 2 i zdravih ispitanika postoji za stabilnost proteze koja

je bila znacajno manja kod ispitanika sa DM tip 2, ali ne i za higijenu proteze (tabela 11).
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Tabela 11. Ucestalost i faktori rizika za pojavu proteznog stomatitisa kod zdravih i ispitanika sa DM

tip 2, nosilaca ITZP

Parametri Zdravi

N 42

DM tip 2

36

Ucdestalost proteznog
stomatitisa

Protezni stomatitis:

da/ne 16/26

Newton tip I:

da/ne 11/31

Newton tip II:

da/ne 5/37

22/14*

14/22

8/28

Faktori rizika za pojavu
proteznog stomatitisa

Higijena proteze:

loSe/dobro &/34

Stabilnost proteze:

lose/dobro 11/31

11/25

19/17*

*P<0.05, poredjenje zdravi vs DM tip 2 (Chi-squared test)
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Logisticka regresiona analiza je pokazala da je rizik za pojavu stomatitisa bio 3.82 puta ve¢i kod
nosilaca ITZP koji su imali loSu stabilnost proteza u odnosu na ispitanike Cija je stabilnost proteza
bila visoka (P<0,05, OR 3,82, Cl 1,43-10,17). Prisustvo DM tip 2 je povecalo rizik za pojavu
stomatitisa 2.55 puta (P<0,05, OR 2,55, Cl 1,02-6,37). Sa druge strane, udruzivanjem, pomenuti

faktori, nisu povecali predilekciju nosilaca ITZP ka pojavi stomatitisa (tabela 12).

Tabela 12. Faktori rizika kao prediktori pojave proteznog stomatitisa kod nosilaca ITZP

Parametri Kategorija ~ OR (95%Cl) AOR (95%CL)
Ispitanici Zdravi 1

DM tip 2 2.55(1.02-6.37)* 2.04 (0.78-5,34)
Stabilnost Dobra 1

Losa 3.82(1.43-10,17)* 3.31(1.21-9,02)

* P<0.05, poredjenje na nivou pacijenti i stabilnost (Chi-squared test)

5.1.4.2 Protezni stomatitis i VEGF u pljuvacki

Koncentracija VEGF u pljuvacki pre predaje ITZP (tokom noSenja PPZP), je bila znacajno veca kod
ispitanika sa DM tip 2 u odnosu na zdrave ispitanike (557,6 = 94,7 pg/ml vs 103,5 + 21,6 pg/ml;
podaci nisu prikazani). Rezultati VEGF u pljuvacki kod zdravih ispitanika i ispitanika sa DM tip 2 sa
znacima proteznog stomatitisa su pokazali znacajno viSe koncentracije VEGF kod ispitanika sa DM
tip 2 u odnosu na zdrave ispitanike, nezavisno od vremena sakupljanja uzoraka i tipa proteznog

stomatitisa (tabela 13). Nasuprot ispitanicima sa Newton tip I, gde su utvrdjene sniZene
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koncentracije VEGF, ispitanici sa Newton tip II proteznim stomatitisom su imali vise koncentracije
VEGF u pljuvacki u odnosu na vrednosti pre predaje proteze, nezavisno od prisustva DM tip 2

(tabela 13).

Tabela 13. Koncentracija VEGF u pljuvacki kod zdravih ispitanika i ispitanika sa DM tip 2 pre
nosenja ITZP i nakon pojave proteznog stomatitisa Newton tip I i Newton tip II posle

godinu dana posle noSenja ITZP

Observacioni period Koncentracija VEGF (pg/ml) X + SD
Zdravi DM tip 2
N (42) (36)
Newton tip I
Pre predaje proteze 97.1+8.9 541.7 +£73.5 ***
(11/42) (14/36)
Godinu dana noSenja proteze
73.2+10.0 % 460.9 £ 5545
(11/42) (14/36)
Newton tip 11
. 107.0 + 13.7 581.5 £59.1 ***
Pre predaje proteze
(5/42) (8/36)
306.5 +22.6% 1445.2 4+ 42215 **
Godinu dana noSenja proteze (5/42) (8/36)

¥ P<0.01, ¥ P<0.001 poredjenje unutar grupe, pre noenja proteze vs nakon godinu dana nosenja

proteze (T-test), *** P<0.001, poredjenje zdravi pacijenti vs DM tip 2 (T-test)
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5.2 ISPITIVANJE NA LABORATORIJSKIM ZIVOTINJAMA

5.2.1 Karakteristike zdravih pacova i pacova sa eksperimentalno izazvanim DM

Dobijeni rezultati prikazuju vrednosti glikemije i telesne mase laboratorijskih zivotinja, pacova pre
eksperimentalnih postupaka, posle 7 dana trajanja eksperimenta, i na kraju eksperimenta, odnosno tri

dana nakon postavljanja eksperimentalne palatinalne ploce.

Pocetne vrednosti glikemije u grupi zdravih pacova i grupi pacova sa indukovanim DM se nisu
znacajno razlikovale. Sedmog dana nakon aplikacije alloxana i treCeg dana posle postavljanja
eksperimentalne ploce, glikemija pacova sa DM je bila znacajno veéa (3.3 puta,) u odnosu na

kontrolnu grupu zivotinja.

Pocetne vrednosti telesne mase zdravih i1 pacova sa indukovanim DM se nisu znacajno razlikovale.
Sedmi dan, telesna masa pacova iz kontrolne grupe je uvecana za 18% u odnosu na pocetak
eksperimenta. S druge strane, u ovoj grupi je tri dana posle postavljanja eksperimentalne ploce uocen
pad telesne mase od 6,6% u odnosu na dan kada je postavljena ploca. Pad telesne mase u grupi
pacova sa eksperimentalno izazvanim DM je uocCen 7. dana nakon aplikacije alloxana i iznosio je
10%. Posle tri dana noSenja eksperimentalne ploce, telesna masa je dodatno smanjena za 9,9%, pa je
u odnosu na pocetak eksperimenta ukupno sniZenje telesne mase iznosilo oko 20%. Vrednosti
telesne mase 7. i poslednjeg dana eksperimenta znacajno su se razlikovale izmedju zdravih pacova i

pacova sa eksperimentalno izazvanim DM.
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Tabela 14. Glikemija i telesna masa kod zdravih pacova i pacova sa eksperimentalno izazvanim DM

Eksperimentalne Glikemija Telesna masa

Zivotinje (pacovi) (mmol/1) (g)

Indukovani DM

Pocetne vrednosti 6,4+1.5 245.0+£5.0
7. dan eksperimenta 21.5+3.4%* 220.0£8.2*
10. dan eksperimenta 21.4+2.2% 200.0£6.1%*
Zdrave

Pocetne vrednosti 6.5+1.8 245.0+4.96
7 dan eksperimenta 6.5+1.4 300.0+£8.2
10. dan eksperimenta 6.3+1.5 280.0+10.0

* P<0.01 poredjenje zdravi vs DM (ANOVA, Bonferroni post hoc test)

5.2.2 VEGF u palatinalnoj sluznici pacova

Tabela broj 15 prikazuje koncentracije VEGF ispod kompresivne i akompresivne palatinalne ploce u
intaktnoj palatinalnoj sluznici kod zdravih pacova i pacova sa DM. Koncentracija VEGF kod obe

grupe ispitivanih zivotinja je bila znacajno uvecana ispod eksperimentalne palatinalne ploce u
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odnosu na vrednosti pre postavljanja palatinalne ploce, nezavisno od vrste kompresije. Promena
kompresije nije znaCajno uticala na VEGF, kako kod zdravih tako i kod pacova sa DM.
Koncentracije VEGF su bile znacajno nize kod pacova sa DM u odnosu na zdrave, kako u prisustvu
akompresivne palatinalne plo€e (za 28%), tako 1 pod kompresivnom palatinalnom plocom (za 33%),
za razliku od koncentracije VEGF koja se nije razlikovala izmedju ispitivanih grupa pre postavljanja

palatinalne ploce (tabela 15).

Tabela broj 15: Koncentracija VEGF u intaktnoj palatinalnoj sluznici ispod eksperimentalne

palatinalne ploce kod zdravih pacova i pacova sa eksperimentalno izazvanim DM

Koncentracije VEGF (pg/ml)
X+SD

Palatinalna ploca

Pacovi N  Bezploce Akompresija Kompresija
Zdravi 20 2,6+0,1 8,41 £0,45* 9,56 +0,8*
DM 20 2,840,2 6,0 + 0,42+ 6,34 + 0,37

*P<0,01 poredjenje bez ploe vs sa plodom; ¥ P<0,01 poredjenje zdravi vs DM (ANOVA,

Bonferroni post hoc test)
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Koncentracija VEGF u palatinalnoj sluznici pacova ispod kompresivne eksperimentalne ploce
postavljene preko hirurske rane je bila znacajno veca u odnosu na VEGF iz intaktne sluznice bez
ploce, kako kod zdravih, tako i kod pacova sa eksperimentalno izazvanim DM. Prisustvo
akompresivne palatinalne ploce u istim uslovima nije dovelo do znacajnih promena VEGF u odnosu
na koncentracije VEGF iz intaktne sluznice bez ploce, ni u jednoj od ispitivanih grupa. Znacajan
porast koncentracije VEGF vezan za povecanje kompresije je uoc¢en kod zdravih pacova, dok pacovi
sa DM nisu pokazivali znaCajne promene VEGF sa promenama vrste palatinalne ploce preko
hirurSke rane. Koncentracija VEGF je bila zna¢ajno manja kod pacova sa DM u odnosu na kontrolnu
grupu u prisustvu kompresivne eksperimentalne ploce postavljene preko hirurske rane. Prisustvo
akompresivne eksperimentalne ploce postavljene preko hirurske rane nije dovelo do znacajne razlike

u koncentraciji VEGF izmedju ispitivanih grupa (tabela 16).
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Tabela broj 16: Koncentracija VEGF u palatinalnoj sluznici ispod eksperimentalne palatinalne ploce
postavljene preko hirurSke rane kod zdravih pacova i pacova sa eksperimentalno

izazvanim DM.

Koncentracije VEGF (pg/ml) X£SD

Bez ploce Palatinalna ploca
Pacovi N Akompresija Kompresija
Zdravi 20 2,6+0,1 4,2+0,3 11,03 + 1,08%**
DM 20 2,8+0,2 5,76 £ 0,33 6,7 +0,33°§

*P<0.01 poredjenje unutar grupe bez plo¢e vs kompresija***P<0.001 poredjenje unutar grupe

kompresija vs akompresija, ¥ P<0.001 poredjenje zdravi vs DM (ANOVA, Bonferroni post hoc test)

Tabela 17 prikazuje koncentracije VEGF iz palatinalne intaktne sluznice i sluznice sa hirurSkom
ranom preko koje je postavljena akompresivna eksperimentalne ploca, kod zdravih pacova i pacova
sa eksperimentalno izazvanim DM. Koncentracije VEGF u palatinalnoj sluznici zdravih pacova su
bile znac¢ajno manje u prisustvu hirur§ke rane u odnosu na koncentracije VEGF iz intaktne sluznice
ispod akompresivne palatinalne ploe. U grupi pacova sa eksperimentalno izazvanim DM nisu
uocene znacajne promene VEGF u odnosu na prisustvo hirur§ke rane. Znacajno manja koncentracija
koncentracija VEGF zabeleZena je kod pacova sa DM u odnosu na grupu zdravih pacova u uslovima
bez hirurske rane, dok u prisustvu hirurske rane nije uocena znacajna razlika u vrednostima ovog

faktora rasta izmedju ispitivanih grupa (tabela 17).
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Tabela broj 17: Koncentracija VEGF u palatinalnoj sluznici ispod akompresivne eksperimentalne

ploce sa i bez hirurSke rane kod zdravih pacova i pacova sa eksperimentalno

izazvanim DM.

Koncentracije VEGF (pg/ml) X£SD

Pacovi N sa hiruskom ranom bez hirurske rane
Zdravi 20 42+0,3 8,41 £0,45%**
DM 20 5,76 £ 0,33 6,0 £ 0,42§

**%p<(.001 poredjenje unutar grupe, * P<0.001 poredjenje zdravi vs DM (ANOVA, Bonferroni

post hoc test)

Koncentracija VEGF u palatinalnoj sluznici ispod kompresivne eksperimentalne ploce nije bila

znacajno povecana u prisustvu hirurSke rane u odnosu na vrednosti VEGF iz intaktne sluznice pod

kopresijom, niti kod zdravih, ni u grupi pacova sa eksperimentalno izazvanim DM. Znacajno manja

koncentracija VEGF u palatinalnoj sluznici ispod kompresivne nepcane ploce je izmerena kod

pacova sa DM u odnosu na zdrave pacove, kako u prisustvu hirurSke rane, tako i u uslovima intaktne

palatinalne sluznice (tabela 18).
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Tabela broj 18: Koncentracija VEGF u palatinalnoj sluznici ispod kompresivne eksperimentalne
ploce sa i bez hirurSke rane kod zdravih pacova i i pacova sa eksperimentalno

izazvanim DM.

Koncentracije VEGF (pg/ml) X+SD

Pacovi N sa hiruSkom ranom bez hirursSke rane
Zdravi 20 11,03 £1,08 9,56 +0,8
DM 20 6,7 +0,33" 6,34 + 037"

YP<0.01, poredjenje zdravi vs DM (ANOVA, Bonferroni post hoc test)
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6. DISKUSIJA
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Zarastanje rana predstavlja integrativni kompleks ¢elijskih i molekularnih procesa koji se odvijaju u
slede¢im fazama: hemostaza, inflamacija, stvaranje granulacionog tkiva i reepitelizacija (128).
Inflamatornu fazu zarastanja odlikuje hemotaksa neutrofila, makrofaga i limfocita koji oslobadjaju
visSe od 30 proangiogenih faktora rasta znafajnih za zarastanje rane, medju kojima je jedan od
najvaznijih VEGF (23). Lokalna hipoksija izazvana prekidom cirkulacije usled povrede predstavlja
osnovni stimulus za stvaranje ovog faktora rasta. Najznacajnija uloga VEGF je regulacija
angiogeneze 1 rasta granulacionog tkiva u rani, ¢cime se obezbedjuju oksigenacija i ishrana oSte¢enih
tkiva uz taloZenje fibrinske mreze neophodne za zarastanje rane (20). U toku zarastanja rane, gustina
kapilara dostize dva puta ve¢i nivo od onog u normalnom neoste¢enom tkivu (123). VEGF ne potice
samo iz endotelnih ¢elija 1 Celija krvi (autokrini aspekt), ve¢ 1 iz keratinocita koji proliferiSu iz
novoformiranog epitela u toku zarastanja rane (parakrini aspekt) (19).

Klini¢ka zapazanja ukazuju da rane na oralnoj sluznici zarastaju brZze nego na kozi. lako su
istrazivanja o mehanizmu ove razlike malobrojna, studija Szpaderska i sar. (50) ukazuje na ¢injenicu
da su procesi angiogeneze i neovaskularizacije znacajno manji u ranama oralne sluznice nego koze,
kao 1 da je umerena angiogeneza pracena manjom potrebom nutrienata za ishranu tkiva. U normalnoj
kozi, ekspresija VEGF je mala, dok se njegova ekspresija znacajno povecava u keratinocitima u toku
zarastanja rane (19, 82). Szpaderska 1 sar. (50) su pokazali da je produkcija VEGF u ranama oralne
sluznice znacajno manja nego u kozi tokom celog procesa zarastanja rane. Ekspresija VEGF u
keratinocitima u ranama oralne sluznice je povecana 2 puta, dok se u epidermalnim celijama
povecava 3 do 4 puta (50). Na osnovu svih ovih nalaza, Szpaderska i sar (50) zakljucuju da brze
zarastanje oralnih rana u odnosu na rane na kozi nastaje zbog nizeg nivoa VEGF 1 smanjene

angiogeneze, ali i1 sa druge strane zbog prisustva VEGF u okolini rane poreklom iz pljuvacke.
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Veliki broj klini¢kih i eksperimentalnih studija je pokazao da je zarastanje rana na kozi tokom DM
usporeno. Ove studije pokazuju da dugotrajna hipoksija u DM, koja se javlja zbog nedovoljne
perfuzije i neadekvatne angiogeneze je jedan od glavnih faktora koji produzava inflamatornu fazu
zarastanja povecavaju¢i novo kiseoni¢nih radikala (130, 131). Hiperglikemija takodje doprinosi
povecanju kiseoni¢nih radikala i oksidativnom stresu (132). Usporenom zarastanju rana u DM
doprinosi i viSe poremecenih celijskih funkcija i neefikasan imunitet izazvan T-Celijama,
poremecena hemotaksa leukocita, fagocitoza i disfunkcija fibroblasta i epidermalnih ¢elija (133-
135). Na kraju, koncentracija VEGF kao najznacajnijeg proangiogenog faktora je snizena u ranama

tokom DM (136,137).

Za sada ima malo podataka o zarastanju rana na oralnoj sluznici u toku DM tip 2. Nasi rezultati po
prvi put pokazuju odnos VEGF u pljuvacki i oralnoj sluznici u toku zarastanja postekstrakcione rane

ispod ITZP.

Dobijeni rezultati pokazuju da se ispitanici sa DM tip 2 razlikuju od zdravih ispitanika po tome §to
imaju statisticki znacajno izrazenije promene klini¢kih parametara u zarastanju rane: u 3. danu su to
hiperemija, nekroza i ulceracije, u 7. danu hiperemija, u 14. danu nekroza i ulceracije i u 21. danu
nekroza. Manji kvalitet zarastanja postekstrakcione rane, ¢esc¢e ulceracije i nekroze kod DM tip 2
ispitanika, najverovatnije su posledica hipoksi¢nih uslova u rani, kako je to pokazano za rane na kozi
pacijenata sa DM tip 2 (139). Imajuc¢i u vidu i ¢injenicu da se rane koje smo pratili nalaze ispod
ITZP, koja svojim pritiskom takodje doprinosi hipoksiji, to se i ovaj faktor mora uzeti u obzir za
snizen kvalitet zarastanja postekstrakcione rane. Imajuéi u vidu da je hiperemija na mestu zarastanja

rane najizrazitija u 3. danu od ekstrakcije zuba, inflamatorna faza zarastanja, i to viSe kod ispitanika
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sa DM tip 2 nego kod zdravih ispitanika, moze se smatrati da je to posledica produzene zapaljenske

faze u zarastanju rane u toku DM tip 2, kako su to pokazali Mathieu i sar. (130) i Woo i sar. (131).

Imaju¢i u vidu intenzitet bola u toku zarastanja postekstrakcione rane, nasi rezultati pokazuju
znacajno vecu bolnu osetljivost kako po VAS, tako i po VRS skali 3., 7. 1 21. postekstrakcionog
dana kod ispitanika sa DM tip 2 u odnosu na zdrave ispitanike. Poznato je da je neuropatija, jedna od
najcesc¢ih komplikacija DM tip 2 pra¢ena pojavom bola (95). ZapaZzeni veci postekstrakcioni bol kod
pacijenata sa DM tip 2, najverovatnije je u vezi sa postojeCcom neuropatijom kod nasih ispitanika.
Naime, Collin i sar. (95) u svojoj klini¢koj studiji u kojoj su pratili oralne simptome 1 znake DM tip
2 su pokazali da je postojanje neuropatije razlog za gubitak zuba i temporomandibularnu disfunkciju
kod starih pacijenata. Posto nasa populacija ispitanika sa DM tip 2 je pre ispitivanja imala samo po 3

zuba u gornjoj vilici, moZe se smatrati da su imali i dijabeti¢nu neuropatiju.

Analiza ukupnog vremena epitelizacije postekstrakcione rane ispod ITZP je pokazala znacajno
sporije zarastanje kod DM tip 2 u odnosu na zdrave ispitanike. Poznato je da je u uslovima DM tip 2
produzena faza reepitelizacije kako je to pokazano klinickom studijom Aronovich i sar. (112). Ovo
je najverovatnije u vezi sa smanjenom proliferacijom fibroblasta i epitelnih celija, kao i pove¢anom
apoptozom fibroblasta, kako su to pokazali Desta i sar. (110), na animalnom modelu DM tip 1 1 DM
tip 2 kod miSeva u toku zarastanja gingivalne rane. Znacajan doprinos ovoj, krajnjoj fazi zarastanja
rane ima 1 veli¢ina angiogeneze kvantifikovana kroz koncentraciju VEGF, kao stadijum koji

prethodi fazi reepitelizacije (136).

Nasi rezultati na animalnom modelu pacova pokazuju da nivo VEGF u rani raste u odnosu na nivo

VEGEF iz gingive pre hirurske incizije kako kod zdravih, tako i kod pacova sa DM. Znacajan nalaz je
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da je ovaj porast VEGF statisticki znacajno manji u tkivu pacova sa DM u odnosu na zdrave
zivotinje. Ove snizene koncentracije VEGF u tkivu rane su direktan dokaz za smanjenu angiogenezu
1 u vezi sa tim, usporenu fazu reepitelizacije. Ovaj dokaz smo dobili iz istrazivanja na animalnom
modelu, obzirom da nismo mogli da uzmemo tkivo postekstrakcione rane kod ljudi za analizu VEGF
zbog etickih principa. Od posebnog znacaja je nas nalaz da salivarna koncentracija VEGF ima veci
porast kod ispitanika sa DM tip 2 nego kod zdravih ispitanika, pri poredjenju salivarne koncentracije
VEGF pre ekstrakcije zuba 1 3. dan posle ekstrakcije zuba. Ovo je takodje direktan dokaz da
pljuvacne Zlezde stvaraju VEGF 1 na taj nacin doprinose zastitnoj ulozi pljuvacke u odrzanju oralne
homeostaze, §to je posebno izrazeno u patoloskim uslovima, kao Sto je zarastanje rana kod

pacijenata sa DM tip 2.

Protezni stomatitis je klini¢ka dijagnoza zapaljenskih lezija koje se manifestuju eritemom i edemom
oralne sluznice ispod mobilnih nadoknada. Faktori rizika za nastanak proteznog stomatitisa su
nosenje totalne (nasuprot parcijalnoj) proteze (140), nosenje gornje (nasuprot donjoj) proteze (141),
neadekvatna higijena proteza (142,143), no¢no noSenje proteze (144), los kvalitet proteze (141), DM
(146,147), antibiotska terapija (148), hipofunkcija pljuvacnih zlezda (149), kserogeni lekovi (150). U
populacionim istrazivanjima sa nasumi¢no odabranim ispitanicima sa mobilnim nadoknadama,

srednja prevalenca pojave proteznog stomatitisa iznosi 50% (151).

Nasi rezultati su pokazali prisustvo proteznog stomatitisa kod 49% ispitanika nakon godinu dana
noSenja ITZP. Poredjenje prevalence ove pojave izmedju kontrolnih i DM tip 2 ispitanika je
pokazalo znacajno vecu ucestalost proteznog stomatitisa kod DM tip 2 ispitanika (61%) u odnosu na
zdrave (38%). Dostupna literatura je pokazala kontradiktorne rezultate komparativnih studija

vezanih ucestalost ove pojave kod zdravih i DM tip 2 nosilaca totalnih proteza. Naime,

64



Guggenheimer i sar. (93) 1 Collin i sar. (95) su utvrdili vecu ucestalost proteznog stomatitisa kod
DM tip 2 pacijenata, za razliku od nalaza De Lima i sar. (100) ¢iji rezultati nisu pokazali razliku

izmedju istih ispitivanih grupa.

Osnovni znacaj imedijatne proteze kod DM pacijenata je to Sto omogucéava mastikatornu funkciju
neposredno nakon ekstrakcija zuba, ¢ime se obezbedjuje adekvatna ishrana ovih pacijenata
neophodna za odrzavanje glikemije. Sa druge strane, nedostatak ove proteze je smanjenje retencije i
stabilnosti usled resoprcije kostnog tkiva, Sto se obicno koriguje podlaganjem proteza. Nasi rezultati
su pokazali znacajno nizu stabilnost proteza kod DM tip 2 ispitanika u odnosu na zdrave ispitanike,
nakon godinu dana nosSenja podlozenih ITZP. Obzirom da je poznat znacaj pljuvacke za retenciju i
stabilizaciju totalnih proteza, moze se pretpostaviti da je kserostomija, ¢esce prisutna kod DM tip 2
pacijenata, znacajan faktor smanjene stabilnosti (95). Naime, Collin i sar. (95) su pokazali povecanu
ucestalost subjektivne kserostomije kod pacijenata sa DM tip 2 u odnosu na zdrave pacijente iste
starosti, uzrokovanu autonomnom neuropatijom koja uti¢e na rad pljuvaénih zlezda. Osim uticaja na
proteznu stabilnost, hiposalivacija doprinosi i povecanoj atriciji izmedju mekih potpornih tkiva i
proteze koja je pracena uvecanom eksfolijacijom celija sluznice, kao i mukoznim ulceracijama.
Imaju¢i u vidu pomenute Cinjenice, moze se pretpostaviti da je povecana ucestalost proteznog
stomatitisa kod ispitanika sa DM tip 2 vezana za izmenjenu proteznu stabilnost i atriciju, nastale kao

posledica hiposalivacije tokom dijabetesa.

Nasi rezultati su pokazali da su pojedinacno, i DM tip 2 i nestabilnost proteze, faktori rizika za
pojavu proteznog stomatitisa kod nosilaca ITZP. Medjutim, binarna logisti¢ka regresiona analiza je
ukazala da ne postoji statistiCki znacajna interakcija izmedju ova dva faktora. U vezi sa tim,

neophodno je 1 napomenuti limitiranost ovog istrazivanja, odnosno, da je ispitivani broj pacijenata
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bio relativno mali. Za bolje utvrdjivanje prediktora nastanka proteznog stomatitisa, vec¢i broj

klinickih faktora bi trebalo ukljuciti u analizu.

Nasi rezultati su pokazali da su koncentracije salivarnog VEGF koje su bile znacajno vece kod
ispitanika sa DM tip 2 u odnosu na zdrave, pre predaje ITZP, bile znacajno izmenjene u prisustvu
proteznog stomatitisa. Takodje, uocene promene salivarnog VEGF koje su pratile razlicite tipove
proteznog stomatitisa su bile jace izrazene kod DM tip 2 ispitanika, u odnosu na zdrave nosioce
ITZP. Poredjenje koncentracija VEGF kod ispitanika sa Newton tip I i Newton tip II proteznim
stomatitisom je pokazalo znafajno snizen nivo VEGF kod Newton tip I i znafajno poviSene
vrednosti ovog faktora kod Newton tip II u odnosu na vrednosti pre predaje ITZP. Imaju¢i u vidu da
je osnovna odlika Newton tip I lokalizovana, neznatna inflamacija oralne sluznice, sniZene
koncentracije salivarnog VEGF u odnosu na pocetne vrednosti su najverovatnije posledica
ekstrakcije parodontopatinih zuba kao preprotetske pripreme koja je omogucila eliminaciju
parodontalne inflamacije koju karakteriSu visoke koncentracije ovog faktora rasta (42-45). Obzirom
da se Newton tip II odlikuje jacim stepenom inflamacije oralne sluznice u odnosu na Newton tip I, i
mada u ovoj studiji nisu merene vrednosti tkivnog VEGF, moze se pretpostaviti da su inflamatorne
¢elije oralnih lezija oslobadjaju¢i VEGF, doprinele povisenim koncentracijama salivarnog VEGF u
Newton tip II stomatitisu. Naime, studije su pokazale da su izvori salivarnog VEGF osim pljuvacnih

zlezda i ¢elije oralnog epitela i gingivalnog tkiva.

Potporna tkiva ispod gornjih TP se sastoje od kostne strukture gornjeg nepca pokrivene mekim
tkivom koga Cine plocasti skvamozni epitel i vezivno tkivo vezano za alveolarnu kost pomocu
periosta. Nosenje gornje TP vezano je za funkcionalni stres koji potencijalno moze da prouzrokuje

zapaljenje/ulceracije na sluznici i/ili resorpciju alveolarne kosti. Brojne histoloske studije u kojima
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su ispitivane promene koje nastaju u potpornim tkivima ispod gornjih TP pokazuju sledece:
deformaciju rezidualnog grebena u ostar greben (119,152,153), degeneraciju epitelnih ¢celija (147),
smanjen broj senzornih ¢elija (112), iregularnosti u ¢elijskim slojevima (124), kao i promene u broju
osteoblasta 1 osteoklasta zavisno od pritiska proteze (119,154). Atasever i sar. (155) i Akazawa 1 sar.
(120) su pokazali da mehanic¢ka kompresija sluznice bazom proteze u in vivo uslovima prouzrokuje
ishemiju. Merenjem protoka krvi kroz palatinalnu sluznicu gornje TP, Atasever i sar. (155), kroz
alveolarnu sluznicu ispod donje TP kod ljudi Akazawa i sar. (120), i ispod palatinalne ploce na
modelu pacova Tsouroka i sar. (121) su pokazali smanjenje protoka krvi u sluznici i zakljucili da
ispod proteze vladaju uslovi hipoksije. Imajuci u vidu Cinjenicu da do sada nema podataka o odnosu
akutnog (animalni model) i hroni¢nog pritiska (ljudski model) 1 koncentracije VEGF u potpornom

tkivu u toku DM tip 2, nasi rezultati po prvi put daju uvid u ovaj problem.

Rezultati ove studije pokazuju da je koncentracija VEGF u tkivu ispod palatinalne ploce posle 3
dana noSenja, kod pacova sa i bez DM znacajno veca u odnosu na koncentracije VEGF u istom tkivu
pre stavljanja palatinalne ploce. Ovo je u saglasnosti sa nalazima Tsouruka i sar. (121), koji su
pokazali povecanu ekspresiju VEGF kako u endotelnim c¢elijama, tako i u vezivnom tkivu,
osteoblastima i periostu gornje vilice posle tri dana noSenja palatinalne ploc¢e kod zdravih pacova.
Nasi rezultati takodje pokazuju da je ovo povecanje koncentracija VEGF u sluznici palatuma
statistiCki znacajno manje kod pacova sa DM nego kod zdravih pacova. Imaju¢i u vidu ¢injenicu da
se protok krvi u sluznici ispod proteze smanjuje (120, 121, 156), a Sto je praceno hipoksijom koja je
jedan od glavnih faktora za stimulaciju VEGF (121), to je razumljiv porast VEGF koji smo dobili u
tkivu ispod palatinalne ploce. Cinjenica da je taj porast manji kod Zivotinja sa DM najverovatnije

ukazuje na poremecaj ekspresije VEGF u toku DM. Cinjenica da nema razlike u koncentraciji VEGF
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u gingivi ispod palatinalne ploce sa kompresijom i bez kompresije kako kod zdravih, tako i kod
pacova sa DM, ukazuje da akutni pritisak od 3 dana nije u stanju da izazove snazniju ekspresiju

VEGF.

Analiza koncentracija VEGF u gingivi ljudi koji su nosili PPP viSe od 5 godina, pokazuje da je
koncentracija VEGF u tkivu ispod proteze bila znaCajno manja u odnosu na tkivo koje nije bilo
pokriveno protezom. Nasi rezultati takodje pokazuju da je ovo smanjenje koncentracije VEGF u
tkivu ispod proteze znacajno veée kod ispitanika sa DM tip 2 u odnosu na zdrave ispitanike.
Snizenje koncentracije VEGF u gingivi u toku noSenja PPP viSe od 5 godina- model hroni¢nog
pritiska, najverovatnije ukazuje na prilagodjavanje oralne sluznice na mehanicki stres uzrokovan
protezom da bi se odrzala homeostaza. Nasi rezultati ukazuju da je u toku DM tip 2 ova homeostaza

poremecena, jer je koncentracija VEGF u gingivi manja nego kod zdravih ispitanika.
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7. ZAKLJUCCI
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1. Koncentracija VEGF u gingivi ispod parcijalne proteze nosene vise od 5 godina je znacajno
manja u odnosu na VEGF iz tkiva koje nije pokriveno protezom, kod zdravih ispitanika 1 kod
ispitanika sa DM tip 2. Smanjenje koncentracije VEGF u tkivu ispod proteze je znacajno vece

kod ispitanika sa DM tip 2 u odnosu na zdrave ispitanike.

2.1. Na animalnom modelu pacova, prisustvo palatinalne ploCe, nezavisno od toga da li je
kompresivna ili akompresivna znacajno povecava koncentraciju VEGF u tkivu, posle tri dana
nosenja, u odnosu na koncentracije VEGF u istom tkivu pre postavljanja palatinalne ploce, u

kontrolnoj grupi zdravih pacova i kod pacova sa eksperimentalno izazvanim DM.

2.2. Na animalnom modelu pacova, period od 3 dana ne izaziva snazniju ekspresiju tkivnog
VEGEF pri povecanju kompresivnog dejstva palatinalne eksperimentalne ploce, ni kod zdravih

niti kod pacova sa eksperimentalno izazvanim DM.

2.3. Na animalnom modelu pacova, eksperimentalno izazvani DM ne uti¢e na koncentraciju
VEGEF u palatinalnoj sluznici bez eksperimentalne ploce, ali statisti¢ki znacajno smanjuje porast

VEGEF u tkivu ispod kompresivne, kao i akompresivne palatinalne ploce.

3.1. Koncentracija VEGF u pljuvacki je znacajno veca kod ispitanika sa DM tip 2 u odnosu na
zdrave ispitanike, kako pre ekstrakcije zuba, tako i treCeg dana posle ekstrakcije zuba.
Koncentracija VEGF je znacajno veca i1 kod zdravih ispitanika i kod ispitanika sa DM tip 2,
nosilaca ITZP, tre¢eg dana posle ekstrakcije zuba u odnosu na koncentracije VEGF pre
ekstrakcija zuba. Kod ispitanika sa DM tip 2 povecanje koncentracije VEGF u pljuvacki treceg
dana posle ekstrakcije zuba u odnosu na koncentracije VEGF pre ekstrakcija zuba je vece u

odnosu na zdrave ispitanike.
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3.2. Ispitanici sa DM tip 2 imaju statisti¢ki znacajno izrazenije promene klinickih parametara
zarastanja rane u odnosu na zdrave ispitanike, nosioce ITZP i to: tre¢eg dana zarastanja
hiperemija, nekroza i ulceracije; 7. dana hiperemija; 14. dana nekroza i ulceracije i 21. dana

nekroza gingive.

3.3. Ispitanici sa DM tip 2 pokazuju znacajno vecu bolnu osetljivost izmerenu VAS i VRS

skalom 3., 7.1 21. postekstrakcionog dana u odnosu na zdrave ispitanike.

3.4. Ispitanici sa DM tip 2 imaju znacajno duze vreme epitelizacije postekstrakcione rane ispod

ITZP u odnosu na zdrave ispitanike.

4. Koncentracija VEGF u eksperimentalnoj rani ispod palatinalne ploce raste u odnosu na VEGF
iz palatinalne sluznice pre hirurske incizije i postavljanja palatinalne ploce, kako kod zdravih,
tako 1 kod pacova sa DM, pri ¢emu je porast VEGF ispod kompresivne ploce statisticki znac¢ajno

manji u tkivu pacova sa DM u odnosu na grupu zdravih zivotinja.

5.1. Koncentracije VEGF se znacajno smanjuju pri pojavi Newton tip I proteznog stomatitisa, a
znacajno rastu pri pojavi Newton tip II proteznog stomatitisa posle godinu dana nosenja ITZP, u
odnosu na vrednosti pre predaje ITZP, kako kod zdravih ispitanika, tako i kod ispitanika sa DM
tip 2, pri ¢emu su ove promene znacajno izrazenije kod ispitanika sa DM tip 2, u odnosu na

zdrave ispitanike.

5.2. DM tip 2 i nestabilnost proteze, pojedinacno, ali bez znacajne interakcije predstavljaju

faktore rizika za pojavu proteznog stomatitisa kod nosilaca ITZP.
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SKRACENICE

VEGTF - Vaskularni endotelni faktor rasta

DM - Dijabetes melitus

ITZP - Imedijatna totalna zubna proteza

TP - Totalna proteza

PPZP - Parcijalna plocasta zubna proteza

N - Broj ispitanika / eksperimentalnih Zivotinja

VAS - Vizuelna analogna skala

VRS - Verbalna analogna skala
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