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U sprovedenom istrazivanju praceno je zapaljenjskog stanja gingive i
parodoncijuma u prvih 6 meseci ortodontske terapije fiksnim aparatima na
osnovu odredivanja klinickih (PI, SBI i CPITN) i biohemijskih
parametara (NO,+NO3;, RANKL i TNF-a) u pljuvacei i GST i njihovih
medusobnih Korelacija pre pocetka, 3 i 6 meseci nakon pocetka terapije.
Utvrdivan je 1 uticaj auto- i svetlosno polimerizuju¢ih materijala za
lepljenje bravica na kulture misjih fibroblasta i makrofaga. Rezultati istra-
Zivanja ukazuju da je prisutan statisti¢ki znacajan porast vrednosti svih
pracenih klinickih parametara 3 i 6 meseci nakon pocetka u poredenju sa
vrednostima pre pocetka terapije. Postoji statisticki znacajan porast
koncentracija NO,+#NO3; i RANKL u GST i koncentracije NO,+NOs u
pljuvacci 3 1 6 meseci nakon pocetka ortodontske terapije u poredenju sa
vrednostima pre pocetka terapije. Statisti¢ki znacajne, pozitivne i veoma
izrazene korelacije utvrdene su izmedu koncentracije NO,+NO3z u GST i
u pljuvacci 3 meseca nakon pocetka terapije.

Postoji statisti¢ki znacajan pad vijabilnosti ¢elija pri dejstvu svih ispitiva-
nih koncentracija ekstrakata AP materijala. Postoji statisti¢ki znacajan pad
vijabilnosti ¢elija samo pri dejstvu 100% ekstrakata SP materijala.

U kulturi makrofaga izloZenih suspenzijama AP materiala izraZeni su
znaci ¢eliske apoptoze. U kulturi makrofaga izlozenih suspenzijama SP
materijal dominiraju znaci fagocitoze. Na osnovu dobijenih rezultata u
sprovedenom istrazivanju moze se zakljuciti da je u toku prvih 6
meseci ortodontske terapije fiksnim aparatima evidentno pogorSanje
stanja zdravlja gingive, da se koncentracije RANKL u GST i
koncentracije NO,+NO3z u GST i pljuvaccei mogu Koristiti za pracenje
zapaljenskog stanja gingive kod ortodontskih pacijenata u terapiji
fiksnim aparatima, da pljuvacka i GST mogu posluziti kao pouzdani
medijumi za pracenje zapaljenja gingive kod ortodontskih pacijenata
Takode, mozemo zakljuciti da postoji vece citotoksic¢no dejstvo AP u
odnosu na SP materijale.
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Influence of fixed orthodontic appliances therapy on periodontium and
diagnostic potential of biochemical parameters of inflammation

In the conducted research, inflammatory conditions of the gingiva and
periodontium were followed up in the first six months of the orthodontic
therapy, using fixed appliances, based on the determination of the clinical
(PI, SBI and CPITN) and biochemical (NO,+NO3;, RANKL and TNF-a)
parameters in saliva and GCF, and their correlations before, as well as
three and six months after the beginning of therapy. The influence of the
self- and light-cured bonding materials on the cultures of mouse
fibroblasts and macrophages was also determined. The results of our
research show that there is a statistically significant increase in the values
of all the monitored clinical parameters at months three and six after the
beginning of therapy compared to baseline. There was a statistically
significant increase in the concentration of NO,+NO3z; and RANKL in
GCF and in the concentration of NO,+NOs in saliva at months three and
six after the beginning of therapy. Statistically significant, positive, and
highly expressed correlations were found between the concentration of
NO,+NOj in GCF and saliva three months after the beginning of therapy.
There was a statistically significant decrease in cell viability during the
effect of all the examined extract concentrations of self-cured materials.
There was a statistically significant decrease in cell viability only upon
the influence of 100% extract of the light-cured materials.

In the culture of macrophages exposed to the self-cured material
suspensions, the signs of apoptosis were visible. The signs of
phagocytosis were prevalent in the culture of macrophages exposed to
the light-cured material suspensions.

Based on the obtained results, it can be concluded that in the first six
months of the therapy with fixed appliances, deterioration in gingival
inflammation was apparent. In addition, the concentrations of RANKL in
GCF as well as the concentrations of NO,+NO3 in GCF and saliva can be
used in the follow-up of inflammatory conditions of the gingival in
orthodontic patients treated with fixed appliances; saliva and GCF can
serve as reliable media in the follow-up of gingival inflammation in these
patients. We can also conclude that there is a higher cytotoxic effect of the
self-cured compared to light-cured materials.
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1. UVOD

Terapija fiksnim ortodontskim aparatima pocinje da se razvija jos u XVIII veku. Naj-
veéi doprinos njenom razvoju dao je Angle krajem XIX i pocetkom XX veka, tako da seiu
osnovi danasnje, savremene ortodontske terapije nalaze obrisi njegovih ideja.

Do danas je razvijen veliki broj tehnika le¢enja fiksnim aparatima, ali je tehnika pravog
luka (Straight wire appliance - SWA) najrasprostranjenija. SuStina ove tehnike lezi u potpuno
programiranim bravicama, koje se lepe na sekuti¢e, ocnjake i premolare, dok se na molare le-
pe tube ili se cementiraju prstenovi.

Ortodontska terapija fiksnim aparatima podrazumeva interakciju bravica i ortodontskih
lukova koji ih povezuju. Ona je danas Siroko zastupljena, obzirom na dobre rezultate u ko-
rekciji razlicitih tipova malokluzija. Njena efikasnost lezi u tome $to obezbeduje dejstvo kon-
tinuirane i dobro kontrolisane sile na zube. Prosek trajanja terapije je godinu i po dana, mada
neretko traje i duze *.

Negativna strana primene fiksnih ortodontskih aparata je otezano sprovodenje adekvatne
oralne higijene. Postoji povecan broj retencionih mesta za zadrzavanje dentalnog plaka, a
remeti se i proces samoc¢is¢enja. Corbacho de Melo i saradnici (2012) ukazuju da pozicija bra-
vice ispod ivice gingive moze usloviti mehanicku iritaciju, retenciju dentalnog plaka i uticati na
pojavu i pogorSavanje gingivalnog Zapaljenjaz. Svakako je vazno imati u vidu 1 stepen
biokompatibilnosti primenjenih ortodontskih materijala za lepljenje bravica. Oni mogu pred-
stavljati rizik za parodoncijum obzirom na blizinu gingivalne te¢nosti i gingivalnog sulkusa.
Biokompapatibilnost je sa druge strane vazna i zbog moguceg Stetnog uticaja ne samo na pa-
cijenta, ve¢ i na medicinsko osoblje koje sa njim radi §to je dokazano u ranijim studijama 34,

Postoji dosta polemika o uticaju ovakve terapije, uglavnom primenjene na mladim oso-
bama na zdravlje parodoncijuma. Brojne su studije potvrdile postojanje i pogorSavanje
zapaljenskog procesa na gingivi i parodoncijumu ovih pacijenata®’. Mikrobioloska osnova
oboljenja gingive i parodoncijuma je odavno poznata. Mikroorganizmi dentalnog plaka delu-
ju na dva nacina. Oni direktno oSte¢uju tkivo, ali takode provociraju oslobadanje brojnih me-
dijatora zapaljenja (citokini i prostanglandini) koji zatim dovode do oStecenja.

Bakterijski lipopolisaharidi pokre¢u monocite, polimorfonuklearne leukocite, makro-

fage, ali i druge celije na produkciju zapaljenskih medijatora 8,

Uticaj terapije fiksnim ortodontskim aparatima na parodoncijum i dijagnosticki potencijal biohemijskih parametara zapaljenja 1



Predrag N. JanosSevi¢, doktorska disertacija Uvod

Rana dijagnoza i terapija gingivo- parodontalnih bolesti su stoga jako vazne obzirom na
ireverzibilan karakter istih.

Tradicionalne klinicke metode, kao $to su merenje dubine dzepova ili pojave krvarenja
na sondiranje, utvrdivanje gubitka epitelnog pripoja, odredivanje plak indeksa i radiografija
su korisne u odredivanju prisustva i posledica, ali ne i1 trenutne faze aktivnosti bolesti. Upravo
zato i postoji potreba za razvijanjem nekih novih dijagnosti¢kih testova koji bi preciznije identi-
fikovali aktivnost, stepen progresije bolesti, ali i efekte primenjene terapije. Danas je aktuelno
ispitivanje mogucénosti kvantifikacije i objektivnog merenja zapaljenskih biomarkera u gingi-
valnoj sulkusnoj te¢nosti (GST) ili pljuvacci. U literaturi nema podataka o sprovodenju studija
koje bi pokusale da identifikuju i kvantifikuju biomarkere zapaljenja parodoncijuma kod pa-
cijenata u terapiji fiksnim aparatima. Pronalazenje ovakvih biohemijskih parametara bi bilo od

velike vaznosti, obzirom na konstantan trend porasta broja ortodontskih pacijenata.

Uticaj terapije fiksnim ortodontskim aparatima na parodoncijum i dijagnosti¢ki potencijal biohemijskih parametara zapaljenja 2



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Anatomija i histologija parodoncijuma

Parodoncijum ¢ine tkiva koja zajedno pruzaju potporu zubima. U parodont se ubrajaju
gingiva, cement, periodoncijum i alveolarnu kost (Slika 1). Sva ova tkiva su razvojno, topografski
I funkcionalno u tesnoj vezi. U Evropi je prihvacen prefiks ,,paro”, pa se potporni aparat zuba
oznacava kao parodoncijum. U engleskom govornom podrucju zadrzao se prefiks ,,perio”, a ko-

risti se naziv periodoncijum (Peri — okolo, odons — zub).

Gingiva

\

Periodontalni ligament — T 7

Alveolarna kost

——

Cement /
Alveolarni nastavak B

Slika 1. Grada parodoncijuma ®.

2.1.1.Gingiva

Gingiva je deo oralne sluzokoZe koji obuhvata vrat zuba i prekriva deo alveolarne kosti.

Deli se na slobodnu, interdentalnu i pripojnu gingivu.

Slobodna ili marginalna gingiva nije pripojena za podlogu. Ona u vidu kragne obuhvata
vrat zuba i nastavlja se u interdentalnu papilu. U apikalnom smeru prelazi u pripojnu gingivu.
Na ovom prelazu moze se uociti gingivalna brazda koja se javlja zbog posebnog i razli¢itog

rasporeda gingivalnih vlakana (Slika 2). Jedna grupa vlakana se pruza u apikalnom smeru,

Uticaj terapije fiksnim ortodontskim aparatima na parodoncijum i dijagnosticki potencijal biohemijskih parametara zapaljenja ‘ 3
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dok se druga grupa pruza u koronarnom smeru. Deo gingive koji je smeSten izmedu i nije
podupret vlaknima je u stvari gingivalna brazda. Rastojanje od ivice gingive do gingivalne
brazde iznosi u proseku 1,5 mm. To je priblizno i dubina gingivalnog sulkusa jer se smatra da

se gingivalna brazda nalazi u nivou dna gingivalnog sulkusa

lobodna
gingiva |

Gingivalni
sulkus

Pripojna

i T =
gingiva

|
|

Slika 2. Slobodna i pripojna gingiva°.

Na slobodnoj gingivi razlikujemo spoljnu ili oralnu povrsinu prekrivenu oralnim epite-
lom gingive 1 unutraS$nju povrsinu koju prekriva sulkusni epitel. Ivica gingive je najkoronar-

niji deo gde se spajaju unutrasnja i spolja$nja povriina slobodne gingive °.
Debljina slobodne gingive varira. Nekada je jako tanka i podseca na secivo noza.

Gingivalni sulkus je Zljeb koji se nalazi sa unutrasnje strane slobodne gingive i kruzno

se pruza oko zuba (Slika 3).

Slika 3. Gingivalni sulkus °.

Uticaj terapije fiksnim ortodontskim aparatima na parodoncijum i dijagnosti¢ki potencijal biohemijskih parametara zapaljenja 4
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Interdentalna gingiva (interdentalna papila) ispunjava prostor izmedu zuba. Sastoji se
od vestibularnog 1 oralnog dela. Ta dva dela su medusobno povezana mostom koji je ulegnut
i odgovara kontaktnoj tacki odnosno kontaktnoj povrsini. Izuzetak je zona sekuti¢a gde ne
postoje pomenuta ulegnucéa, a interdentalna papila je oblika kupe.

Pripojna gingiva predstavlja deo gingive koji je Cvrst, rezilijentan, ¢vrsto pripojen za
podlogu 1 nepokretan. U apikalnom smeru se pruza do mukogingivalne linije, a u koronarnom
prelazi u slobodnu gingivu bez jasne granice. Svetloruzicaste je boje, a struktura joj je zrnasta za
razliku od pokretne sluzokoze koja je glatka i tamnije boje. Na palatinalnoj strani maksile
pripojna gingiva se nejasno nastavlja u sluzokozu tvrdog nepca koja ima sli¢ne karakteristike kao
pripojna gingiva.

Na pripojnoj gingivi se razlikuje deo koji je pripojen za cement i deo koji je pripojen za
alveolarnu kost. Sirina pripojne gingive varira od 0,5 do 9 milimetara a proseéno je $ira u
gornjoj u odnosu na donju vilicu. Najsira je u predelu frontalnih zuba. Uzana pripojna gingiva
podrazumeva nepovoljniju prognozu parodontopatije. Zrnasta struktura pripojne gingive se u
slu¢aju zapaljenja gubi. Boja gingive zavisi od debljine epitela, stepena orozavanja, broja
krvnih sudova i njihove blizine povrsini gingive. Na boju gingive utice i prisustvo ¢elija koje
sadrze melanin, kao 1 dubina uzupcavanja papila krzna u epitelu.

Kod osoba tamnog tena, posebno osoba crne rase gingiva ima tamniju boju, a na njoj se
vide slabije i manje izrazene mrlje mrke boje. Sastoji se iz epitela i krzna izmedu kojih je ba-
zalna membrana. Epitel je plocastoslojevit i =S e e %
orozava. Ne orozava jedino unutra$nji deo e SN ‘ S QL'
slobodne gingive okrenut ka zubu, pripojni
epitel gingive kao i vrh interdentalne papile.

Oralni epitel gingive se sastoji iz: bazal-
nog sloja (stratum germinativum s. basale),

spinoznog sloja (stratum spinosums. mal-

pighi), zrnastog sloja (stratum granulosum s. -\

intermedium) i rozastog sloja (sratum corne- = - /1

um). R N g
Bazalni sloj lezi na bazalnoj membra- Slika 4. Histoloska grada oralnog epitela

ni, a Celije su kockastog oblika, brzo se dele koji prekriva slobodnu gingivu

i migriranjem ka povrsini zamenjuju celije 1. Stratum basale; 2. Stratum spinosum;

koje se odlubljuju deskvamacijom. 3. Stratum granulosum; 4. Stratum corneum®.
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Spinozni sloj je najdeblji i sastoji se od viSeugaonih ili zvezdastih Celija. Zrnasti sloj
sacinjavaju pljosnate ¢elije sa citoplazmom bogatom keratohijalinskim granulama. ReZast sloj se
sastoji od velikog broja spljostenih ¢elija koje sadrze veliku koli¢inu keratina (Slika 4). Na povr-
Sini epitela ove celije se pretvaraju u spljostane ljuspe tj skvame. Zahvaljujuci keratozi, povsina
gingive je jako otporna na mehanicke i hemijske agense '°. Deoba ¢elija i obnavljanje epitela se
vr$i u bazalnom 1 spinoznom sloju epitela. Potpuna obnova epitela gingive se izvrsi za jedan do
Sest dana. Sulkusni epitel je plocastoslojevite grade, ali ne orozava. On je iste grade kao i oralni
epitel sa razlikom $to nema roZasti i zrnast sloj Celija. Zato je znatno tanji od oralnog epitela.
Pripojni epitel se razlikuje od oralnog i sulkusnog epitela po tome $to je tanji a intercelularni
prostori su veci.

Bazalna membrana ¢ini granicu izmedu epitela i krzna gingive. Produkt je ¢éelija ba-
zalnog sloja epitela sastoji se od fibrila u glikoproteinskoj osnovi. Sastoji se iz lamine lucidae
1 lamine densae. Vlakna koja polaze iz krzna delom se zavrSavaju u bazalnoj membrani 1 po-
jacavaju vezu izmeSu krzna i epitela.

Granica izmedu oralnog epitela i vezivnog tkiva koje leZi ispod njega ima talasasti izgled.
Delovi vezivnog tkiva koji ulaze u epital nazivaju se papile vezivnog tkiva i medusobno su
odvojene epitelnim grebenovima. KarakteristiCan morfoloski nalaz oralnog epitela i oralnog

sulkusnog epitela je prisutnost papila vezivnog tkiva, dok one ne postoje kod spojnog epitela.

Oralni sulkusni

epitel | -

Oralni

- ~ epitel

Spojni ei% :
epitel

Vezivno {\\/

tkivo

Kost —
=

Slika 5. Sematski prikaz i slika histoloskog preseka gingive °.
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2.1.2.Periodoncijum

Periodoncijum je smesten u periodontalnom prostoru, okruzuje koren zuba i pricvrscuje
ga za alveolarnu caSicu. Ovaj prostor je u proseku Sirok 0,18 mm, a ova Sirina se starenjem
smanjuje, oblikom podseca na pesScani sat. Prema krunici zuba prelazi u vezivno tkivo gingive,
a u apikalnoj regiji nastavlja se na tkivo pulpe. Preko otvora u kompakti zida alveolarne ¢aSice
u kontaktu je i sa srznim delom alveolarne kosti. Citav parodoncijum se ishranjuje preko a.
maxilaris od krvnih sudova koji ulaze kroz foramen apikale i krvnih sudova gingive. Venski
sudovi periodoncijuma se prazne pod dejstvom pritiska Zvakanja ™.

U sastav periodoncijuma ulaze: vlakna, Celije, krvni, limfni sudovi i nervi. Svi oni su
uronjeni u ekstracelularnu supstancu. Kolagena vlakna su grupisana u snopove i predstavljaju
glavnu masu tkiva periodoncijuma. Ona su grupisana u snopove, pri ¢emu su talasasta, a ne
zategnuta. Pri delovanju mastikatornih sila ona se ispravljaju i zatezu i na taj na¢in amortizuju
mastikatorne sile. Ova vlakna se mogu podeliti na gingivalnu i alveolarnu grupu.

Gingivalnu grupu ¢ine: slobodna, transseptalna, cirkularna, longitudinalna, i alveolo-
gingivalna vlakna (Slika 6). Cirkularna vlakna su smestena u slobodnoj gingivi i obilaze oko
zuba kao prsten, dentogingivalna vlakna su usidrena u cementu i kao lepeza usmerena prema
slobodnoj gingivi. Dentoperiostalna vlakna polaze iz cementa takode, ali su usmerena apikalno
preko vestibularnog i oralnog kostanog grebena i zavrSavaju se u pripojnoj gingivi. Transseptalna
vlakna polaze iz supraalveolarnog cementa, prolaze kroz interdentalni septum i zavrsavaju se u

cementu susednog zuba ®.

Cirkularna —
vlakna G T Bk

\\ Dentogingivalna AP
ANRN\S vlakna
AoNe O Y

R
—

Transseptalna <————
vlakna

Dentoperiostalna
vlakna

Slika 6. Gingivalna grupa vlakana®.
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Alveolarnu grupu kolagenih vlakana ¢ine: vlakna alveolarnog grebena, horizontalna, kosa,

apikalna i interradikularna vlakna.

2.1.3.Cement

Cement je mineralizovano vezivno tivo koje pokriva spoljasnju povrsinu korena zuba,
od vrata do vrha korena. Glavni neorganski sastojak cementa je hidroksiapatit. U oko 60%
slu¢ajeva cement prelazi preko gledi u uskom sloju na spoju krunice i korena dok se u 30%

sluc¢ajeva dodiruju, a u 10% postoji razmak izmedu njih. Cement je meksi od gledi i dentina.

Histoloski se razlikuju dve vrste cementa: primarni (acelularni) i sekundarni (celularni).
Funkcije obe vrste su iste. Acelularni cement se nalazi u cervikalne dve trec¢ine korena zuba,
on ne sadrzi celije 1 znatno ga je manje od celularnog cementa. Celularni cement se nalazi
najvise u apikalnoj polovini korena, kao i u bifurkacijama zuba'?. Prema tome da li sadrzi
kolagene fibrile cement delimo na fibrilaran i afibrilaran. Firbrile se iz cementa nastavljaju na

kolagena vlakna periodoncijuma koja su usadena u cement.

2.1.4. Alveolarna kost

Alveolarni nastavak je deo maksile odnosno mandibule koji podupire zubne alveole.
On se razvija zajedno sa razvojem i nicanjem zuba, a kada dode do gubitka zuba on se polako
resorbuje. Alveolarna kost obuhvata najve¢i deo korenova zuba. Izmedu alveolarne kosti 1
ostalog dela vilice ne postoji jasna granica. Sastoji se iz dve plo¢e kompaktne kosti izmedu
kojih je spongioza u kojoj su usadene zubne casice, alveole dentales (Slika 7). Na vestibu-
larnoj povrSini kompakte vide se izbocenja koja odgovaraju korenovima zuba (juga alveola-
ria). Zid alveolarne ¢aSice (endostalna lamina) naziva se i prava alveolarna kost. On se sastoji
od plo¢e kompaktne kosti sa mnogobrojnim otvorima kroz koje prolaze: krvni, limfni sudovi
1 nervi. Ploca kosti u smeru od periodoncijuma ka spongiozi, ima dve zone. U prvu su usadeni
krajevi periodontalnih vlakana (Sharpeyeva vlakna) i nju nazivamo vlaknasta kost. Druga zona se
naziva lamelarna kost, bliza je spongiozi i ne sadrzi sarpejeva vlakna.

Vec¢ je istaknuto da alveolarna caSica li¢i na pescani sat, pri cemu je najuza u predelu
hipomokliona (deo korena zuba u predelu prelaska srednje u apikalnu tre¢inu korena).
Spongiozne kosti ima vise sa oralne nego sa vestibularne strane. Spongiozu ¢ine kostane gredice -

trabekule izmedu kojih su koStana srz, krvni sudovi i nervi .
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Slika 7. Popreéni presek maksilarnog i mandibularnog alveolarnog nastavka

u visini sredine korena zuba®.
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2.2. Dentalni plak

Nagomilavanje bakterija na ¢vrstim povrSinama nije fenomen vezan isklju¢ivo za
stomatologiju. Biofilmovi su svuda prisutni 1 prekrivaju sve povrSine uronjene u vodenu sredinu.
Biofilmovi su zastita bakterijama koje ih nastanjuju od antimikrobnih agenasa. Dentalni plak je
klasi¢an biofilm u ¢iji sastav ulaze bakterje i matriks u koji su one uronjene.

Gled je u prirodnim uslovima pokrivena tankom pelikulom koju sacinjavaju glikoproteini
(mucin) iz pljuvacke. Pelikula ima ulogu u selektivnom prijanjanju bakterija. Pelikulu prvo
naseljavaju bakterije sli¢ne kokama pored kojih se nalaze epitelne Celije i polimorfonuklearni
leukociti. Nekoliko sati nakon prijanjanja za pelikulu krece proliferacija ¢elija i1 stvaranje manjih
kolonija morfoloski sli¢énih mikroorganizama. Nastavlja se nastanjivanje pelikule mikroorga-
nizmima, tako da za nekoliko dana ve¢ postoji slozen sastav dentalnog plaka. Odlika zrelog
plaka je i prisustvo mrtvih bakterija koje predstavljaju dodatnu hranjivu osnovu za okolne
bakterijske kolonije *.

Dentalni plak koji se nagomilao nakon 24 h sastoji se uglavnom od streptokoka Strepto-
coccus sanguinis je najvazniji od tih organizama. U sledecoj fazi raste broj Gram pozitivnih
Stapicastih bakterija. Na kraju njihov broj se toliko povecava da postaju dominantne u odnosu
na streptokoke. Povrsinski receptori natalozenih Gram pozitivnih koka i bacila omogucavaju
dalje prijanjanje Gram negativnih organizama sa slabijom sposobnos$c¢u adheriranja. Nagomi-
lavanje dentalnog plaka po gingivalnom rubu dovodi do zapaljenskog procesa na gingivi, $to
moze dodatno uticati na sastav plaka. Usled dobre prokrvljenosti upaljena gingiva ¢esto krva-
ri §to dovodi do porasta bakterija sa povec¢anim parodontopatogenim potencijalom. Zbog spo-
sobnosti da enzimski vare proteine mnoge bakterije dentalnog plaka i ne zavise od prisustva
ugljenih hidrata. Takve bakterije ne stvaraju ekstracelularne polimere i nagomilavaju samo
plak koji ne prijanja ¢vrsto uz povrsine parodontalnog dzepa. U plaku parodontalnih lezija
dominiraju Gram negativne anaerobne $tapicaste bakterije, pogotovu anaerobne spirohete.

Starenje i sazrevanje dentalnog plaka podrazumeva porast sekundarne kolonizacije Gram
negativnih i strogo anaerobnih bakterija, $to doprinosi znacajnom povecanju njegove patoge-

nosti °.
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2.3. Gingivo -parodontalna bolest

Parodontalna bolest je zapaljenski proces tkiva parodoncijuma (gingiva, alveolarna
kost, cement, periodontalna vlakna) koji pogada pojedinacna ili multipna mesta u usnoj
duplji. Pod parodontalnom bole$¢u podrazumevamo sve od najranijih stadijuma marginalnog
gingivitisa do najuznapredovalijih destruktivnih parodontitisa, sa gubitkom vezivnog tkiva,
pripojnog epitela i kosti, $to rezultuje klacenjem i gubitkom zuba u zavr$nim stadijumima
bolesti. Zapaljenske parodontalne bolesti se karakteriSu periodima aktivnosti i periodima
remisije 1. To su hroni¢ne bolesti sa dugim tokom ukoliko se adekvatno ne lede *°.

Gingivitis je pocetni stadijum parodontalne bolesti i karakteriSe se: promenom oblika,
velicine, boje, konzistencije gingive, kao i krvarenjem na stimulus ili spontano kod jace izrazenog
zapaljenja. U najvecem broju slucajeva nastaje kao rezultat izlaganja dentalnom plaku nagomi-
lanom oko zuba, mada moze nastati i usled hemijske i mehanicke iritacije, kao rezultat hor-
monskog disbalansa ili primene odredenih lekova.

Bakterijski rastvorljivi produkti igraju vaznu ulogu u patogenezi hroni¢nih zapaljenjskih
bolesti. Destrukcija parodoncijuma je verovatno rezultat udruzenog dejstva bakterijskih produ-
kata 1 odgovora domacina na bakterije i njihove produkte. Zapaljenjski odgovor dovodi do
ulcerisanja gingive oko zuba, §to omogucuje prolazak bakterija i njihovih produkata u si-
stemsku cirkulaciju. Na taj nacin ove infekcije mogu narusSiti i opSte zdravlje i dovesti do
mnogih sistemskih bolesti.

Lezije gingive prouzrokovane gingivitisom mogu biti dugo stabilne i ne moraju nikada
progredirati u ozbiljna oStecenja parodoncijuma koja bi rezultirala gubitkom zuba. U literaturi
se Cak ova dva stadijuma parodontalne bolesti ¢esto smatraju odvojenim bolestima s objasnje-
njem da bakterijski plak prouzrokuje gingivitis, ali da stepen izraZenosti odgovora domacina
odreduje hoce li se ili neCe razviti hroni¢ni parodontitis. Kinane i Attstrom (2005) su u
preglednom radu procenjivali epidemioloske podatke vezane za gingivitis i hroni¢an paro-
dontitis i nezavisnost ovih dve bolesti doveli u pitanje *°.

Gingivitis se razvija brzo i postaje ocigledan nakon samo nekoliko dana ili nedelja izlo-
zenosti dentalnom plaku dok hroni¢ni parodontitis zahteva znatno duzi vremenski period izla-
ganja plaku 1 kamencu kako bi se ispoljio. Procenat nelecenih gingivitisa koji ¢e pre¢i u hro-
ni¢ni parodontitis za sada je nepoznat 17

Tradicionalne metode procene parodontalnog statusa podrazumevaju klinicke metode
merenja dubine parodontalnih dZepova, odredivanje parodontalnih indeksa, i radiografska

ispitivanja. Ova ispitivanja upucuju na rezultate destrukcije parodontalnog tkiva nastale kao
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posledice aktivnosti parodontalne bolesti. Konvencionalni parametri nisu u mogucnosti da
ukazu na intenzitet trenutne aktivnosti bolesti.

Novija biohemijska istrazivanja pljuvacke i GST imaju za cilj istrazivanje markera
zapaljenja koji bi ukazali na tacan nivo aktivnosti, kao i na stadijum progresije parodontalne
bolesti u momentu ispitivanja °>. Pomenuti napori dobijaju na posebnom znacaju ako se uzmu
u obzir istrazivanja koja ukazuju na povezanost rizika i napredovanja parodontalne bolesti sa

brzinom starenja celog organizma *.

2.3.1. Patogenetske promene na gingivi kod gingivitisa

Gingiva je zbog svog anatomskog poloZaja primarna zaStita ostalog parodoncijuma.
Posto je konstantno izloZena agensima usne duplje 1 patogenima dentalnog plaka neprestano
traje odbrana od njih. Zastitni mehanizmi su veoma cesto nedovoljni, pa nastaje zapaljenje i
razvoj destruktivnih procesa u njoj. Gingivalni epitel ima visoku sposobnost regeneracije. Epi-
tel je plo€asto slojevit sa izraZenom keratinizacijom 1 kao takav je jako otporan. Ostala paro-
dontalna tkiva su visoko diferentovana, tako da regeneracija nije znacajna. Zbog toga §to epi-
tel gingivalnog sulkusa ne orozava, on je najosetljivije mesto gingive. Kada dode do oste-
¢enja epitela gingive savladan je prvi mehanizam odbrane i to je uvod u parodontopatiju.

Primarna oStecenja gingive najceS¢e nastaju na delu interdentalne papile ispod kon-
taktne tacke posto je on pokriven epitelom koji ne orozava. Primarna oStecenja gingive na-
staju usled dejstva bakterijskih toksina i enzima. Pocetna oStecenja dovode dalje do zapaljivih
promena 1 zastitnih reakcija organizma koje Slede. ZasStitne reakcije mogu biti nespecifi¢ne 1
specificne.

Nespecifi¢na zastita se odvija fagocitozom koju vrSe neutrofilni granulociti, monociti i
makrofagi, dok je specifican vid zaStite zaStita antitelima. Neutrofili su mikrofagociti i oni su
prva linija odbrane. Oni prolaze kroz zidove kapilara dijapadezom i ameboidnim pokretima
dospevaju na mesto ostecenja. Tako nastaje celijski infiltrat koji je vidljiv i golim okom kao
uvecanje slobodne gingive. Nakon neutrofila na mestu oStecenja se pojavljuju monociti kao
makrofagociti. To su jako velike ¢elije koje se sporo krecu tako da se u infiltratu javljaju ka-
snije. Pomenute ¢elije fagocituju strane materije i razgraduju ih na taj nacin §to se oko njih u
citoplazmi formiraju citoplazmati¢ne granule sa enzimima lizozimi. Ovo je nespecifican vid
zaStite zato Sto nema diferencijacije.

Kada nespecifi¢na zaStita ostane nemoc¢na ukljucuje se specifi¢an vid zastite. Ovaj vid

zastite karakteriSe diferencijacija 1 zavisan je od vrste antigena. Odvija se uz ucesc¢e limfocita.
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U kontaktu sa antigenom limfociti se diferenciraju u dve populacije: plazmocite (B limfocite)
i T limfocite. Plazmociti se koncentriSu perivaskularno i u blizini bazalne membrane, ali
moze ih biti i duz kolagenih vlakana. Moze se desiti da usled izrazene infiltracije ove celije
potisnu, a kasnije i u potpunosti destruiraju vezivno tkivo.

Reakcija ranog senzibiliteta se odvija odmah nakon kontakta sa antigenom, dok se
reakcija kasnog senzibiliteta odvija minimalno 24 h nakon izlaganja antigenu. Reakcija ranog
senzibiliteta podrazumeva produkciju imunoglogulina IgA, 1gG, IgM, IgD, koji su zatim slo-
bodni u krvotoku kao cirkuliSuca antitela. Plazma ¢elije uvek stvaraju isti imunoglogulin na
odredeni antigen. Imunoglobulin E uéestvuje u ranom tipu senzibiliteta, on s¢ izrazito vezuje
za Celije bazofile 1 mastocite. Bazofili imaju veliko jedro bogato granulama koje su pune hista-
minom, serotoninom, bradikininom i brojnim proteolitickim enzimima. Mastociti su sli¢ni ne-
utrofilima, ali su uvek prisutni u tkivu. Plazmociti produkuju IgE koji se zatim vezu za opnu
mastocita, ostecuju ih i tada dolazi do njihove degranulacije. Osloboden histamin dovodi do
povecanja permeabilnosti krvnih sudova i edema, heparin antikoagulacionim dejstvom dalje
potencira krvarenje gingive. Umesto reSavanja zapaljenja nastaje njegovo produbljivanje.

Reakcija poznog senzibiliteta se karakteriSe uces¢em senzibilisanih limfocita. Oni di-
rektno napadaju antigene. Limfociti produkuju antitela koja ostaju u njima i na membrani kao
receptori kojima hvataju antigene 1 uniStavaju ih. Ovo postiZu oslobadanjem brojnih medijatora
koji perforiraju zid bakterije, ali ostecuju i okolno tkivo gingive i produbljuju zapaljenje.

Senzibilisani limfociti luce 1 limfotoksine u kontaktu sa antigenima koji inhibiraju migra-

ciju makrofaga, kao i druge medijatore koji za posledicu imaju resorpciju kosti *°.

2.4. Ortodontska terapija fiksnim aparatima

Terapija primenom fiksnih ortodontskih aparata zapoceta je jo§s u XVIII veku od strane
Fausharda i Huntera. Glavni ciljevi ovakve terapije su bili stvaranje prostora i pravilno postavlja-
nje zuba u zubni niz. Najveci doprinos razvoju fiksnih aparata dao je Angle krajem XIX i po-
¢etkom XX veka. Fiksni aparati koji se danas koriste bazirani su na Angleovom dizajnu i ideji.

Do danas je razvijen veliki broj tehnika lecenja fiksnim aparatima, ali tehnika koja je
najrasprostranjenija je tehnika pravog luka - Straight wire appliance (SWA). Sustina ove
tehnike lezi u specijalnom dizajnu bravica (potpuno programirane bravice), koje su originalno
potekle od Andrewsa. Ovakve bravice imaju individualne karakteristike slota za svaki zub u
odnosu na njegov meziodistalni nagib (angulacija), u odnosu na njegov bukooralni nagib

(tork ili inklinacija) i u odnosu na prominenciju krunice (in-out ili ofset za molare).
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Bravice se sastoje od baze sa retencijom, gde se nanosi kompozitni materijal, koji sluzi
za lepljenje bravice na zub, tela sa kracima za postavljanje ligaturnih gumica i slota bravice u
koji se postavlja luk. Bravice se lepe na sekuti¢e, o¢njake 1 premolare, dok se na molare lepe
tube ili se cementiraju prstenovi. Na trziStu postoji velik broj bravica metalnih i estetskih,
klasi¢nih 1 samoligirajucih, pa ¢ak i1 lingvalnih koje se pozicioniraju na lingvalnu povrSinu
zuba.

Tehnika pravog luka podrazumeva primenu pravih zicanih lukova u svim fazama tera-
pije. Ne koristi se savijanje zice u vidu bilo kakvih om¢i ili krivina.

Fiksni aparati se sastoje iz pasivnih i aktivnih elemenata. Pasivni elementi se fiksiraju
za zube i tako primenjenu silu prenose na zube. Aktivni elementi su izvor sile neophodan za
pomeranje zuba.

Pasivni elementi su: bravice, bukalne tube, ortodontski prstenovi, palatinalne i lingvalne
tube na molarima, pinovi na bravicama, lingvalni atamenti, omce, stoperi, ligaturne zice. Aktivni
elementi su: Zicani lukovi, elasticne gumice, elasti¢ni lanci, spiralne opruge, Zica kao izvor sile 1
magneti.

Terapija fiksnim aparatima odvija se u tri stadijuma: poc¢etni, intermedijatni i zavrsni.

U pocetnom stadijumu se odvija nivelacija zubnih nizova. Koriste se fleksibilni nitinol
lukovi razli¢ite debljine, pocev od 0,12, 0,14, 0,16. Blage sile koje se postizu primenom ovih
lukova su imperativ u pocetnoj fazi leCenja, koja u proseku traje 4-5 meseci. Na kraju ovog
perioda su korigovane rotacije, vertikalna i labiobukalna odstupanja u polozaju zuba.

U drugom ili radnom stadijumu terapije koriguju se anteroposteriorni dentoalveolarni
poremecaji, koriguje se odnos molara i incizalni stepenik.

U treéem, zavrSnom stadijumu leCenja odvija zavr$no doterivanje polozaja zuba,
interkuspidacije, zavrSna korekcija vertikalnih nepravilnosti. U SWA tehnici, u ovoj fazi se
primenjuju zavrsni ¢etvrtasti termo ili ¢eliéni lukovi koji obezbeduju maksimalno doterivanje

torka i angulacije zuba %.

Slika 8. Intraoralne fotografije pacijenta sa gornjim i donjim fiksnim aparatom
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Ortodontska terapija fiksnim aparatima podrazumeva fiksiranje bravica na svaki zub
pojedinac¢no, pri ¢emu su bravice povezane lukom (Slika 8). Uz primenu brojnih manje i vise
slozenih mehanickih postupaka resavaju se nepravilnosti okluzije, grupa i pojedinac¢nih zuba.
Ovaj sistem se pokazao izuzetno efikasnim i delotvornim zbog konstantnosti delovanja sila
na zube koje su dovoljno jake da ostvare Zeljeni efekat, ali i dovoljno slabe da imitiraju

bioloske sile nicanja zuba i ne dovedu do ozbiljnijih akutnih oSte¢enja parodoncijuma 2

Terapija fiksnim aparatima traje u proseku godinu i po dana, duzina terapije zavisi kako
od tipa nepravilnosti koji se koriguje, tako i od individualnog odgovora organizma na tera-
piju. Negativna strana fiksnih ortodontskih aparata je ta $to su konstantno prisutni u ustima
onemogucavajuéi adekvatnu oralnu higijenu i izazivajuéi mehanicke iritacije oralne sluzo-
koze. Veliki je broj polemika o uticaju ove terapije na zdravlje parodoncijuma pacijenata koji
su uglavnom deca ili mladi odrasli ljudi. Kod vecine pacijenata u terapiji fiksnim aparatima
prisutne su promene na gingivi (uvecanje, promena boje, konzistencije, oblika gingive ili
krvarenje na mehanic¢ku stimulaciju) (Slika 9). Danas je aktuelno pitanje koliko su ova stanja
opasna po parodoncijum najc¢es¢e mladih pacijenata i da li je period ortodontskog tretmana

dovoljan da izazove ireverzibilne promene parodoncijuma?

Slika 9. Intraoralne fotografije pacijenta pre i 8 meseci nakon postave fiksnih aparata sa

vidljivim znacima pogorsanja zapaljenskog stanja gingive u toku ortodontske terapije
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2.4.1.Ortodontska sila i pomeranje zuba

Ortodontsko pomeranje zuba je biomehanicki proces pokrenut delovanjem mehanicke
sile. One poticu od razli¢itih tipova ortodontskih aparata. Ovo pomeranje zuba se razlikuje od
fizioloskog pomeranja tokom nicanja, gde sila poti¢e iz samog parodontalnog ligamenta %.
Za razliku od deSavanja u parodoncijumu tokom normalih funkcija mastikatornog aparata,
ortodontsko pomeranije se zasniva na remodeliranju parodontalnog tkiva .

Proces kretanja zuba kroz kostano tkivo u toku ortodontskog tretmana ve¢ duze vreme
privla¢i paznju istrazivaca. Sila proizvedena ortodontskom terapijom uzrokuje stvaranje mi-
krooste¢enja u parodoncijumu 22 Pored ovih oStecenja javlja se i distorzija nervnih zavrSetaka
i parodontalnih ¢elija. Sve ovo ¢e dovesti do pojave zapaljenskog procesa. Zapaljenje u
parodoncijumu je odgovorno za zapocinjanje procesa remodelacije kosti. Otkriveni su brojni
citokini, bioloski aktivni molekuli, kao i transkripcioni faktori koji posreduju u regulaciji
ovog procesa *.

Primarna uloga u pokretanju lanca biohemijskih procesa kojima se regulisu celijske
aktivnosti tokom zapaljenskog procesa pokrenutog ortodontskom silom pripisuje se citokini-
ma?. Citokine izlu¢uju mahom imune éelije u odgovoru na razne stimuluse. Oni mogu delo-
vati autokrino (na Celije koje ih sekretuju), parakrino (na obliznje ¢elije) i endokrino (na uda-
ljene ¢elije). Vezuju se za receptore na Celijskim membranama i prenose signale koji posle-
di¢no dovode do promene genske ekspresije u njima.

Pored biohemijskih promena koje nastaju u parodoncijumu, postoje radovi koji ukazuju
na mogucénost postojanja bioelektri¢nih signala kao moguc¢ih medijatora transformacije meha-
nicke sile u ¢elijske signale koji omogucavaju remodeliranje koStanog tkiva. Basset i saradni-
ci (1962) su jo$ pre pola veka dokazali da se pod dejstvom mehanicke sile u tkivu javljaju
elektri¢ni potencijali %.

Da bi doslo do kretanja zuba kao odgovor na primenjenu silu u sklopu terapije mora do-
¢i do resorpcije na kompresionoj strani a do apozicije na strani tenzije. Postoje dva tipa po-
meranja zuba: pomeranje kroz kost i sa kostanim tkivom.

Ako je ortodontska sila dovoljno jaka nastace ishemija periodontalnog ligamenta (PDL)
na strani kompresije, hijalinizacija PDL prostora uz smanjenje broja ¢elija. Ovo je faza staze
u kojoj nema pomeranja zuba, posto se resorpcija ne razvija na periostalnoj povrsini alveolar-
ne caSice. Uporedo nastaje endoostalna vaskularizacija uz povecanje broja celija 1 otpocinje
endoostalna resorpcija zida alveolarne ¢asice ispod hijalinizovanog bezcelijskog predela peri-

odontalne membrane (podminirajuéa resorpcija). U ovom slucaju, zub se krece kroz kost, a
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resorpcija kosti se odvija van hijalinizirane zone PDL. Ako primenjena ortodontska sila nije
dovoljna da izazove okluziju krvnih sudova PDL, na strani pritiska nastaje reaktivna hipere-
mija krvnih sudova PDL. Nastaje diferencijacija osteoklasta na strani pritiska, a osteoblasta
na strani vuce. Resorpcija kosti se odvija na unutrasnjoj povrsini alveolarne casice izlozene
pritisku pod uticajem osteoklasta, a apozicija na unutra$njoj strani izlozenoj vuéi pod utica-
jem osteoblasta. Kombinovani procesi resorpcije 1 apozicije u alveolarnoj ¢asici udruzeni su
sa procesima remodelacije, §to znaci da se na endostalnoj strani u predelu pritiska odigrava
apozicija, a na strani vuce resorpcija. U ovom slucaju kaze se da se zub pomera zajedno sa
kosti. Ova vrsta pomeranja je pozeljna u ortodontskoj terapiji. Optimalna ortodontska sila je
ona koja najbrze pomera zube, a da pri tom ne dovodi do o$tecenja tkiva. Medutim univerzal-
no prihvaéen standard za prag i optimalne vrednosti sile ne postoji 2'.

Preterano jake ortodontske sile su svakako nepozeljne i mogu dovesti do ozbiljnih kom-
plikacija u terapiji. Usled dejstva ovakve sile prekida se u potpunosti snabdevanje periodontal-
ne membrane krvlju, nastaje njena nekroza i masivna podminirajuca resorpcija. Ovo je praceno
klacenjem zuba i bolom, dok kao posledica moZe nastati patoloska resorpcija korena ili anki-
loza zuba.

Da bi ortodontska sila imala efekta, stimulus koji ona predstavlja mora se prevesti u
intracelularni signal u mehanosenzitivnim ¢elijama. Iz mehanosenzitivnih ¢éelija informacija
se prosleduje dalje ¢elijama koje nisu mehanosenzitivne kako bi na kraju doslo do koordini-
sanog odgovora.

Da bi se ostvario efekat dejstva ortodontske sile moraju biti zadovoljeni slede¢i uslovi:

1. Ortodontska sila se mora prevesti u signal koji prepoznaju ¢elije (transdukcioni me-

hanizam)

2. Periodontalni ligamenti i alveolarna kost moraju posedovati mehanosenzitivne

¢elije.

3. Mehanosenzitivne ¢elije moraju posedovati receptore kako bi detektovale signal koji

¢e dalje biti preveden u intracelularni signal.

4. Intracelularni signali vode ka produkciji Celijskih medijatora za komunikaciju sa

ostalim ¢elijama.

5. Kao rezultat pomenutih dogadaja nastaje transkripcija i stvaranje prostanglandina E2

1 azot monoksida (NO), za koje se veruje da imaju vaznu ulogu u inicijaciji procesa

resorpcije i formiranja nove kosti.
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2.4.1.1.Mehanotransdukcija

Pretpostavlja se da postoje tri mehanizma transdukcije.

1. Mehanicko opterecenje periodontalnih ligamenata i kosti uzrokuje deformaciju ekstra-
celularnog matriksa. Mehanoosetljivost PDL ¢elija, osteoblasta i osteocita je povezana
sa veli¢inom deformacije.

2. Kost se opisuje kao vodom natopljeni sunder, tako da sila pritiska na jednoj strani
pomera intersticijalni fluid ka drugoj strani. Brzina pokretanja fluida direktno je po-
vezana sa veli¢inom aplikovane sile. Fluid struji u mrezi koStanih kanala prenoseci
pritisak na osteocite i druge kostane Celije.

3. Tecnost u kosti sadrzi razliCite jone. Pokretanje jona je uslovljeno mehanickim opte-
re¢enjem. Dolazi do nastanka elektricnog potencijala. Dokazana je osetljivost ¢elija
na elektri¢no polje.

U PDL ¢elijama usled dejstva ortodontske sile (usled kompresije ili istezanja) dolazi do
povecane aktivnosti razli¢itih gena. Pulziranje fluida koji prenosi pritisak reda veli¢ine sve-
ga 0,6 mPa uti¢e na intenziviranje genske ekspresije odgovorne za produkciju IL-8, pro-
stanglandina i NO.

In vitro eksperimenti na osteoblastima su ukazali da njihovo mehanicko istezanje nije
uslovilo pojacanu produkciju faktora za koje se veruje da su vazni medijatori u procesu kosta-
nog remodeliranja. Sa druge strane, izlaganje osteoblasta protoku te¢nosti uslovljava pro-
dukciju PG E2 i NO.

Osteociti ili terminalno diferentovani osteoblasti smesteni su u mineralizovanim kosta-
nim lakunama 1 komuniciraju medusobno nastavcima koji se protezu kroz uske kanale. To je
sistem koStane mreze koji ¢e prvi odreagovati na dejstvo mehanicke sile. Nova istrazivanja
ukazuju da je dovoljan i mali pritisak koji se prenosi fluidom u kosti, pa da dode do pojacane
ekspresije ciljnih gena i produkcije PGE i ciklooksigenaze COX-2 u osteoblastima. Ispitiva-

nja na pacovima ukazuju da su osteociti, kao i osteoblasti mehanosenzitivni.

2.5. Pljuvacka

Pljuvacka (saliva) predstavlja vaznu komponentu oralne homeostaze. Pljuvacka je me-
Savina sekreta tri para velikih i mnogih malih pljuvacnih Zlezdi, koje su smestene u submu-

koznom sloju usne duplje i faringsa. Velike pljuvaéne Zlezde su: parotidna, submandibularna,
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sublingvalna, dok se 700—1000 malih klasifikuju kao: labijalne, bukalne, palatinalne, tonzilar-
ne, retro molarne, lingvalne, faringealne, kao i one u oblasti laringsa i traheje.

Normalna, sveza pljuvacka je beliCasta penusava i1 viskozna te¢nost otuznog mirisa i
bez ukusa. Koli¢ina izlu¢ene pljuvacke u toku 24 h varira. Dnevno se izlu¢i 500—600 ml, pa ¢ak i
do 1200 ml. Sastav, kao i koli¢ina, zavise od tipa, intenziteta i trajanja stimulacije, nacina i
kvaliteta hrane, pola, doba dana, godina, opsteg zdravstvenog stanja i uzimanja lekova. Voda je
glavni sastojak pljuvacke i to 99% dok 1% cine organski i neorganski sastojci: neorganski
sastojci su: Ca Na, K, Cl, fosfati, rodanidi, S, Mg, J, Br, NH4, Cu i Fe, a organski: proteini,
ugljeni hidrati, masti, enzimi, vitamini i hormoni.

Pljuvacka ima brojne funkcije. Pored lubrikacije tkiva, pljuvacka odrzava neutralnu pH
sredinu koja omogucava remineralizaciju zuba jonima minerala prisutnim u njenom rastvoru.
Takode, pljuvacka pomaze 1 antimikrobnu funkciju delovanjem imunoglobulina i1 proteina.
Omogucava funkcije kao $to su govor, Zvakanje, gutanje hrane i §titi oralnu mukozu.

Lubrikantnu i antimikrobnu funkciju uglavnom ostvaruje bazi¢na nestimulisana pljuvacka,
dok se stimulacijom lu¢enja pljuvacke ostvaruju znacajni efekti ¢is¢enja i neutralizovanja oralnog
debrisa.

Sa aspekta biohemijskog sastava, porekla i vremena kada se lu¢i moZemo razlikovati
dva osnovna tipa pljuvacke: nestimulisanu i stimulisanu.

Nestimulisana pljuvacka predstavlja meSavinu sekreta parotidne, submandibularne, sub-
lingvalne 1 manjih mukoznih Zlezda. U kvantitativnom pogledu ona je u najvecoj meri produkt
submandibularne zlezde -65%, parotidne 20-25% i sublingvalne 5-7%. Njena pH varira u $iro-
kom spektru vrednosti od 6,1 do 7,5.

Stimulisana pljuvacka je gotovo u potpunosti proizvod sekrecije parotidnih pljuvaénih
zlezdi i predstavlja neposredan odgovor na nadrazaj. Pljuvacka takode odrzava i integritet
oralne mukoze i pelikule koja $titi zube nakon erupcije.

Pljuvacne zlezde se sastoje od dva funkcionalno i anatomski razli¢ita dela - acinusa i
duktusa. Acinus, sekretorni region obi¢no se sastoji od jedne ili najvise dve vrste Celija. To je
mesto skoro kompletne produkcije salivarnog fluida i sekrecije oko 85% egzokrinih proteina.
Fluidna, tecna komponenta pljuvacke je produkt lokalnog vaskularnog sistema u formi izoto-
ni¢ne primarne sekrecije u lumen acinusa. Primarni fluid se zatim putem sistema kanala (4-5
razlicitih tipova ¢elija) transportuje do usne duplje. Primarna pljuvacka je po sastavu elektro-

lita slicna plazmi. Ona se menja u izvodnim kanalima i stvara se sekundarna pljuvacka. U
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najvecoj meri dolazi do reapsorpcije jona Na* i CI" i u manjoj meri do sekrecije K* i HCO3’
jona. Takode dolazi do obogacivanja pljuvacke brojnim proteinima 14,

Pljuvacka odrazava Citav spektar normalnih i patoloskih stanja organizma, ukazujuci na
nivo fizioloskih sastojaka u tkivima u organizmu, brojnih molekula znacajnih sa aspekta terapije i
oporavka od bolesti, ali i molekula parametara emocionalnog, hormonskog, imunoloskog bolesti
statusa. Gotovo sve §to moze biti mereno u krvi moze biti mereno 1 u pljuvacci. Pljuvacka se
pouzdano moze Koristiti za detekciju HIV, virusa hepatitisa A,B,C, kao i u svrhu praéenja
prisustva droga u organizmu: marihuana, kokain, alkohol.

Pljuvacka se lako uzorkuje neinvazivnim metodama, Sto je manje stresno za pacijenta,
ne koaguliSe, lako se Cuva i transportuje. Procedure zasnovane na upotrebi pljuvacke u di-
jagnosticke svrhe su jeftinije i nose manji rizik za pacijenta, kao i za medicinsko osoblje koje
vr$i uzorkovanje.

Sa aspekta savremene stomatologije, pljuvacka danas nudi brojne moguénosti ispitiva-
nja i pracenja fizioloskih i patoloskih stanja tvrdih i mekih tkiva usne duplje. Smanjena sekre-
cija pljuvacke, nizak puferski potencijal pljuvacke i smanjena sposobnost za agregaciju ba-
kterija su parametri koja ukazuju na povecan rizik za pojavu karijesa.

Pljuvacka se koristi i za pracenje uznapredovalosti 1 faze parodontalne bolesti. Gubitak
epitelnog pripoja i produbljivanje parodontalnih dZzepova dovode do curenja fluida sli¢cnog
serumu, koji se naziva gingivalna sulkusna te¢nost (GST) u usnu duplju. Posto serum ima
50-70 puta vecu koncentraciju proteina, prose¢na koncentracija proteina u pljuvacci se
dramati¢no povecava, a koncentracija tipicnih komponenti seruma, kao $to su albumini, se
povecava i do 8 puta. Za vreme aktivnog perioda parodontalne bolesti povecanje koncentraci-
je markera zapaljenja, markera kosStane resorpcije, bakterijskih enzima i toksina, degradaci-
onih produkata vezivnog tkiva i proteina ekstracelularnog matriksa moZe biti detektovano ka-

ko u GST tako i u pljuvadci .

2.6. Gingivalna sulkusna te¢nost

Gingivalna sulkusna te¢nost je eksudat u gingivalnom sulkusu. Njena koli¢ina raste sa
pojavom i pogorsanjem zapaljenskog procesa na nivou periodoncijuma usled povecanja ka-
pilarne permeabilnosti u gingivi .

Cini je uglavnom serum, mada njen sastav moZe varirati u zavisnosti od stanja su-
sednog gingivalnog tkiva 1 prisustva bakterija tako da moze sadrzati ¢elije, imunoglobuline,

toksine, mikroorganizme i enzime *.
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Biohemijska analiza GST nudi moguénost neinvazivne procene zapaljenskog stanja pa-
rodoncijuma preko kvantifikacije i merenja razligitih molekula i bakterijskog prisustva®,
Bakterijski enzimi, degradacioni produkti bakterija i vezivnog tkiva, medijatori zapaljenja,
proteini ekstracelularnog matriksa, zajedno ili pojedina¢no, mogu biti detektovani za vreme
aktivne faze parodontalne bolesti ili za vreme ortodontske terapije fiksnim aparatima u ovoj

te¢nosti >4 %,

2.7. Mikrobioloska osnova parodontalnih oboljenja

U usnoj duplji postoji vise od 400 bakterijskih vrsta, ali se samo neke od njih smatraju
parodontalnim patogenima. Neki od ovih mikroorganizama se mogu naci u parodoncijumu
zdravih osoba, gde zive u harmoni¢nom odnosu sa domacinom.

Poseban znacaj u nastajanju parodontalnih lezija imaju Gram negativne bakterije. Por-
phyromonas gingivalis (P. gingivalis), Prevotella intermedia (P. intermedia), bacteroides
sapprofiticus, Campilobacter rectus, Selenomonas sapprofiticus izazivaju refraktorni periodon-
titis odraslih osoba®. Actino bacilus actinomicetem comitans (A. Actinomycetemcomitans),
Capnocytophaga sapprofiticus, Prevotela intermedia, E corrodens su udruzene sa parodontal-
nim oboljenjima mladih osoba *" %,

Slots i saradnici (1990) su sproveli studiju na 1624 pacijenata sa parodontalnom boles¢u
starosti od 15-89 godina®. Ispitivali su povezanost prisustva A. actinomycetemmcomitans i B.
intermediusa u odnosu na starosno doba. A. actinomycetemmcomitans je pokazao vecu preva-
lencu (75%) kod pacijenata mladih od 25 godina u odnosu na stare osobe (31%). B intermedius
nije pokazao predilekciju u odnosu na starosnu dob ispitanika. Dobijeni rezultati upuéuju da ne
postoji ni sinergisticka ni antagonisticka povezanost ova dva mikroorganizma pri njihovoj sub-
gingivalnoj kolonizaciji.

P. gingivalis, P. intermedia i bacteroides sapprofiticus se ubrajaju u tamnopigmentisane
anaerobne Gram negativne bakterije ¢iji su virulentni faktori prisutni u proteazi ¢elijske membra-
ne, lipopolisaharidima 1 citokinima koji predstavljaju krajnje metabolicke produkte. P. gingivalis
se najcesce nalazi u dubokim parodontalnim dzepovima, dok se P. intermedia i P. nigrescens
mogu nac¢i u plitkim dzepovima, apikalnim lezijama, ali i u zdravom parodoncijumu 0.4y
dubokim parodontalnim dZepovima, parcijalni pritisak kiseonika je nizak, dok je pH neutralan.
Ovi uslovi mogu da variraju u pli¢im dZzepovima u toku impakcije hrane, pranja zuba. P.
gingivalis raste u anaerobnim uslovima i neutralnoj pH, dok P. intermedia i Porphyromonas

nigrescens mogu preziveti 1 kiselu sredinu, pa se time i objasnjava njihova razlicita distribu-
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cija u usnoj duplji. Na distribuciju bakterija deluju i Seceri, dok P. gingivalis ne koristi Secere,
Prevotella spp ima saharolitiCku sposobnost. Glukoza je jedan od glavnih Secera koji se unosi
putem hrane, uzevsi u obzir da su i skrob i saharoza izvori ovog Secera. Glukoza ima ulogu u
regulaciji bakterijskih metabolickih enzima. Glukoza modifikuje proteoliticku aktivnost Capno-
cytophaga gingivalis, ali uti¢e i na proteolitiCku aktivnost P. intermedia, P. nigrescensi, P.
gingivalis u aerobnim uslovima 2.

U svom istrazivanju sprovedenom na 95 pacijenata starosti od 14-62 godina
Nonnenmacher i saradnici (2001) su ispitivali subgingivalnu mikrofloru. Pacijenti su imali
adultni parodontitis (AP), lokalizovani juvenilni parodontitis (LJP) i rapidno progredirajuci
parodontitis (RPP) . Rezultati su pokazali da su P. intermedia i Capnocytophaga spp. najcescée
prisutni mikroorganizmi u svim ispitivanim grupama. P. gingivalis i Peptostreptococcus micros je
bio najcesée prisutan u AP i RPP grupi, dok su A. actinomycetemcomitans i E. corrodens bili
prisutni kod AP, LJP, RPP pacijenata. Druge bakterijske vrste ukljuuju¢i Actinomyces spp.,
Streptococcus spp, 1 Eubacterium spp, su detektovane u razli¢itom nivou kod sve tri grupe
ispitanika. Na osnovu svojih rezultata, autori zaklju¢uju da je kompleksnost subgingivalne mikro-
flore udruzena sa razli¢itim grupama parodontalnih bolesti, §to ukazuje na potrebu njihovog
detektovanja kako bi se na vreme terapijski delovalo.

Virulentnost bakterija Prevotellae intermediae, P, nigrescens i P. gingivalis, moze biti mo-
difikovana uslovima sredine, kao na primer sastavom namirnica koje se konzumiraju. Glukoza je
glavni hranljivi supstrat oralnih mikroorganizama iako je njihovo snabdevanje glukozom
diskontinuirano i zavisi od razli¢itih faktora kakav je dubina dzepa. Saito i saradnici (2001) su
ispitivali uticaj prisustva glukoze na formiranje krajnjih citotoksi¢nih produkata i proteoliticku
aktivnost pomenutih mikroorganizama®'. Rezultati istraZivanja pokazuju da, iako se rast bakterija
P. intermedia i P. nigrescens u prisustvu glukoze povecava, dolazi do znacajnog smanjivanja
produkcijie krajnjih citotoksi¢nih faktora, ukljucujuci: sukcinat, izobutirat, izovalerat i amonijak.
ProteolitiCke aktivnosti bakterija, kao §to su razlaganje imunoglobulina, albumina i kazeina, se
smanjuju. Efekat glukoze na metabolicku aktivnost P. gingivalis nije uofen. Autori su izveli
zakljucak da se patogenost P. intermedia i P. nigrescensa moze smanyjiti prisustvom glukoze.

Turkkahraman i saradnici (2005) su sproveli ispitivanje na 21 pacijentu tretiranom fiksnim
ortodontskim aparatima ®®. Utvrdivali su da li postoji razlika u mikrobioloskoj flori pacijenata sa
primenjenim elasti¢énim ligaturnim gumicama 1 pacijenata kod kojih je primenjena Ziana liga-
tura. Rezultati pokazuju da ne postoji signifikantno znacajna razlika u gingivalnom indeksu, plak
indeksu 1 dubini dZepova izmedu ispitivanih grupa. Broj mikroorganizama je ipak bio ve¢i kod

pacijenata sa elasticnim ligaturama.
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2.8. Azot monoksid

Azot monoksid (NO) je slobodni radikal sa mnogobrojnim bioloskim funkcijama. On je
intra i intercelularni signalni molekul i deluje kao modulator niza fizioloSkih funkcija u
organizmu: regulacije vaskularnog tonusa, motiliteta creva, agregacije i adhezije trombocita,
formiranja i razgradnje kosti, brojnih imunoloskih funkcija, apoptoze, neurotransmisije. To je
visoko reaktivni molekul koji brzo difunduje kroz celijske membrane, stvara disocijabilne
komplekse sa razli¢itim molekulima i ostvaruje svoje efekte u skoro svim sistemima organa.
Sve ovo mu omogucuje da kontrolise Siroki spektar funkcija u organizmu 48

Endotelijalne i neuralne Celije produkuju NO, ali ga mogu produkovati i makrofagi kao i
druge Celije zapaljenja. Najvazniji stimulus za sintezu NO su bakterijski produkti. Kada se
sintetiSe u velikim koli¢inama, kao Sto se deSava u slucaju sepse, moze ozbilno nastetiti kardiova-
skularnoj funkciji */ ali, ima antibakterijsko dejstvo i smatra se vaznim molekulom u odbrani od
odredenih bakterijskih infekcija*®. Zapaljenjske éelije usne duplje takode produkuju NO™.
Postoje medutim 1 istrazivanja koja upucuju na to da polimorfonuklearni leukociti (PMNL)
pacijenata sa parodontalnom boleS¢u i1 gingivitisom suprimiraju produkciju i bioaktivnost NO. Za
PMNL izolovane iz parodontalnih dZepova je utvrdeno da imaju jak supresorni efekat u
poredenju sa PMNL iz venske krvi. Ima autora koji nalaze da pljuvacka pacijenata sa
parodontalnom boles¢u ne pogada niti suprimira produkciju NO u PMNL, dok pljuvacka zdravih
osoba stimulide produkciju NO *°.

In vivo, NO brzo reaguje sa O, i gradi stabilan oblik nitrit (NO;") koji je normalno
prisutan u ljudskoj pljuvagcei **. Zbog reaktivnosti i kratkog poluveka, direktna merenja NO iz
fluida ljudi su tesko izvodljiva. Nasuprot tome, merenje NO;" je znatno laksSe i jednostavnije.
Nitriti se takode stvaraju i mikrobioloSkom redukcijom nitrata (NOj3’) iz hrane. Postoje
protivure¢ni stavovi o vaznosti spomenutih izvora nitrita u ljudskoj pljuvacei. Kod ljudi nivo
salivarnog NO; prvenstveno zavisi od oslobadanja NO iz pljuvacnih Zlezda 2

Znacaj NO u zivim organizmima je determinisan njegovim reakcijama sa target mole-
kulima, a ove reakcije su uslovljene njegovim hemijskim okruzenjem. Bioloska reaktivnost
ovog vaznog medijatora moze se sumirati u ¢etiri osnovna metabolicka puta:

= destrukcija NO u reakciji sa hemoglobinom

= aktivacija guanil ciklaze

= transformacija u peroksinitrit

= interakcija sa tiol grupama
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Reakcija NO sa hemom hemoglobina smatra se jednim od osnovnih metaboli¢kih
puteva endogenog NO. Nakon sinteze, NO slobodno difunduje u vaskularni kompartment gde
ga hemoglobin vezuje pre nego §to stigne da reaguje sa ¢elijskim komponentama. U arterij-
skoj krvi, u aerobnim uslovima NO reaguje sa oksihemoglobinom, pri ¢emu nastaju nitrati i
methemoglobin. U anaerobnim uslovima reaguje sa deoksihemoglobinom, formirajuéi nitro-
zilisani hemoglobin. Hemoglobin takode moze da deluje kao depo azot monoksida u orga-
nizmu >,

Aktivacija guanil ciklaze se takode zasniva na Cinjenici da je guanil ciklaza enzim koji
sadrzi hem, pa vezivanje NO dovodi do konformacionih promena molekula ovog enzima, ko-
je dovode do direktne stimulacije kataliticke aktivnosti enzima i produkcije cGMP >,
Posledi¢na aktivacija cGMP-zavisnih protein kinaza, medijatora lokalne i globalne c¢elijske
signalizacije, i fosforilacija razlicitih ¢elijskih proteina predstavlja sponu koja se nalazi u
osnovi jednog od moguc¢ih mehanizama delovanja NO u ¢eliji.

Transformacija u peroksinitrit. U reakciji sa molekulskim kiseonikom (O,), NO se
konvertuje u azot dioksid (NO,). Ova reakcija se brzo odvija u gasnoj fazi, dok je u rastvoru,
pri fizioloskim koncentracijama reaktanata, poluvreme reakcije nekoliko sati. Stoga, u bioloskim
sistemima molekulski kiseonik nije primarna meta NO ™. Azot monoksid radije reaguje sa
superoksid anjon radikalom (O,), stvarajuéi snazni oksidant, peroksinitrit (ONOO")*°. Buduéi da
poseduje nespareni elektron, NO mozZe brzo da reaguje sa superoksid anjon radikalom (O5), koji
se stvara u intracelularnom i u ekstracelularnom kompartmentu, kada dolazi do produkcije
peroksinitrita®’. Stvoreni peroksinitrit reaguje sa brojnim biomolekulima, delujuéi kao selektivni
oksidant 1 nitriSu¢i agens. On vr3i nitrovanje tirozina 1 tirozinskih ostataka, stvaraju¢i nitrotirozin,
koji se moze detektovati in vivo. Koris¢enjem antitela na nitrotirozin otkriveno je da su reakcije
nitrovanja uklju¢ene u molekulske mehanizme patogeneze arteroskleroze, ishemije miokarda,
sepse, distres sindroma pluca, zapaljenjskih bolesti creva, amiotrofi¢ne lateralne skleroze i dr.

Interakcija sa tiol grupama. Obi¢no se tvrdi da su tioli glavne mete NO. On moze da
nitrozilie tiol grupe i pri tom se konvertuje u nitrozonijum jon (NO™). Ovaj jon zatim reaguje
sa tiol grupama, stvarajuci nitrozotiole koji mogu da prenose NO+ grupu na druge sulfhidrilne
grupe target proteina, formirajuéi stabilnije kovalentne veze *®. Stvoreni nitrozotioli se smatraju
prirodnim depoom i transportnim oblikom NO-a, koji ucestvuje u kontroli fluksa NO kroz ¢e-
liju, a time i u dostupnosti NO za druge metabolicke puteve. Smatra se da mehanizmi nitrova-
nja i nitrozilacije imaju vaznu ulogu u mehanizmima delovanja NO in vivo, kao $to su inhibici-
ja adenil ciklaze, aktivacija protein kinaze C, inhibicija NMDA receptora u CNS i nitrozilaci-

ja receptornih proteina. Nitrovanje ostataka tirozina i cisteina u nukleoproteidima i sledstvena
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aktivacija ili inhibicija ovih molekula nalaze se u osnovi bioloSkog odgovora na NO u
mnogim tkivima .

Neusaglasenost stavova o uceS¢u azot monoksida u fizioloskim, ali i brojnim patofizi-
oloskim stanjima (artritis, ateroskleroza, parodontalna bolest, infarkt miokarda kancerogene-
za, dijabetes, brojne neurodegenerativne bolesti i dr., dodatno se komplikuje ¢injenicom da

ovaj molekul ispoljava multiple i ¢esto paradoksalne efekte u organizmu.

2.8.1. Azot monoksid i gingivo-parodontalna bolest

Pozitivni efekti NO, bar kada je re¢ o zapaljenskim procesima parodoncijuma, se odno-
se na uniStavanje bakterija, a negativni na oStecenje sopstvenog tkiva preko mehanizama oksi-
dacije, nitritne reakcije, inhibicije enzima, ostecenja DNK i aktivacije metaloproteinaze. Kao i
drugi slobodni radikali, NO ucestvuje u aktivaciji prokolagenaza u neutrofilima i suprimira
deluje u napredovanju gingivalnih ostecenja preko gubitka kolagena.

Dosada3nji rezultati ispitivanja uticaja NO na resorpciju kosti kod hroni¢nih oboljenja
parodoncijuma nisu najjasniji. Literaturni podaci ukazuju na preventivne, ali i destruktivne
efekte NO na kost, verovatno u zavisnosti od njegove koncentracije. Budu¢i da NO ima zna-
¢ajnu ulogu u reakcijama na infektivne agense u oralnim tkivima, smatra se da ovaj molekul
u pljuvacei u parodontalnim bolestima moZze biti deo nespecificnog prirodnog mehanizma
odbrane protiv patogenih bakterija. Pritom je dokazano da lipopolisaharidi G(-) bakterija za-
jedno sa TNFa, IL1 1 TNFy predstavljaju znaCajne stimulatore sinteze NO u humanim 1 Zivo-
tinjskim ¢elijama.

Azot monoksid se u organizmu stvara pomo¢u dva mehanizma, nezavisnog i zavisnog.
Nezavisni mehanizam podrazumeva nastanak nitrita i nitrata iz hrane u procesu njenog razla-
ganja 1 fermentacije pod uticajem bakterija 1 enzima usne duplje kao 1 Zeludacne kiseline. U
direktnom mehanizmu sinteze ucestvuju enzimi NO sintaze.

SintetiSe se konverzijom L-arginina u L-citrulin pod dejstvom enzima azot monoksid
sintaze (NOS). Azot monoksid sintaza se javlja u tri izoforme: neuronalna (nNOS), endotheli-
jalna (eNOS), koja je prvi put otkrivena u ¢elijama vaskularnog endotela i induciblna (iNOS).
Dok nNOS i eNOS produkuju male koli¢ine NO tokom kratkog vremenskog perioda, koji
prati stimulaciju receptora, INOS se aktivira kao odgovor na proinflamatorne stimuluse i pro-
dukuje velike koli¢ine NO ®. Prve dve forme enzima, nNOS i eNOS, su zavisne od intrace-

lularnog kalcijuma i koli¢ina NO koji produkuju je mala, na pikomolarnom nivou, i nestaje za
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manje od 4 s. Nasuprot tome, iNOS produkuje NO u makrofagima koji su prethodno stimuli-
sani od strane inflamatornih citokina, kao §to je IL-1, koli¢ina produkovanog NO je veca, na
nano molarnom nivou, a sintetisani NO je stabilan nekoliko sati ®*.

Indukcija ekspresije iNOS moze inhibirati fibroblastnu proliferaciju i uzrokovati
apoptozu, pa i na taj na¢in moze dovesti do disbalansa destrukcije i reparacije tkiva paro-

doncijuma ®%.

2.9. Nuklearni faktor kappa B, RANKL i OPG

Nuklearni faktor kappa B (nuclear factor kappa-light-chain enhanser of activated B
cells - NF-kB) je proteinski kompleks koji kontrolise transkripciju DNK. Pronaden je kod go-
tovo svih tipova zivotinjskih ¢elija i igra ulogu u ¢elijskom odgovoru na stimuluse kakvi su:
stres, citokini, slobodni radikali, ultravioletno zracenje, bakterijski ili virusni antigeni % On
ima kljuénu ulogu u regulaciji imunog odgovora na infekciju. Nepravilna regulacija NF-xB
se povezuje sa nastankom kancera, zapaljenskih i autoimunih bolestih, septickim Sokom, vi-
rusnim infekcijama i nepravilnim razvojem imuniteta.

Svi proteini iz porodice NF-kB dele Rel Homology domen na svom N kraju. Subpo-
rodica proteina koja ukljucuje RelA, RelB i c-Rel ima transaktivacioni domen na svojim C
krajevima. Proteini NF-kB1 i NF-kB2 se sintetisu kao veliki prekursori p105 i p100 koji dalje
podlezu obradi kako bi nastale zrele NF-kB subjedinice ** ®.

Pomenuti NF-«B je bitan u smislu regulacije ¢elijskog odgovora zato $to pripada kate-
goriji brzodelujucih transkripcionih faktora, to je faktor koji je takode prisutan u ¢eliji, ¢ak i u
inaktivnom stanju, i ne zahteva novu celijsku sintezu kako bi se aktivirao. Ove ¢injenice
objasnjavaju zasto je NF-«kB prvi faktor odgovora na oStecujuca dejstva koja deluju na Celiju.
Brojni faktori kao $to su: faktor tumorske nekroze o (TNF-a), IL-1p, bakterijski lipopolisaha-
ridi (LPS), kokain i jonizujuée zragenje dovode do njegove aktivacije .

Osteoprotedzerin (OPG), receptor aktivator NF-kB ligand (RANKL) i membranski
receptor (RANK) su proteini-ligandi koji pripadaju superfamiliji receptora za faktor tumorske
nekroze i funkcionisu kao parakrini regulatori osteoklastogeneze i kostanog metabolizma ®” .

Osteoprotedzerin predstavlja protein sastavljen od 380 aminokiselina. On se sekretuje
kao solubilni protein. Poznato je da je mitohondrijalna RNK za OPG eksprimirana u brojnim
tkivima® ali je OPG protein uglavnom sekretovan od strane osteoblastne éelijske linije i aktivisa-
nih T limfocita. Njegova glavna uloga je u inhibiciji diferencijacije osteoklasta i u stimulaciji nji-

hove apoptoze. Membranski receptor RANK je sastavljen iz 616 aminikiselina. Nalazi se na
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povrsini Celijske membrane prekursora osteoklasta. Protein RANKL je sastavljen iz 317
aminokiselina, produkuju ga Celije osteoblastne linije i aktivisani T limfociti. Kada je RANKL
eksprimiran od strane ¢elija osteoblastne loze vezan je za Celije, a kada je eksprimiran od strane T
limfocita, on je solubilan i nalazi se kao slobodan (s-RANKL).

Cinjenica da su kostani rast i remodeliranje kostanog tkiva poremeéeni kod autoimunih
bolesti, kakva je reumatoidni artritis, pokrenula je istrazivanja sa svrhom da se pronadje me-
hanizam kojim imuni sistem deluje na kosti. Sedamdesetih godina proslog veka postalo je jasno
da ¢elije imunog sistema luce solubilne faktore koji uticu na osteoklastima posredovanu re-
sorpciju kosti. Od tada pocinje potraga za faktorom nazvanim faktor osteoklastne diferencija-
cije, odnosno molekulom koga luée imunociti, a koji regulise diferencijaciju osteoklasta " Go-
dine 1998. otkriven je RANKL, molekul koga lu¢e osteoblasti, a stimuliSe diferencijaciju
osteoklasta. Mitohondrijalna RNK za RANKL je eksprimirana u velikoj meri u koStanom tkivu i
koStanoj srzi, kao 1 u limfoidnom tkivu. Uloga RANKL je da stimuliSe formiranje, fuziju, diferen-
cijaciju, aktivaciju i prezivljavanje osteoklasta, pa samim tim i utie na pojacavanje kostane re-
sorpcije ",

Bioloski efekat RANKL-a se ostvaruje u onom trenutku kada se veze za receptor RANK.
Efekti OPG su drugaciji od onih koji su posredovani RANKL, zato §to je OPG solubilni anta-
gonist receptora, jer vezuje i neutralizuje RANKL i sprecava nastanak RANKL-RANK inter-
akcije ™. Ovo objasnjava zasto resorptivna aktivnost osteoklasta, indukovana solubilnim RANKL
ili RANKL vezanim za Celijsku povrSinu moZe u potpunosti biti kompromitovana prisustvom
OPG. Moze se izvesti zakljucak da je sistem RANK, RANKL 1 OPG onaj koji reguliSe koStani
metabolizam i biologiju osteoklasta.

Osteoprotedzerin uglavnom funkcioni$e kao lazna meta receptor za RANKL. Produkuje
se u brojnim tkivima medu kojima su: koStano tkivo, intestinum, kardiovaskularni sistem,
bubrezi, plu¢a, hematopoezne ¢elije, celije imunog sistema, jetra, mozak, kicmena mozdina 1 tire-
oidna Zlezda ™. Njegova ekspresija je modulisana od strane raznih citokina, proteina, hormona,
lekova "®. Citokini koji su ukljudeni u regulaciju ekspresije OPG su: TNF-a. IL-ia, IL-18,
transformisuci faktor rasta § (TGF ) 1 steroidni hormoni kao na primer 178 estradiol 8

Prisustvo OPG u serumu je od velikog znacaja za odrzavanje kostanje mase, posto vezuje
cirkulisu¢i RANKL koji je u visku. Mitohondrijalna RNK za RANKL je visoko eksprimirana u
kostanom tkivu, kosStanoj srzi, limfoidnom tkivu, jetri, slezini i timusu 82 Solubilna forma
RANKL-a je sposobna da indukuje formiranje osteoklasta u odsustvu ¢elijske forme. Moguce

objasnjenje je diferencijacija perifernih mononuklearnih ¢elija i makrofagima sli¢nih ¢elija krvi 8
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Kao solubilni protein, RANKL je produkovan od strane aktivisanih T limfocita, pa je koStana
resorpcija regulisana od strane imunog sistema, gde T ¢elijska ekspresija RANKL moze voditi i u
patoloska stanja, kao §to su parodontitis i autoimuni artritis ®. Smatra se da OPG zato §to inhibise
aktivnost RANKL moze imati terapeutsko dejstvo za razne bolesti.

Sistem OPG-RANKL-RANK je instrument za interakciju izmedu kostanog, vaskular-
nog i imunog tkiva. U krvotoku postoji znacajno prisustvo OPG i solubilne forme RANKL, a
merenja njihovih koncentracija pruzaju uvid u regulatorni mehanizam ovog sistema. Tako je
na primer nivo OPG visok u serumu Zena u postmenopauznom periodu Zivota kod kojih postoji
osteoporoza. Ovo se objaSnjava kao homeostatski mehanizam za limitiranje brzog gubitka
kostanog tkiva 8

Pomenuti ligandi takode vrSe znacajnu funkciju u regulaciji remodeliranja kosti za vreme
ortodontskog pomeranja zuba®. Malo se zna o nivou RANKL i OPG u humanoj GST za vreme
ortodontske terapije. Vecina studija je bila usmerena na nivo pomenutih liganada u GST
pacijenata sa parodontalnom boles¢u. Bolje razumevanje sistema RANKL-OPG moglo bi voditi
ka razvijanju novih klini¢kih tehnika i definisanju najoptimalnijih sila koje se mogu upotrebiti u

cilju pomeranja zuba.

2.9.1.RANKL i gingivo- parodontalna bolest

Gingivalna sulkusna te¢nost je pogodna za neinvazivnu analizu parodontalnog stanja,
ukljucujuéi ispitivanja markera vezivnog tkiva i kostane resorpcije®®. Ekspresija RANKL i
OPG je regulisana sistemskim i lokalnim stimulusima, uklju¢ujuc¢i hormone, medijatore zapa-
ljenja, bakterijske produkte i imunosupresivne lekove®. Kljugna uloga ekspresije RANKL i
OPG u regulaciji destrukcije kosti je dokazana u nekoliko in vivo modela bolesti, ukljuc¢ujuci
reumatoidni artritis i parodontitis ® . Postoje studije koje potvrduju da RANKL i OPG mogu
biti detektovani u humanoj GST, kao i da je nivo RANKL povisen, a nivo OPG snizen kod
parodontitisa ili za vreme ortodontskih tretmana® 2. Odnos RANKL/OPG je jako vazan faktor
u regulaciji resorpcije kosti u periodontalnom, kao i periapikalnom okruzenju. U homeostatskim
uslovima, odnos RANKL i OPG je uravnotezen, pa je osteoklastogeneza limitirana. Sa zapa-
ljenjskim stimulusima odnos RANKL/OPG se remeti u korist RANKL, $to vodi u patogenu re-

sorpciju alveolarne kosti.

Interesantno je i to da TNF- a, interleukin-1f (IL 1B), IL-6 i prostanglandin E2 uti¢u na
porast nivoa IRNK za RANKL i samog proteina, dok citokini i prostanglandini pospeSuju

inhibiciju transkripcije iRNK za OPG i smanjuju nivo proteina u osteoblastima ’’. Baltacioglu i
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saradnici (2014) su u sprovedenoj studiji ispitivali meduzavisnost izmedu totalnog oksidantnog
statusa (TOS), nivoa RANKL i OPG kao i RANKL/OPG odnosa u serumu i GST kod

.. .y . . v r 93
pacijenata sa hronicnom i generalizovanom akutnom parodontalnom boles¢u ™.

Zdrav parodoncijum

Slika 10. Uticaj RANKL/OPG odnosa na ko$tanu resorpciju

u zdravom i bolesnom parodoncijumu *.

U studiju su ukljucili 30 pacijenata sa hronicnom, 30 sa akutnom parodontalnom boles¢u 1
28 sa zdravim parodoncijumom. Vrednosti TOS, RANKL i RANKL/OPG odnosa u GST i
serumu su ocekivano bile statisticki znacajno vise kod pacijenata sa parodontalnom boles¢u u
odnosu na kontrolu, pri ¢emu je ovo povecanje evidentnije kod akutne u odnosu na hroni¢nu
bolest. Ovo ukazuje da je oksidativni stres blisko povezan sa izrazeno$¢u parodontalne bo-

lesti 1 sa biomarkerima koStane resorpcije.

2.9.2. Bi T limfociti kao primarni izvori RANKL u kostanim lezijama

kod parodontalne bolesti

U istrazivanjima celijskih izvora RANKL u lezijama partodontalne bolesti najceSce se
koristi enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) test i dvobojna konfokalna mikroskopska
analiza. Rezultati dobijeni ELISA testom nedvosmisleno pokazuju vecu produkciju solubilnog
RANKL u gingivalnom tkivu pacijenata sa parodontalnom bole$¢u u poredenju sa zdravim

tkivom. Konfokalna mikroskopska analiza pokazuje da su upravo T i B limfociti, a ne monociti
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ili fibroblasti osnovni izvor RANKL u kostanim lezijama kod parodontalne bolesti. Zato se 1
smatra da T 1 B limfociti igraju najvazniju ulogu u progresiji i patogenezi bolesti %,

Kawai i saradnici su dokazali uticaj regulacije funkcije i aktivacije T limfocita u
progresiji parodontalne bolesti *® . U daljim studijama je dokazan uticaj T limfocita speci-
fiénih za A. actinomycetem comitans u progresiji parodontalne bolesti na pacovima inficiranim
sa A. actinomycetemcomitans ®. T limfociti izolovani iz gingivalnog tkiva miseva imunizova-
nih na A. aktinomicetem comitans i P. pneumotropica su uzgajani in vitro, a produkovali su
SRANKL kao odgovor na prisustvo antigena obe bakterije. T limfociti iz gingive neimunizo-
vanih mi$eva nisu reagovali produkcijom sRANKL na prisustvo bakterijskih antigena. Ovakvi
rezultati pokazuju da pomenuti mikroorganizmi preko T limfocita indirektno uti¢u na ekspre-
siju RANKL kod osoba sa parodontalnom boleséu *.

Posto su bakterije uklju¢ene u nastanak parodontalne bolesti ekstracelularni patogeni,
CD4+ T limfociti imaju najvazniju ulogu u prepoznavanju antigena ovih bakterija. Baker i
saradnici (1999) isti¢u da je gubitak kosti manji kod CD4+ deficijentnih miseva nakon infekcije
bakterijskim patogenima, dok ova pojava nije uogena kod CD8+ deficijentnih miSeva *®. Ima i
drugih studija koje ukazuju da su CD4+ T limfociti predominantni u gingivalnom tkivu kod
osoba sa parodontalnom boles¢u 1 da oni eksprimiraju RANKL mnogo viSe od dendriticnih
¢elija ili monocita. Neopredeljene, prirodne CD4+ helper celije mogu biti podstaknute na
diferencijaciju u T helper Celije (Thl, Th2, Th17 ili regulatorni T limfocit (Treg) zavisno od
prisutnih citokina. Citokini kao $to su IL-27, IL-6, IL-12 mogu u velikoj meri vrSiti inhibiciju
ekspresije MRANKL i sekrecije SRANKL u CD4+ T limfocitima . Kod Th 17 éelija, IL-27
mnogo manje efikasno inhibise RANKL ekspresiju nakon restimulacije, pa zakljuéujemo da
razliCiti tipovi T Celija igraju razlicite uloge u regulaciji ekspresije RANKL.

Vise od 90% B limfocita iz ljudskog obolelog parodontalnog tkiva eksprimira RANKL,
nasuprot T limfocita od kojih samo 54% eksprimira RANKL. Izgleda da B limfociti ne zahte-
vaju prisustvo T limfocita da bi izazvali resorpciju kosti (Slika 11). Kod pacova sa kongeni-
talnim nedostatkom timusa i eksperimentalno izazvanom parodontalnom boles¢u kada se
injekcijom ubrizgaju B limfociti donora, produkcija RANKL i posledi¢na diferencijacija oste-
oklasta se znacajno uvecava kod pacova koji su primili limfocite imunizovane na A. actinomy-
cetemcomitans u odnosu na grupu pacova koja je primila ne imunizovane limfocite 1%, Han i
saradnici (2009) su u svojoj studiji zakljucili da je ekspresija RANKL u B-limfocitima pre
posledica aktivisanja ovih ¢elija u okviru adaptivnog imunog odgovora nego njihove prirodne

103

urodenje imune reakcije na A. Actinomycetem comitans — . Preimunizacija zivotinja sa A.
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Actinomycetemcomitans vodi u pojacanu B ¢elijsku reakciju koja podrazumeva pojacanu

ekspresiju RANKL.

2.9.3. Osteoblasti, osteoklasti i ekspresija RANKL u parodontalnom tkivu

Kod miseva sa deficijencijom RANKL u osteoblastnoj liniji postoje manje mogucénosti
za gubitak kosti prouzrokovan ovarijektomijom, kao i manja moguénost za gubitak kosti vili-
ca kod postojanja artritisa. Kod miSeva koji imaju deficijenciju za RANKL u T limfocitima
ne postoji ovakav zastitni potencijal u odnosu na kostano tkivo. Namece se zakljuc¢ak da oste-
oblastna linija ima znaGajniju ulogu u ko3tanoj resorpciji ‘%, Atkins i saradnici (2003) su
dosli do rezultata koji ukazuju da je ekspresija RANKL povezana sa stadijumom diferencija-
cije humanih osteoblasta, a da je RANKL viSe eksprimiran od strane nezrelih osteoblasta,
dok ekspresija opada sa njihovim sazrevanjem %.

Postoje studije koje tvrde da su osteociti, a ne osteoblasti ili njihovi progenitori glavni
izvor RANKL koji ¢e uticati na formiranje osteoklasta u trabekularnoj kosti. Nakashima i
saradnici (2011) istiCu da in vitro precis¢eni osteociti produkuju statisticki znacajno vise
RANKL u poredenju sa osteoblastima i marginalnim stromalnim ¢elijama kosti, pa samim
tim imaju veéi potencijal za podrzavanje osteoklastogeneze '®. Xiong i O'Brien (2012) su
ispituju¢i miseve sa osteocitima sa nedostatkom sposobnosti za produkciju RANKL dosli do
zakljucka da je modelovanje metafizealnog korteksa dugih kostiju (femura) kontrolisano od
strane drugih celija u ve¢oj meri nego od strane osteocita 197 Autori zakljucuju da RANKL

sintetisan od strane osteocita igra verovatno vecu ulogu u remodelaciji kosti.

2.9.4. Makrofagi i ekspresija RANKL u parodontalnom tkivu

Makrofagi nisu glavni izvor RANKL u parodontalnom tkivu u toku parodontalne bolesti ali
mogu da utiCu na njegovu ekspresiju preko svojih pattern recognition receptora (PRRs) i preko

108

citokina ™. Makrofagi vrSe fagocitozu, prepoznaju parodontalni patogen, a zatim pokrecu seriju

intracelularnih dogadaja koji vode ka aktivaciji NF-kB i kulminiraju ekspresijom zapaljenskih

medijatora %

. Interesantno je da se broj ¢elija koje eksprimiraju Toll-like receptor 2 (TLR2), ali
ne i onih koje eksprimiraju TLR4 receptore, povecava linearno kod pacijenata sa zapaljenjskim
procesom na gingivi. Ovo ima veze sa ¢injenicom da vecina suspektnih parodontalnih patogena
prvenstveno aktivira TLR2 receptore. Regulacija ekspresije ovih receptora, kao i njihova akti-

vacija od strane parodontalnih patogenih bakterija upucuje da oni imaju potencijalno znacaj-
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nu ulogu u patogenezi parodontalne bolesti. To da li ovi receptori igraju ulogu u balansiranju
zastitnog imuniteta ili destruktivnog zapaljenja jos uvek nije potpuno razjasnjeno 109

Klinicke 1 eksperimentalne studije su pokazale da je prepoznavanje P. gingivalis od
strane PRR receptora prvi korak u reakciji domacina na njega, a da se TLR grupa receptora
pojavljuje kao glavna grupa PRR receptora u procesu prepoznavanja P. gingivalis eksponira-
nja 1 daljeg signaliziranja. Ekspeimentalna studija na misevima je pokazala da signalizacija
preko TLR2 vodi ka gubitku oralne kosti **°.

Rezultati dobijeni u klini¢kim studijama koje koriste pristup genskog polimorfizma se
ne podudaraju sa tim da je glavna uloga u patogenezi parodontalne bolesti u TLR receptorima .
nisu uspeli da dokazu vezu izmedu TLR2 receptora i periodontalne bolesti. Verovatno je da pored
TLR i drugi PRR receptori mogu doprinositi razvoju parodontalne bolesti. Baer i saradnici (2009)
smatraju da Scavenger receptor A, koji se eksprimira od strane makrofaga kao deo odgovora na
prisustvo P. gingivalis, igra ulogu takode i u ekspresiji TNF-a S§to dalje dovodi do ekspresije
RANKL ™2,

Proliferacija i diferencijacija osteoklasta moze biti pospeSena od strane TNF-a ali u
prisustvu RANKL. Resorptivna aktivnost osteoklasta diferentovanih pod uticajem TNF-a, a u
odsustvu RANKL zavisna je pre svega od IL-1 koji je eksprimiran u interakciji limfocita i

monocita 13

. Vazna uloga TNF-a i IL-1 u procesu parodontalne bolesti u regulaciji osteokla-
stogeneze je veé dokazana u in vitro i in vivo studijama*** . Dokazana je i pozitivna kore-
lacija izmedu TNF-a i IL-1 i RANKL kod eksperimentalno prouzrokovane parodontalne bo-
lesti *°. Fujihara i saradnici (2014) su pokazali da TNF-a pospesuje ekspresiju RANKL od
strane gingivalnih epitelijalnih ¢elija'*’. Humani fibroblasti iz periodontalnog ligamenta su
sposobni da pod uticajem IL-1p i TNF-a inhibiraju osteoklastogenezu na taj nacin $to produ-
kuju vise OPG nego RANKL ™8, deVries i saradnici (2006) su detektovali visok nivo OPG u
kulturi fibroblasta dok RANKL nije detektovan **°.

Mononuklearne ¢elije u prisustvu fibroblasta ne prouzrokuju kostanu resorpciju, Sto je
jos jedna vrsta dokaza da fibroblasti sekretuju inhibitorne faktore za gubitak kosti. Ovo vodi
ka disfunkciji ¢elija sli¢nih osteoklastima. Nespopsobnost mononuklearnih ¢elija da u pri-
sustvu fibroblasta resorbuju kost se moze promeniti dodavanjem macrophage colony-stimu-
lating factor-a (M-CSF) i RANKL u medijum kultre. Ovakvi rezultatati upucuju da fibrobla-
sti u okolini zuba ipak mogu biti sposobni da otpocnu formiranje Celija sli¢nih osteoklastima,

ali njihova primarna 1 jo§ vaznija uloga je u spre¢avanju kostane resorpcije.
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Slika 11. Diferencijacija osteoklasta pod uticajem parodontalnih patogena .

2.10. Citokini

Citokini su mali sekretorni proteini koji posreduju i reguliu imune reakcije, zapaljenja
i hematopoeze. Ovi proteini se stvaraju de novo kao reakcija na imuni stimulus. Oni obi¢no,
mada ne uvek, deluju sa kratkog rastojanja, Sire se u kratkom vremenskom intervalu i u
niskoj koncentraciji. Deluju vezujuéi se za membranske receptore, koji zatim putem se-
kundarnih glasnika najcesce tirozin-kinaze uti¢u na gensku ekspresiju.

Reakcija na citokine ukljucuje: povecanje ili smanjenje ekspresije membranskih pro-
teina ukljucujudi tu i citokinske receptore, Celijsku proliferaciju i sekrecju efektornih moleku-
la. Citokini su generalno prihvac¢eno ime, druga imena koja se upotrebljavaju su i limfokini
(citokini sekretovani od strane limfocita), monokini (citokini sekretovani od strane monocita),
hemokini (citokini sa hemotaksi¢nom aktivnosc¢u) i interleukini (citokini produkovani od
strane jednog leukocita da bi delovali na druge leukocite).

Citokini mogu delovati na ¢elije koje su ih sekretovale (autokrina aktivnost), na susedne
Celije (parakrina aktivnost) ili iz nekog razloga ulaze u cirkulaciju i deluju na udaljene celije
(endokrina aktivnost). Uobi¢ajena je pojava da razliciti tipovi ¢elija sekretuju odredeni citokin
ili da jedan citokin deluje na viSe razli¢itih tipova celija. Najcesce se produkuju u kaskadama,
posto jedan citokin stimuliSe njegove ciljne ¢elije na produkciju novih citokina. Mogu takode
da deluju sinergicki (dva ili viSe citokina pojacavaju medusobno svoja dejstva) ili antago-

nisticki (dva ili viSe citokina umanjuju ili isklju¢uju medusobno svoja dejstva 121
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Pro-inflamatorni citokini stimuliSu zapaljenje. Glavni pro-inflamatorni citokini koji su
odgovorni za fazu ranog odgovora su: IL-1a, IL-1p, IL-6 i TNF-a. Drugi pro-inflamatorni me-
dijatori ukljucuju interferon-y (IFN-y), Transformisuci faktor rasta — beta transforming growth
factor-beta (TGF-B), IL-8, IL-11, IL-12, IL-17, IL-18 i mno$tvo drugih hemokina. Pro-infla-
matorni citokini mogu delovati poput endogenih pirogena (IL-1,IL-6,TNF-a) koji regulisu
sintezu sekundarnih medijatora i ostalih proinflamatornih citokina preko makrofaga i mezenhi-
malnih ¢elija (fibroblasti, epitelijalne i endotelijalne ¢elije), stimuliSuc¢i produkciju proteina
akutne faze ili privlace¢i éelije zapaljenja 22272,

Antiinflamatorni citokini deluju protiv razlicitih oblika zapaljenja, Sto doprinosi kontroli
zapaljenskog odgovora in vivo. Ovi medijatori deluju uglavnom preko inhibicije produkcije
proinflamatornih citokina ili preko blokiranja njihovih bioloskih efekata. Glavni anti-inflamatorni
citokini su IL-4, IL-10 i IL-13. Ostali anti-inflamatorni medijatori su: IL-16, IFN-a, TGF-f, IL-1
antagonist receptora (IL-1ra), faktor stimulacije granulocitne kolonije, granulocyte-colony
stimulating factor (G-CSF), kao i rastvorljivi receptori za TNF ili IL-6. Cisti efekt zapaljenskog
odgovora je odreden balansom izmedu pro- i anti-inflamatornih citokina. Tip, trajanje i obim
¢elijske aktivnosti uzrokovane ta¢no jednim citokinom u velikoj meri zavise od prirode target
¢elije i mikro okruzenja same celije. Tako na primer, na reakciju ¢elije uti¢u stadijum rasta i

aktivnosti Celije, kao i tip ¢elija u okolini, koncentracija citokina i prisustvo drugih citokina 121

2.11.Faktor tumorske nekroze-a

Faktor tumorske nekroze alfa je protein iz familije citokina koji ima znacajnu ulogu u
sistemskom zapaljenju. Pripada grupi citokina koja stimuli$e sintezu proteina akutne faze za-
paljenja. Re¢ je o trimeru sastavljenom iz tri identi¢éne osnovne jedinice (homotrimer) i ima
molekulsku masu od 51 kDa %,

Primarno se stvara kao stabilan transmembranski protein tip 11 sastavljen od 212 amino-
kiselina. Iz ove forme, integrisane u membranu, solubilni citokin se oslobada zahvaljujuci
proteoliti¢koj aktivnosti metaloproteinaze - TNF-a konvertuju¢eg enzima (TACE). Za proto-
mer TNF-a je karakteristicna ,,jelly roll" beta struktura koju formiraju talasasto uredeni 1
neuredeni delovi peptidnog lanca. Ova struktura je karakteristicna za TNF-a familiju citokina,
a nalazi se i u proteinima virusnih kapsula. Kod ljudi, TNF-a je kodiran genom lokalizovanim
na hromozomu 6 (6p23-6q12), unutar lokusa za glavni histokompatibilni kompleks. Ima brojne
nazive 1 skracenice: kahektin, citotoksicni faktor (CF), endogeni pirogen (EP), hemoragi¢ni

faktor i dr.
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On indukuje vise tipova bioloskih odgovora putem TNF receptora tip 1 (TNFR1) 1 tip
2 (TNFR2). Receptor TNFR1 ima molekulsku masu od 55-60 kDa, eksprimiran je od strane
svih somatskih ¢elija, a aktiviraju ga solubilni i membranski TNF-a. On je glavni signalni re-
ceptor za TNF-a i1 zapo€inje vecinu bioloskih funkcija ovog interleukina. Receptor TNFR2
ima molekulsku masu od 75-80 kDa, eksprimiraju ga uglavnom celije imunog sistema (sti-
mulisani T i B limfociti). Aktivira ga jedino membranski TNF-a. Ovaj receptor posreduje sa-
mo u malom broju bioloskih odgovora koje pokre¢e TNF-a. Pri vezivanju TNF-a za receptor
pokreéu se signalni putevi sa raznim fiziologkim posledicama *%°.

Signalizacija preko TNFR1 receptora mo-

———— INF-a
7ze voditi ka zapaljenskom ili citotoksicnom
odgovoru. Vezivanjem liganda za receptor TNFR1
TNFR1 dolazi do konformacionih promena u receptori
receptoru, $to vodi disocijaciji inhibitornog pro- Plazma ==
. . Sy membrana
teina SODD (silencer of death domain) iz intra-
celularnog domena smrti. Ova disocijacija omo-
gucava intracelularnom adaptor proteinu (tumor
. . Domen smrti
necrosis factor receptor type 1-associated
_ _ TRADD
DEATH domain protein-TRADD) da se veze za FADD
TRAF-2

domen smrti, Sto sluZi kao osnova za vezivanje Pro-kaspaza 8 - .

bar tri medijatora. Dakle, adapter protein je taj

koji omogucava transformisanje signala od Apolptoti(':ki Signalizécioni
aktiviranog TFR1 receptora u intracelularne put put
kaskadne mehanizme koje vode u apoptozu,  Slika 12. Aktivacija TNFR1 receptora od
aktivaciju NF «B ili diferencijaciju i prolifera- strane TNF-q 1%’

ciju ¢Celije preko JNK kaskade (Slika 12).

Aktivacija NF-kB:

Receptor TRADD ima sposobnost da privuce i veze razliCite proteine medu kojima je i
TNF receptor-associated factor 2 (TRAF2). On zatim moze voditi u aktivaciju NF-xB ili c-
jun N terminal kinaze (JNK). Kada TRAF2 veze multi komponentnu protein kinazu IKK,
onemogucava serin treonin kinazu RIP da je aktivira. Inhibitorni protein, (nuclear factor of
kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha) IkBa, koji se normalno
vezuje za NF-«B i inhibira njegovu translokaciju, biva fosforilisan od strane IKK i degradiran

kasnije. NF-xB je transkripcioni faktor koji se translocira u jedro i posreduje u transkripciji
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proteina ukljucenih u ¢elijski opstanak, proliferaciju, inflamatorni odgovor i antiapoptoticku

aktivnost %,

Aktivacija mitogen aktivisanih protein kinaza (MARK) puteva:

Faktor tumorske nekroze -a uslovljava jaku aktivaciju JNK, povezane sa stresom $to
dovodi do provociranja umerenog odgovora p-38- MAPK, i slabe aktivnosti klasi¢ne ekstra-
celularne signal aktivisane kinaze (ERKs). TRAF-2 aktivira JNK, koji se zatim translocira u
jedro i aktivira transkripcione faktore. Put aktiviranja JNK je ukljuc¢en u diferencijaciju i pro-

liferaciju Celija.
Indukcija signaliziranja smrti:

Posto svi domeni smrti sadrze ¢lanove TNFR superporodice, TNFR1 je ukljucen u
signalizaciju smrti *?. Celijska smrt indukovana TNF-o igra samo malu ulogu kada se upo-
redi sa njegovim nadmoénim funkcijama u zapaljenskim procesima. Njegova sposobnost da
prouzrokuje smrt je slaba kada ga uporedimo sa ostalim ¢lanovima pomenute familije kao §to
je fas, na primer.

Kao $to smo videli, primarna uloga TNF-a je u regulaciji imunih ¢elija, ali on moze da
ucestvuje i u indukciji ¢elijske apoptoze, zapaljenja, inhibiciji tumorogeneze i viralne replika-
cije. Poremecaj regulacije produkcije TNF-a je prisutan kod brojnih bolesti ¢oveka, ¢ak i kod

kancera **°

. Vecina c¢elija u organizmu reaguje nekim odgovorom na stimulaciju ovim cito-
kinom. U patofizioloSkim uslovima ovaj citokin deluje dvojako posSto aktivno ucestvuje u
regeneraciji i destrukceiji tkiva. Pozitivan efekat je taj Sto u malim koli¢inama deluje na ba-
lansiranje cirkadijalnog rima, uti¢e na uspostavljanje i odrzavanje homeostaze, uklanjanje
ostarelog i oStecenog tkiva 1 stimulisanje rasta fibroblasta.

Uglavnom se stvara u makrofagima, ali ga produkuju i brojne druge ¢elije: limfoidne ¢Celije,
mastociti, endotelne Celije, kardiomiociti, masne celije, fibroblasti, osteoblasti 1 ¢elije nervnog
tkiva. Od tipa Celije u kojoj se sintetiSe, zavisi 1 bioloski efekat TNF-a. Velika koli¢ina TNF-a se
oslobada kao odgovor na lipopolisaharide, druge bakterijske produkte i interleukin-1 (IL-1).
Zajedno sa IL-1B i 11-16, TNF-a deluje na brojne organske sisteme. U hipotalamusu indukuje
oslobadanje corticotropin releasing hormona - CRH, uti¢e na povecavanje telesne temperature i
supresiju apetita, na nivou jetre stimuliSe produkciju  C-reaktivnog proteina — CRP i drugih me-
dijatora akutne faze zapaljenja. UtiCe na povecavanje insulinske rezistencije preko indukovanja
fosforilacije na insulinskim receptorima i na taj na€in remeti insulinsku signalizaciju. Uslovljava

insulinsku rezistenciju u brojnim tkivima, a ne samo na nivou jetre. Ovaj citokin igra znac¢ajnu
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ulogu i u bolestima kakva je reumatoidni artritis ili parodontalna bolest. Nishimura i saradnici
(2003) su utvrdili da je TNF-o produkovan u masnom tkivu gojaznih pacijenata faktor rizika za
pojavu parodontalnog zapaljenja™*".

Na nivou kostanog tkiva TNF-a je snazan stimulator resorpcije. Ovaj efekat se ostvaruje
direktno, aktivacijom zrelih osteoklasta ili indirektno stimulisanjem proliferacije i diferencija-

cije prekursora osteoklasta **

. On privlaci neutrofile, povecava njihovo adheriranje za endotel i
stimuliSe fagocitozu, izaziva citolizu ve¢ine tumorskih linija in vitro.

Lokalni porast koncentracije TNF-a izaziva pojavu glavnih znakova zapaljenja: crve-
nilo, otok bol, smanjena funkcija, dok visoka koncentracija TNF-a u cirkulaciji izaziva
simptome sli¢ne Soku. Produzeno prisustvo niskih koncentracija TNF-a moze uticati na poja-

vu kaheksije kod pacijenata obolelih od uznapredovalih oblika kancera.

2.11.1. TNF-a i parodontalna bolest

Jedan od kljucnih citokina ranog stadijuma parodontalne bolesti je upravo TNF- a.
Rossomando i saradnici (1990) isticu da se porast TNF-a u GST moze uo€iti i pre pojave kli-
ni¢kih znakova bolesti ***. Na moguénost koris¢enja TNF-u iz GST kao indikatora paro-
dontalne bolesti ukazali su i drugi autori *** 1%,

Uloga bakterijskih faktora, pogotovu A. actinomycetemcomitans i P. gingivalis-a kao
glavnih parodontopatogena u razvoju parodontalne bolesti vise je nego ocigledna. One
stimuliSu produkciju TNF- o u okviru nespecifi¢énog sistema odbrane organizma. Kao reakci-
ja na prisustvo pomenutih mikroorganizama nastaje stimulacija monocita i makrofaga. Oni
zatim produkuju TNF-a. *37%%8 Povisen nivo TNF-o utide na pojavu parodontalne bolesti pre-
ko nekoliko mehanizama. Doprinosi destrukciji alveolarne kosti stimulacijom formiranja

osteoklasta **°

. Ucestvuje u regulaciji matriks metaloproteinaza (MMP) koje izazivaju de-
strukciju vezivnog tkiva. Doprinosi pojacavanju imunog odgovora orgamizma na bakterijske
patogene .

Najsnazniji impuls za proliferaciju, diferencijaciju 1 aktivaciju osteoklasta je ipak IL-1,
TNF-o ima isti efekat ali je njegovo dejstvo slabije. Zajednicka karakteristika oba citokina je
produkcija MMP iz mezenhimalnih ¢elija.

Nivo TNF- o se moze meriti ne samo u GST i serumu, ve¢ i u pljuvaéci. Povecana

koncentracija ovog citokina u pljuvacci takode predstavlja faktor rizika za razvijanje paro-

dontalne bolesti, ali i parametar koji ukazuje na ve¢ razvijenu bolest ***.
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Yousefimanesh i saradnici (2013) su sproveli studiju na 60 osoba, 30 sa srednje izra-
zenim hroni¢nim parodontitisom i 30 sa zdravim parodoncijumom i nisu dobili statisticki
znacajnu razliku koncentracija TNF- o u pljuvadci izmedu dve ispitivane grupe %, a sli¢ne
rezultate su dobili i Gursoy i sar., 2009 u studiji sprovedenoj u Finskoj **3. Giimiis i saradnici
(2014) su ispitivali koncentraciju TNF-a u pljuvacci i serumu pacijenata sa zdravim parodonci-
jumom, hroni¢nom i akutnon parodontalnom bole$¢u %4 Dosli su do zakljucka da ne postoji
statistiCki znacajna razlika u koncentracijama TNF- a u pljuvacci i serumu kod pacijenata sa
akutnom i hroni¢nom parodontalnom bolec¢¢u, ali da je koncentracija TNF- a kod ovih pacije-
nata staticki znacajno visa u odnosu na zdrave pacijente. Povec¢anu koncentraciju ovog citoki-
na autori povezuju sa dominantnim prisustvom B ¢elija u periodontalnim lezijama.

Genco i saradnici (2005) su utvrdili da ne postoji korelacija izmedu nivoa TNF- o u
serumu 1 izrazenosti destruktivne parodontalne bolesti $to su protumacili ¢injenicom da ovaj
citokin uéestvje samo u po&etnim stadijumima bolesti 1*°.

Prihvaceno je misljenje da gojaznost takode moze biti povezana sa rizicima za nastanak
mnogih patoloSkih stanja kao $to su: hipertenzija, hiperlipidemija, dijabetes melitus tip 2, kao i
parodontalna bolest. Adipociti u masnom tkivu produkuju velike koli¢ine bioloski aktivnih
molekula (adipocitokini). Adipociti produkuju i TNF-a tako da se njegova koncentracija u krvi
povecava kod gojaznih osoba i1 predstavlja znaCajan faktor rizika za pojavu mnogih, pa i
parodontalne bolesti. Khosravi i saradnici (2013) su utvrdili da je kod gojaznih decaka, ali ne i
kod devojcica nivo ovog citokina u GST veci ¢ak za 37 % u odnosu na decu koja nisu gojazna, pa
kao manje rizicnu grupu za pojavu parodontalne bolesti navode gojazne devojcice u odnosu na
gojazne decake 16,

Dag i saradnici (2010) su ispitivali pacijente sa bubreznom insuficijencijom na dijalizi i
ustanovili znatno povec¢an nivo TNF- oo u GST 147 Takode su konstatovali snaznu statisticki zna-
¢ajnu korelaciju izmedu nivoa ovog citokina i1 klinickih parametara parodontalne bolest kod
pomenutih pacijenata. To je jo$ jedan u nizu dokaza o njegovom ucesS¢u u nastanku parodontalne
bolesti.

Za parodontalno oboljenje ne mozemo reci da je striktno lokalizovano zato §to Cesto
vodi u sistemsku reorganizaciju imunih funkcija. Lokalna zapaljenska reakcija na bakterije i
bakterijske produkte je uvek pracena infiltracijom periodontalnog tkiva imunim c¢elijama i
oslobadanjem medijatora, kao §to su CRP (C-reaktivni protein), TNF- o i IL-6 u okolinu.
Poznato je da su CRP i TNF-a uobicajeno prisutni u malim koncentracijama u plazmi ali nji-
hova koncentracija moze znatno da poraste u slucajevima povreda tkiva, bakterijskih, vi-

rusnih infekcija, kao i u slu¢ajevima parodontalne bolesti.
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Koppolu i saradnici (2013) su pokusali da dokazu da parodontalna bolest i primenjena
terapija mogu uticati na koncentraciju CRP i TNF- a u serumu koji su dodatni faktori rizika

pacijenata sa hroni¢nom kardiovaskularnom boleséu %,

2.12. Biokompatibilnost ortodontskih materijala za lepljenje bravica

Biokompatibilnost je sposobnost materijala da izazove odredeni bioloSki odgovor u
okviru specifi¢ne primene. Za biomaterijale se ne moze re¢i da su bioloski inertni. Lekari koji
ih aplikuju moraju biti svesni da ne postoji potpuna inertnost materijala. Nakon aplikacije u
tkivo javlja se interakcija sa sloZzenim bioloskim sistemima u okolini, §to rezultuje bioloskim
odgovorom. Interakcija ¢e zavisiti od samog materijala, domacina, kao i sile koja deluje na
materijal, odnosno od funkcije koju aplikovan materijal ima. Vecina istrazivaca se slaze da ne
postoji zaista inertan materijal u telu. Biokompatibilnost je dakle dinamican proces.

Da bi se krenulo sa rutinskom upotrebom odredenog materijala u medicini ili stomato-
logiji neophodno je da prode niz in vitro i in vivo ispitivanja kako bi se dokazalo da je bezbe-
dan za primenu. Upotreba zivotinja u istrazivanju biomaterijala omoguc¢ava mnogo slozenih
interakcija izmedu materijala i kompletnog bioloskog sistema zivotinje. Aktiviranje imunog
sistema zivotinje i njegov odgovor na primenjeni materijal je teSko imitirati u in vitro uslo-
vima. Upravo zato se in vivo testovi na zivotinjama smatraju pouzdanijim. Glavni nedostatak
in vivo testova je §to su Cesto jako teSki za interpretaciju, ponavljanje i tesko ih je precizno
kontrolisati, skupi su i1 zahtevaju slozene pripremne procedure i dobijanja odobrenja etiCkih
komiteta. Takode postavlja se 1 pitanje o moguc¢nosti odredene Zivotinjske vrste da repre-
zentuje ljudski organizam. Sve navedeno je doprinelo razvoju in vitro testova citotoksi¢nosti i
njihovoj standardizaciji. Svaki test i metod se primenjuju samo za ispitivanje jednog tipa ne-
zeljene reakcije. Za pomenuta istrazivanja danas se jako ¢esto koriste ¢elije misjih fibroblasta
(L929). Ove celije se inkubiraju sa ispitivanim materijalima ili njihovim ekstraktima, a na
kraju se mere razliiti parametri, kao $to su: broj prezivelih ¢elija, sposobnost sintetisanja
proteina, enzimska aktivnost i sekrecija medijatora zapaljenja.

Za miSje 1929 1 humane fibroblaste je dokazano da imaju priblizan citotoksi¢ni nivo, a
zbog bolje reproduktibilnosti i lakseg uzgajanja primat se daje L929 éelijama **°,

Jedan od Cesto primenjivanih in vitro testova citotoksi¢nosti je MTT test. Njime se meri
aktivnost Celijske dehidrogenaze koja konvertuje hemikaliju nazvanu MTT, preko nekoliko
¢elijskih redukcionih mehanizama u plavu nerastvorljivu formazan komponentu. Ukoliko dehi-

drogenaze nisu aktivne usled prisutnog citotoksi¢nog efekta nece do¢i do nastanka formazana.
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Stvaranje formazana moze biti kvantifikovano preko merenja opticke gustine rastvora koji je
nastao. Mnoge celijske aktivnosti mogu biti pracene kvalitativno ili kvantitativno. Nedavno su
razvijeni in vitro testovi za merenje aktivnosti gena, genske ekspresije, ¢elijskog oksidativnog
stresa i drugih specifi¢nih ¢elijskih funkcija. Ipak pomenuti testovi se jo§ uvek ne koriste ru-
tinski za merenje citotoksi¢nosti materijala.

Nedostatak vecine in vitro testova citotoksi¢nosti je taj $to je materijal u direktnom
kontaktu sa ¢elijskim kulturama. U organizmu direktan kontakt ispitivanog materijala i ¢elija
Cesto ne postoji. Razdvajanje materijala i ¢elija nastaje usled prisustva keratinizovanog epite-
la ili prisustva ekstracelularnog matriksa. Zbog toga je konstruisano nekoliko in vitro testova
sa barijerama kako bi se §to pribliznije imitirali in vivo uslovi. Jedan od takvih testova je test
gde se dodaje agar kao barijera izmedu sloja ¢elija i ispitivanog materijala.

Evaluacija biokompatibilnosti stomatoloskih materijala je svakako kompleksna zato $to
se nezeljeni odgovori tkiva mogu javiti na razligite nagine **°. O biokompatibilnosti materijala
koji se koriste svakodnevno stomatolozi najée$ce ne razmisljaju mnogo. Vecina upotrebljava
materijale koji su lako dostupni na trzistu bez velike brige o njihovom potencijalnom toksi¢nom
dejstvu. Najveci broj studija se odnosi na fizi¢ka svojstva ovih materijala, dok je znatno
manyji broj studija posvecen njihovoj bioloskoj kompatibilnosti.

Odredivanje biokompatibilnosti ortodontskih materijala za lepljenje bravica je veoma
vazno obzirom da se oni nalaze jako blizu periodontalnog tkiva i alveolarne kosti. Supstance
oslobodene iz njih bi mogle izazvati upalne ili ¢ak nekrotiéne promene na pomenutom tkivu.
Ortodontski materijali za lepljenje mogu prouzrokovati promene na gingivi ili usled direktnog
kontakta ili usled oslobadanja rastvorljivih komponenti u GST i pljuvagku ™.

Dugotrajna i konstantna izlozenost stomatoloskih radnika odredenim stomatoloskim
materijalima 1 monomerima koji se iz njih oslobadaju mogu dovesti do raznih zdravstvenih
tegoba. Neke od tih tegoba su: alergijski dermatitis > #, glavobolja, anoreksija >, bihevioralni
poremecaji 13 Najveci broj zdravstvenih tegoba na koje se stomatolozi Zale su koZne reakcije
na rukama nastale kao rezultat iritacije usled dejstva brojnih materijala sa kojima se
svakodnevno radi u ordinacijama ***.

Drugi problem se odnosi na subtoksi¢no dejstvo materijala za lepljenje u stomatologiji.
Bisfenol (Bisphenol-A) je nusprodukt koji nastaje degradacijom ovih materijala i moze se
ponasati kao steroidni hormon koji prouzrokuje razne bioloske efekte kao §to su: prevremeni
pubertet kod devoj€ica, ovarijalni kancer, poremecaj sazrevanja muskih polnih organa 1, Ipak,
ima 1 autora koji smatraju da kolicina oslobodenog bisfenola-A iz ovih materijala je niske

koncentracije koja nije dovoljna da izazove biolosku reakciju 156,
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Mali je broj studija koje se bave citotoksi¢noS¢u ortodontskih materijala za lepljenje. U
literaturi je naznaceno da poprilicne koli¢ine monomera 1 kratkih lanaca polimera ostaju ne-
vezani u okviru strukture mase za lepljenje i da je njihovo oslobadanje glavni izvor citoto-

ksi¢nosti u kratkom vremenskom intervalu nakon lepljenja 157,158

. Pored biodegradacije,
dentalni kompoziti imaju sposobnost da upiju i odredenu koli¢inu vode, Sto dovodi do
dodatnog istiskivanja zaostalog monomera i pojatavanja toksi¢nog dejstva **°.

In vivo istrazivanja su pokazala da postoji zapaljenjska reakcija posebno na te¢nu kom-
ponentu materijala za lepljenje na svim ispitanim Zivotinjama'®®. Fredericks (1981) je
pokazao da postoji mutageni potencijal materijala, kao i Lee Unique prajmera u lepku koji su
kasnije zamenjeni novijim i manje toksi¢nim komponentama*®. Studija Athas i saradnici

(1979) su dokazali kancerogeni potencijal ortodontskih materijala za lepljenje *°?

. Najveci broj
studija citototoksi¢nosti u ortodonciji je sproveden na jednoslojnim éelijskim kulturama *®.
Drugaciji pristup su imali Vande Vannet i Hanssens (2007) koji su koristili rekonstru-
isan trodimenzionalni oralni epitel u cilju utvrdivanja toksi¢nosti ortodontskih lepkova ***,
Utvrdili su da postoje ultrastrukturne promene epitela usled penetracije prajmera iz
materijala. Dokazano je i da aktivatorska komponenta autopolimerizuju¢ih materijala ima

165

vecu toksi¢nost u odnosu na ostale materijale Postoje ispitivanja sprovedena na

fibroblastima koja su pokazala da vec¢u toksi¢nost imaju autopolimerizujuci (AP) u poredenju
sa svetlosno polimerizujuéim (SP) *%.

U poslednje vreme nanotehnologija se sve viSe primenjuje u stomatologiji prvenstveno
zbog poboljSavanja mehanickih svojstava materijala, ali 1 zbog antibakterijskog efekta. Ve
neko vreme se ispituje primena razli¢itih nanokomponenti u ortodontskim materijalima za
lepljenje. Srebrne nanokomponente omogucéavaju izrazen antibakterijski efekat bez narusavanja
ve¢ postoje¢ih mehanickih karakteristika materijala za lepljenje. Ipak, primena srebra na ovaj
nacin moze dovesti do lakog prebojavanja kompozita, a ima i1 autora koji upucuju na nedo-

166, 167

voljnu biokompatibilnost ovakvih materijala . Nanokomponente bazirane na bakru i

cinku dovode do Cestih i izrazenih citotoksi¢nih efekata, pa se od njihove upotrebe brzo
odustalo *®,

Trenutno se dosta ispituje moguca upotreba titanijum dioksida (TiO2) i njegove fotoka-
taliticke aktivnosti u medicini 1 u stomatologiji. Postoje studije koje ukazuju na znac¢ajan anti-
mikrobioloski efekat materijala koji sadrze estice na bazi TiO2'***"°. Ovo bi u sludaju pri-
mene ortodontskih materijala za lepljenje bravica znacilo manju moguénost za pojavu gingi-

valnog zapaljenja, karijesa i posledicno manju mogucnost za demineralizaciona ostecenja

gledi. Dodatak mikrokomponenti TiO2 pomenutim materijalima popravlja i njihove meha-
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ni¢ke karakteristike, kao $to su modul elasti¢nosti, mikro¢vrsto¢u i otpornost na savijanje, a
pri tom nema slabljenja sposobnosti materijala za lepljenje bravica ™.

Nema mnogo istrazivanja koja su se bavila ispitivanjem biokompatibilnosti materijala
na bazi TiO2 za lepljenje bravica. Teoretski gledano, primena nanokomponenti dovodi do
strukturnih promena, pa mnogi autori smatraju da bi moglo do¢i do smanjenja citotoksi¢nosti
I manjeg otpustanja nepolimerizovanih, rezidualnih komponenti. Heravi i saradnici (2013) su
ispitivali citotoksi¢nost ovih materijala na kulturama humanih fibroblasta, kao i fibroblasta
miseva L929 *"2. Dosli su do zakljutka da su kompoziti obogaéeni nano &esticama TiO2 ma-

nje toksi¢ni u odnosu na klasi¢ne kompozite.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Uzevsi u obzir ¢injenice moguce citotoksicnosti materijala za bondiranje 1 njihovog

uticaja na pojavu zapaljenja gingive kod pacijenata u terapiji fiksnim ortodontskim aparatima,

kao i da u toku terapije fiksnim ortodontskim aparatima kod odredenog broja pacijenata dola-

zi do zapaljenskih promena na gingivi, a da preciznije pracenje trenutne aktivnosti zapa-

ljenskog procesa, kao i stadijuma njegove progresije, ne omogucavaju trenutno dostupni kli-

nickih parametari, postavljeni su slede¢i ciljevi istrazivanja:

. Pracenje zapaljenjskog stanja gingive kod pacijenata sa fiksnim ortodontskim apara-
tima pre pocetka, 3 i 6 meseci nakon pocetka terapije na osnovu klini¢kih parame-

tara — PI, SBI1i CPITN.

. Pracenje koncentracija NO2,+NO3z, TNF-o i RANKL u GST pacijenata sa fiksnim

ortodontskim aparatima, pre pocetka, 3 i 6 meseci nakon pocetka terapije.

. Pracenje koncentracija NO,+NO3; u pljuvacci pacijenata sa fiksnim ortodontskim

aparatima pre pocetka, 3 1 6 meseci nakon pocetka terapije.

. Utvrditi da li postoji korelacija izmedu pracenih klini¢kih parametara stanja gingive
i vrednosti koncentracija NO,+NO3;, TNF-a i RANKL u GST pre pocetka, 3 i 6

meseci nakon pocetka terapije.

. Utvrditi da li postoji korelacije izmedu pracenih klinickih parametara stanja gingive
1 vrednosti koncentracije NO2+NO3 u pljuvacci pre pocetka, 3 1 6 meseci nakon

pocetka terapije.

. Utvrditi da li postoji korelacija vrednosti koncentracija NO,+NO3z u GST i pljuvacci

pre pocetka, 3 1 6 meseci nakon pocetka ortodontske terapije.

. Ispitivanje potencijalne citotoksicnosti AP i SP materijala za lepljenje bravica na Ce-

lijskim linijama fibroblasta i makrofaga.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Odredivanje klinickih parametara za procenu stanja gingive i
biohemijskih parametara u GST i pljuvacci pacijenata u terapiji

fiksnim ortodontskim aparatima

4.1.1. Pacijenti

Sprovedena prospektivna studija je obuhvatila 30 ortodontskih pacijenata Klinike za
stomatologiju u NiSu, oba pola, uzrasta 15-22 godina. Pacijenti su birani uz postovanje sledec¢ih
kriterijuma: 1) postojanje umerene potrebe za ortodontskim tretmanom u odnosu na dentalnu
komponentu indeksa potrebe za ortodontskim tretmanom, 2) potreba za neekstrakcionim orto-
dontskim tretmanom fiksnim aparatima, 3) odsustvo aproksimalnog karijesa ili aproksimalnih
ispuna na stalnim molarima i drugim premolarima, 4) dobro sistemsko zdravlje pacijenta
(odsustvo istorije hroni¢nih bolesti), 5) nekoris¢enje antibiotika i antizapaljenjskih lekova tri

meseca pre pocetka ortodontske terapije.

Kriterijumi za isklju¢ivanje pacijenata iz studije su bili: 1) izrazena teskoba zubnih nizova,
2) postojanje dentofacijalnog deformiteta, 3) disanje na usta, 4) navika pusenja, 5) parodonto-
loSka terapija u toku prvih 6 meseci ortodontske terapije, 6) koriS¢enje antibiotika i antizapa-
ljenjskih lekova u toku prvih Sest meseci ortodontske terapije.

Informativni dokument i pristanak za uceS¢e u studiji su potpisivali pacijenti ili njihovi
roditelji ukoliko je pacijent mladi od 18 godina. Studijski protokol je odobren od strane Eti¢kog
komiteta broj resenja (01-890-6)

4.1.2. Klini¢ka procedura

U okviru sprovedene studije odredivni su klinicki parametri PI, SBI i CPITN i pri-
kupljani uzorci GST i pljuvacke.

Na pocetku terapije pacijentima su data detaljna uputstva o proceduri odrzavanja oralne
higijene u toku trajanja ortodontske terapije. Pacijentima nije bilo dozvoljeno koris¢enje anti-
plak rastvora u prvih 6 meseci terapije. Supra i subgingivalno ¢is¢enje ultrazvukom je sprove-
deno kod svih pacijenata 2 nedelje pre pocetka terapije.

Svi pacijenti su tretirani fiksnim ortodontski aparatima poStuju¢i osnovne principe

tehnike pravog luka. Kontrolni pregledi su sprovodeni precizno u intervalima od mesec dana.
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U prvih 6 meseci ortodontske terapije samo je sprovodena nivelacija zubnih nizova uz pomo¢

okruglih NiTi lukova 0,12, 0,14 0,16.

4.1.3. Odredivanje klini¢kih parametara

Klinicki parametri zapaljenja gingive Silness Loe Plaque Index (PI) i Muhlemann-Son
Sulcus Bleeding Index (SBI), The Community Periodontal Index of Treatment Needs
(CPITN) *® su odredivani, koris¢enjem parodontalne sonde uz postovanje kriterijuma Svetske
Zdravstvene Organizacije, pre pocetka, tri i Sest meseci nakon pocetka ortodontske terapije na
redovnim kontrolama. Izabrali smo bas ove vremenske periode jer smo smatrali da su to mini-

malni periodi potrebni za jasnu ekspresiju zapaljenja gingive kod ortodontskih pacijenata

4.1.4. Uzorkovanje GST

Gingivalna sulkusna tec¢nost je uzorkovana pomocu sterilnih papirnatih apoena pre
pocetka, tri i Sest meseci nakon pocetka terapije fiksnim aparatima. Pre uzorkovanja uklonjen je
supragingivalni dentalni plak, a zubi su izolovani papirnim vaterolnama u cilju izbegavanja
kontaminacije pljuvackom. Papirnati apoeni su uno$eni u gingivalni sulkus sa vestibularne stra-
ne prvih stalnih molara, drugih premolara, o¢njaka i centralnih sekutica do momenta srednjeg
otpora i ostavljani su da upiju GST 30s. Papirnati apoeni kontaminirani krvlju usled iritacije
gingive su isklju¢ivani iz dalje obrade. Prikupljeni apoeni za svakog pacijenta su odlagani u
sterline ependorfe na ledu i zamrzavani na temperapuri od -80 C° do sledec¢eg koraka u biohe-

mijskoj obradi na Institutu za biohemiju Medicinskog fakulteta u Nisu.

4.1.5. Uzorkovanje pljuvacke

Nakon laganog ispiranja usta vodom, uzorci pljuvacke su sakupljani u sterilne epruvete,
pri ¢emu je pacijentima objasnjeno da sacekaju da se pljuvacka prirodno skupi u ustima, a za-
tim ispljune u epruvetu. Sakupljeni uzorci svakog pacijenta su ¢uvani na temperaturi od -80C°
do sledeceg koraka u biohemijskoj obradi na Institutu za biohemiju Medicinskog fakulteta u

Nisu.

4.1.6. Biohemijske analize

Nakon deproteinizacije, produkcija NO je odredivana merenjem koncentracije nitrita i

nitrata (NO2+NOs). Nitrati su redukcijom pomoc¢u kadmijuma prevedeni u nitrite koji su zatim
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odredivani direktno spektrofotometrijski na 543 nm metodom po Griess-u. *™ Vrednosti kon-
centracija NO,+NOs U pljuvacei i GST su izrazavane kao nmol/mg proteina.

Za merenje koncentracija TNF-a i RANKL u GST kori$¢en je ELISA test (Invitrogen,
human TNF-a, ultra sensitive. BioVendor Human sRANKL). Koncentracija TNF-o. i RANKL
detektovana u svakom uzorku GST je odredivana u odnosu na standardnu krivu za TNF-a i
RANKL koja pokazuje direktan odnos opti¢ke gustine i koncentracije citokina. Ukupna koli-
¢ina TNF-a je izrazavana u pikogramima, a RANKL u pikomolima.

Koncentracije TNF-o. i RANKL u GST odredivane su komercijalnim ELISA testovima
(Human TNF-a, ultra sensitive, Invitrogen, Mineapolis, USA i Human sRANKL (TOTAL)
BioVendor, Brno, Czech Republic). Koncentracija TNF-a i RANKL detektovana u svakom
uzorku GST je odredivana u odnosu na standardnu krivu za TNF-a i RANKL koja pokazuje
direktan odnos opticke gustine i koncentracije citokina. Senzitivnost ELISA testa za TNF-a
podrazumeva minimalnu detektabilnu dozu od 1,6 pg/ml, u rasponu od 0,5-5,5 pg/ml. Ukupna
kolicina TNF-a je izrazavana u pikogramima/ml. Senzitivnost testa za SRANKL bila je

0,4 pmol/L, a specifi¢nost 2ng/ml. Koncentracija SRANKL je izrazavana u pikomolima/L.

4.2. In vitro metode ispitivanja AP i SP materijala

na Celijskim kulturama fibroblasta i makrofaga

4.2.1. Celijske linije

In vitro efekat ekstrakata AP i SP materijala ispitivan je na dve celijske linije, 1929
(Slika 13 i Slika 14) i RAW 264.7 éelijskoj liniji. Celijska linija L929 je uzeta za ispitivanje
ekstrakata materijala, jer je to najces¢e koris¢eni model za ispitivanja stomatoloskih mate-
rijala na fibroblastima. Celijska linija RAW 264.7 je linija makrofaga koja je uzeta za test

fagocitoze ispitivanih materijala.
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Slika 13. Kultura 1.929 ¢elija, uv. x 100, fazni kontrast.

Odeljenje za celijsko 1 tkivno inzenjerstvo. Med. fakultet Ni§

Slika 14. Kultura RAW 264.7 ¢elija, uv. x 100, fazni kontrast.
Odeljenje za Celijsko 1 tkivno inzenjerstvo. Med. fakultet Nis§
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4.2.2. Priprema materijala AP i SP za ispitivanje na ¢éelijama u kulturi

Priprema Dentaurum non mix AP i 3M Unitek Transbond XT SP materijala pre ispiti-
vanja na c¢elijama je uradena na isti nacin kao §to se to u klinickoj praksi radi. Pravljeni su
standardizovani kalupi 8x5 mm za izradu plocica debljine 1 mm od ispitivanih materijala
postujuéi procedure propisane za njihovu upotrebu. Kod svetlosno polimerizuju¢eg materijala
bond je nanoSen na kalup i preko materijala nakon njegove aplikacije, a zatim je svetlosno
polimerizovan. Kod autopolimerizujuc¢ih materijala bond je lagano meSan sa smolom i nakon
brzog aplikovanja u kalupe ostavljan da se polimerizuje. Nakon zavrSene auto ili svetlosne
polimerizacije, u zavisnosti od tipa ispitivanog materijala, plo¢ice uzoraka su dalje kori$¢ene u
analizi. Pre ispitivanja na L929 Celijama napravljeni su ekstrakti gotovih materijala (AP i SP).
Ekstrakcija je radena u medijumu za kultivaciju ¢éelija DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium, 1 gl glucose, Biological Industries), kome je dodat antibiotik-antimikotik rastvor.
Odnos materijal/medijum je bio 0,2 g/5 ml. Napravljeni su jednodnevni, trodnevni i sedmo-
dnevni ekstrakti oba materijala. Nakon zavrsenog perioda ekstrakcije, ekstraktima je dodat go-
vedi serum (finalna koncentracija 10%) i L-glutamin (2 mM). Ekstrakti su razblazivani do
odredenih finalnih koncentracija kompletnim medijumom. Za test fagocitoze na RAW 264.7
makrofagima, plo¢ice polimerizovanog AP i SP su smrvljene pomoc¢u avana i tucka do konzi-

stencije grubog praska.

4.2.3. Kultivisanje cCelija

Celije obe celijske linije (L929 i RAW 264.7) su gajene u hranljivom medijumu za
kultivaciju ¢elija DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, 1 gL glucose, Biological
Industries), kome su dodati L-glutamin (2 mM), 10% fetalnog govedeg seruma (FBS) i
antibiotik-antimikotik rastvor. Zamena medijuma radena je na svaka 3 — 4 dana, u asepti¢nim
uslovima, u laminarnoj komori. Pri zameni medijuma stavljano je 5 ml svezeg medijuma po
flasku. Celijske kulture su gajene u inkubatoru u atmosferi zasiéenoj vodenom parom, u pri-

sustvu 5% CO,, na temperaturi od 37°C.

4.2.4. Pasaza Celija

Presadivanje (pasaZa) Celija je radena pri konfluentnosti ¢elija od oko 70-80%. Pasaza
je radena tako $to je ¢elijama prvo uklonjen medijum, zatim im je dodato 3 ml Tripsin-EDTA

rastvora (Biological Industries) u kojem su inkubirane oko 5 minuta u inkubatoru na 37°C.
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Nakon toga, proces tripsinizacije je prekinut dodavanjem 5 ml hranljivog medijuma. Celije su
resuspendovane i éelijska suspenzija je u sterilnoj epruveti centrifugirana 10 minuta na +4°C i
1000 rpm. Potrebna gustina ¢elija podesena je posle bojenja celija tripan plavim (Trypan Blue
Dye, Gibco) metodom iskljucivanja obojenih ¢elija (Trypan Blue Dye Exclusion Test). Odnos
boje 1 ¢elijske suspenzije bio je 1 : 1. Tripan plavo selektivno boji mrtve ili vitalno ostec¢ene Ce-
lije u plavo, jer je njihova membrana propustljivija. Zive ¢elije ostaju neobojene zahvaljujuéi
oCuvanom integritetu membrane. Brojanje zivih Celija je vrSeno na mrezici Malasezove hemo-

citometarske komore na svetlosnom mikroskopu. Ukupan broj ¢elija izra¢unat je po formuli:
br. éelija u 1 mkl = br. éelija u 100 polja x 2

ako se broji u 10 polja mnozi se sa 10, jer je ukupan broj polja u komori 100,

X 2, jer je to razblazenje Celija, zato Sto je odnos boja : ¢elijska suspenzija=1: 1.

Celije podesene na odredenu gustinu, sadene su u nove flaskove povrsine 25 cm?,

(Greiner Bio-One) sa 5 ml svezeg hranljivog medijuma po flasku

4.2.5. Priprema Celija za ispitivanje

Za potrebe ispitivanja efekata ekstrakata AP i SP materijala, celije su pripremljene po
proceduri za pasazu, ali su posadene u sterilne ploce sa 96 bunarcica (96 well Tissue Culture
Plates, Greiner Bio-One, Germany) za esej proliferacije i esej vijabilnosti, a za ispitivanje fagoci-
toze Celije su posadene u sterilne ploce sa 12 bunara (12 well Tissue Culture Plates, Greiner Bio-

One, Germany).

4.2.6. Esej vijabilnosti/citotoksi¢nosti

U testu vijabilnosti/citotoksi¢nosti u svaki bunar€i¢ sterilne ploce sa 96 bunarcica (96 well
Microplates, Greiner Bio-One) stavljano je po 2 x 10* éelija/100 pl medijuma. Nakon 24 h
kultivacije ¢elija u inkubatoru, u atmosferi zasi¢enoj vlaznoscéu, sa 5% COy, na 37°C medijumi iz
bunarci¢a su izvadeni i u svaki bunarci¢ su dodate odgovarajuce koncentracije ispitivanih
ekstrakata materijala. Svaka koncentracija je ispitivana u tetraplikatu. Negativnu kontrolu Cinile
su ¢elije koje su inkubirane u hranljivom medijumu bez dodatka ekstrakata. Celije su inkubirane
sa ispitivanim ekstraktima materijala, kao i sa kontrolnim medijumom, narednih 24 h u atmosferi

zasi¢enoj vlaznoséu i 5% COy, na 37°C u inkubatoru, a nakon toga uraden je MTT test.
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4.2.7. Esej proliferacije/citostati¢nosti

U testu proliferacije/citostaticnosti u svaki bunarci¢ sterilne ploc¢e sa 96 bunarcic¢a (96
well Microplates, Greiner Bio-One) stavljano je po 5 x 10° éelija/100 ul medijuma. Nakon 24 h
kultivacije ¢elija u inkubatoru, u atmosferi zasi¢enoj vlaznoscu, sa 5% CO,, na 37°C medijumi
iz bunarci¢a su izvadeni i u svaki bunar¢i¢ dodata je odgovaraju¢a koncentracija ispitivanih
ekstrakata materijala. Svaka koncentracija je ispitivana u tetraplikatu. Negativnu kontrolu ¢inile
su éelije koje su inkubirane u hranljivom medijumu bez prisustva ekstrakata materijala. Celije
su inkubirane sa ispitivanim ekstraktima, kao i sa kontrolnim medijumom, narednih 72 h u
atmosferi zasi¢enoj vlaznoséu i 5% CO,, na 37°C u inkubatoru, a nakon toga uraden je MTT

test.

4.2.8. MTT test

MTT test je Siroko prihvaéena metoda in vitro spitivanja vijabilnosti i proliferacije
¢elija, baziran na redukciji tetrazolijumske soli MTT (3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difenilte-
trazolijum bromid) (Carl Roth GmbH, Nemacka). Vijabilne i metabolicki aktivne celije
pomocu mitohondrijalnih dehidrogenaza redukuju rastvorljivi zuti MTT, do ljubicastih

kristala formazana koji su nerastvorljivi u vodi (Slika 15).

©\‘/ /@ Mitohondrijalna N< N’ :
7

dehldrogenaza H
) N N=N
>= N
S L
MTT zuta tetrazolijumska so Formazan ljubiCaste boje

Slika 15. Mehanizam reakcije MTT-a

(preuzeto sa sajta http://modernsteroid.blogspot.rs/2012_03_01_archive.html)
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U oba tipa eseja (vijabilnosti i proliferacije), po zavrSetku inkubacije sa razli¢itim

koncentracijama ispitivanih ekstrakata materijala i kontrolnim medijumom, medijum u kojem su

¢elije inkubirane je uklonjen iz svih bunar-
Cica i celije su isprane sa 100 pl fosfatnog

pufera (PBS). U svaki bunar¢i¢ je zatim

dodato po 100 pl rastvora MTT (koncentra-

cije 1 mg/ml). Nakon 2 sata inkubacije ¢elija \

sa MTT na 37°C, rastvor MTT je uklonjen iz
bunarc€ica, a nastali ljubicasti kristali forma-
zana rastvoreni su dodavanjem 100 ul 2-pro-
panola. Rastvaranjem kristala formazana su
dobijeni rastvori ljubicaste boje, Ciji je

intenzitet meren spektrofotometrijski na ta-

Slika 16. Visekanalni spektrofotometar

(Multiscan Ascent, Thermo Labsystems)

(preuzeto sa sajta http:// www.scientific-

lasnoj duzini od 540 nm na visekanalnom equipment.com/equipment-for-sale/microplate/
multiskan-ascent-354-microplate-

reader?In=1698) *'®

spektrofotometru (Multiscan Ascent, Ther-
mo Labsystems) (Slika 16).
Intenzitet ljubicaste boje je u direktnoj korelaciji sa brojem celija, pa porast broja ¢elija

rezultuje porastom koli¢ine stvorenog formazana i porastom apsorbance.

4.2.9. Test fagocitoze

U testu fagocitoze, RAW 264.7 ¢elije su zasadene u gustini 2 x 10° ¢elija po bunaru (u
2 ml medijuma) u sterilnoj plo¢i za kultivaciju sa 12 bunara u DMEM medijumu obogace-
nom sa 10% FBS-om, 2 mM L-glutaminom i antibiotik-antimikotik rastvorom. Nakon 24 h
inkubacije pod standardnim uslovima, medijum je uklonjen i ¢elijama je dodata suspenzija
materijala AP ili SP koja je napravljena suspendovanjem materijala u hranljivom medijumu
DMEM sa dodatim standardnim komponentama. Ispitivane su 2 koncentracije suspenzije
materijala, 200 i 40pg/ml, svaka u duplikatu. Kao pozitivna kontrola u testu fagocitoze koris¢en
je lipopolisaharid (LPS, 0111:B4 Escherichia coli).

4.2.10. Svetlosna mikroskopija

Celije su tokom eksperimenta posmatrane na invertnom svetlosnom mikroskopu (Carl
Zeiss, Nemacka), na faznom kontrastu (Slika 17). Mikroskopski je pracen rast ¢elija, njihova

gustina, pracene su 1 promene u njihovoj morfologiji, kao prisustvo partikula materijala u
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éelijama u testu fagocitoze. Celije su fotografisane u nekoliko faza ekperimenata: za vreme
kultivacije, pre dodavanja ispitivanih materijala, nakon zavrSenog perioda inkubacije (24 h u
eseju vijabilnosti/citotoksi¢nosti, 72 h u eseju proliferacije/citostaticnosti) i u testu fagocitoze
nakon inkubacije ¢elija sa Cesticama materijala i LPS-om, na razli¢itim uvecanjima objektiva

(10x, 20x i 40x).

Slika 17. Invertni svetlosni mikroskop (Carl Zeiss)

4.3. Statisticka obrada rezultata

Rezultati sprovedene studije su prikazani tabelama i grafikonima. Vrednosti ispitivanih
parametara su predstavljene srednjim vrednostima (X), standardnim devijacijama (SD), inter-
valima poverenja od 95% (95% ClI), medijanama (Me) i interkvartalnih opsega (IQR).

Normalnost distribucije kontinuiranih varijabli utvrdivana je Shapiro-Wilk testom.

T-test uparenih uzoraka je koriS¢en u slucaju poredenja dva povezana ispitivanja sa
normalnom distribucijom, a Wilcoxon Signed-Ranks test ukoliko distribucija podataka odstupa
od normalne.

Poredenje vrednosti kontinualnih varijabli izmedu grupa, u zavisnosti od normalnosti
raspodele, vrSeno je Studentovim t testom nezavisnih uzoraka, u slucaju normalne raspodele,
ili Mann-Whitney testom, u slucaju da raspodela odstupa od normalne.

U zavisnosti od distribucije normalnosti, Pearson (r) ili Spearman (p) koeficijent
korelacije je koriS¢en za analizu povezanosti kontinuiranih varijabli.

Statisticka analiza podataka odradena je u programu SPSS v. 15.0 programu, pri ¢emu
je nivo znacajnosti bio p < 0,05. Kao prag statisticke znacajnosti u zaklju€ivanju koris¢en je

nivo greSke procene manji od 5% (p<0,05).
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5. REZULTATI

5.1. Klinicki i biohemijski parametri u praéenju parodontalnog stanja kod

pacijenata u treapiji fiksnim ortodontskim aparatima

5.1.1.Klini¢ki parametari u pra¢enju parodontalnog stanja kod pacijenata u treapiji

fiksnim ortodontskim aparatima

Evidentno je da nakon 3 meseca, kao i 6 meseci nakon pocetka ortodontske terapije
postoji statistiCki znacajan porast vrednosti svih pracenih klinickih parametara stanja gingive u
odnosu na vrednosti pre pocetka terapije, na maksimalnom nivou statisticke znacajnosti

(p<0,001, Wilcoxon Signed-Ranks test, Studentov t-test uparenih uzoraka) (Grafikon 1,2,3).
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Grafikon 1. Vrednosti medijane i interkvartalnog ranga Pl,

pre pocetka, 3 1 6 meseci nakon pocetka terapije.
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Grafikon 2. Vrednosti medijane i interkvartalnog ranga SBI,
pre pocetka, 3 1 6 meseci nakon pocetka terapije.
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Grafikon 3. Vrednosti medijane i interkvartalnog ranga CPITN
pre pocetka, 3 i 6 meseci nakon pocetka terapije.
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5.1.2. Biohemijski parametri u pra¢enju parodontalnog stanja kod pacijenata u treapiji

fiksnim ortodontskim aparatima

Postoji statisticki znacajan porast vrednosti koncentracija NO2+Noz u GST i pljuvacei 3
1 6 meseci nakon pocetka ortodontske terapije u poredenju sa vrednostima pre pocetka
terapije na najviSem nivou statistiCke znacajnosti (p<0,001, Studentov t-test uparenih
uzoraka) (Grafikon 4 i 5).

Postoji statisticki znacajan porast vrednosti koncentracija RANKL u GST 3 i 6 meseci
nakon pocetka ortodontske terapije u poredenju sa vrednostima pre pocetka terapije na
najvisem nivou statisti¢ke znacajnosti (p<0,001, Wilcoxon Signed-Ranks test, Studentov t-test
uparenih uzoraka) (Grafikon 7 i 8).

Ne postoji statisti¢ki znacajan porast vrednosti koncentracija TNF-a 3 i 6 meseci nakon
pocetka ortodontske terapije (Wilcoxon Signed-Ranks test), a vrednosti koncentracija nakon
6-tog meseca su nize u odnosu na vrednosti dobijene 3 meseca nakon pocetka terapije

(Grafikon 6).
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Grafikon 4. Vrednosti medijane i interkvartalnog ranga koncentracije NO,+NO3 u GST,

pre pocetka, 3 1 6 meseci nakon pocetka terapije.
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Grafikon 5. Vrednosti medijane i interkvartalnog ranga koncentracije NO,+NOj3 u pljuvadci,

pre pocetka, 3 1 6 meseci nakon pocetka terapije.
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Grafikon 6. Vrednosti medijane i interkvartalnog ranga koncentracije TNF-oo u GST

pre pocetka, 3 1 6 meseci nakon pocetka terapije.
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Grafikon 7. Vrednosti medijane i interkvartalnog ranga koncentracije RANKL u GST,

pre pocetka, 3 i 6 meseci nakon pocetka terapije.
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Grafikon 8. Vrednosti medijane i interkvartalnog ranga ispitivanih varijabli pre pocetka,

3 1 6 meseci nakon pocetka terapije kod pacijenata sa konstantnim vrednostima PIL.
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5.1.3. Korelacije i promene ispitivanih klinickih i biohemijskih parametra

Tabela 1. Korelacije ispitivanih varijabli tokom 6 meseci ortodontske terapije

Korelacije parametara Pre 3 meseca 6 meseci
terapije  od pocetka terapije od pocetka terapije

Pli SBI 0,46~ 0,41 0,46
PliCPITN 0,42 0,56 0,647
PliNO,#*+NO; GST -0,20 -0,17 -0,10
Pl i NO+NOs u pljuvalci -0,19 -0,27 —0,41"
Pli TNF-a 0,32 0,01 -0,03
Pli RANKL -0,11 -0,05 0,00
SBIi CPITN 0,817 0,75 0,80
SBIi NO,*+NO;3; GST -0,08 0,15 0,05
SBI i NO,+NOs u pljuvaécei —0,42" -0,30 -0,24
SBI i TNF-a 0,32 0,15 0,19
SBI i RANKL 0,03 -0,02 0,10
NO,+NO3z GST i NO,+NOj3 u pljuvacci 053" 0,43 0,717
NO,+NO3; GST i TNF.a 0,28 0,32 -0,02
NO,+NO;3; GST i RANKL -0,05 -0,11 0,19
NO,+NOj3 u pljuvadci i TNF-a 0,13 0,23 0,17
NO,+NOsz U pljuvacci i RANKL 0,22 0,20 0,15
CPITN i TNF-a. 0,34 0,14 0,29
CPITN i RANKL 0,15 0,06 0,01
TNF-o. i RANKL ~0,10 0,05 ~0,03

©—p<0,05, - p<0,01, " — p<0,001

U svim ispitivanim periodima postoji statisticki znacajna pozitivna korelacija vrednosti
klinickih parametara gingive (P11 SBI), koja je pre pocetka 1 3 meseca nakon pocetka terapije
na nivou statisticke znacajnosti od p<0,05, a 6 meseci nakon pocetka terapije jo§S vece
statisticke znacajnosti (p<0,01).

Postoje pozitivne statisticki znacajne korelacije Pl i CPITN srednjeg intenziteta pre
pocetka terapije (p<0,05), velikog intenziteta 3 meseca (p<0,01), kao i 6 meseci nakon
pocetka terapije (p<0,001). Postoje visoke, pozitivne statisticki znacajne korelacije SBI i

CPITN pre pocetka, 3 i 6 meseci nakon pocetka terapije (p<0,001)
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StatistiCcki znacajne, pozitivne 1 veoma izrazene korelacije utvrdene su i izmedu

koncentracije NO,+NO3; u GST i u pljuvacei, na nivou statistiCke znacajnosti p<0,05, 3

meseca nakon pocetka terapije, p<0,01 pre pocetka terapije, a ¢ak p<0,001, 6 meseci nakon

pocetka terapije sa Pirsonovim koeficijentom korelacije od r=0,71.

Koncentracije NO,+NOj statisti¢ki znacajno i negativno korelisu sa Pl i SBI, (p<0,05).

Korelacije RANKL sa svim parametrima su minimalne. Najizrazenija korelacija, ali

bez statistiCke znacajnosti, postoji izmedu CPITN i TNF-a pre pocetka terapije, sa vrednoscu

Spearmanovog koeficijenta od 0,34 (Tabela 1).

Tabela 2. Vrednosti promena ispitivanih varijabli tokom prvih 6 meseci ortodontske terapije

(promene u odnosu na vrednosti pre terapije)
X+SD (95% ClI); Md (IKR)

Promene parametra

3 meseca

od pocetka terapije

6 meseci

od pocetka terapije

Pl

SBI

NO,+NO3; GST
(nmol/mg prot.)
NO2+NOj3 pljuvacka
(nmol/mg prot.)

CPITN

TNF-a

(pg/mL)
RANKL (pmol/L)

0,27+0,26 (0,17 — 0,36)
0,28 (0,00 — 0,49)
1,04+0,52 (0,85 — 1,24)
1,07 (0,54 — 1,50)
1,34+0,99 (0,97 — 1,71)
1,06 (0,31 — 1,94)
1,60+1,08 (1,20 — 2,00)
1,16 (0,75 — 2,53)
0,36+0,16 (0,30 — 0,41)
0,33 (0,29 — 0,50)
0,04+0,62 (-0,20 — 0,27)
0,09 (-0,17 - 0,38)
0,29+0,30 (0,17 — 0,40)
0,21 (0,12 - 0,38)

0,42+0,35 (0,29 — 0,55)

0,39 (0,00 - 0,62)
1,17+0,53 (0,97 — 1,36)"
1,21 (0,74 — 1,46)
2,20+1,22 (1,74 — 2,65)"
1,81 (1,51 — 3,41)

2,89+1,50 (2,33 — 3,45)""

2,60 (1,83 — 3,98)

0,46+0,17 (0,39 — 0,52)

0,42 (0,33 — 0,54)
0,03+0,56 (-0,18 — 0,23)
0,15 (-0,20 — 0,37)
0,45+0,27 (0,35 — 0,55)
0,50 (0,23 - 0,67)"

"~ p<0,05, " —p<0,01, " - p<0,001

Utvrdeno je da su ostvarene promene u odnosu na vrednosti pre pocetka terapije kod veéine

ispitivanih parametara statisticki znacajno vece nakon 6 meseci u odnosu na period nakon 3

meseca od pocetka ortodontske terapije, sa nivoima znacajnosti od p<0,05 za SBI, p<0,01 za

Uticaj terapije fiksnim ortodontskim aparatima na parodoncijum i dijagnosti¢ki potencijal biohemijskih parametara zapaljenja

\59



Predrag N. Jano$evi¢, doktorska disertacija Rezultati

NO2+NO3 GST, p<0,001 za Pl i NO2+NO3 u pljuvacci, p<0,001 za CPITN, odnosno p<0,05 za
RANKL (p<0,001, Wilcoxon Signed-Ranks test, Studentov t-test uparenih uzoraka). Jedino su
promene za TNF-a na istom nivou 3 i1 6 meseci nakon pocetka terapije, a one su i onako veoma

male (Tabela 2).

Tabla 3. Korelacije promena ispitivanih varijabli tokom 6 meseci ortodontske terapije

Korelacije parametara 3 meseca 6 meseci

od pocetka terapije  od pocetka terapije

PliSBI 0,27 0,31
PliCPITN 0,04 0,35
Pli NO,2*+NO;3 GST 0,02 0,11
PIi NOx+NO;z u pljuvadci -0,19 0,03
Pli TNF-« -0,11 -0,00
Pli RANKL -0,09 -0,07
SBIi CPITN 0,45" 0,52"
SBI i NO#+NO; GST 0,13 0,03
SBI i NOz+NOs u pljuvadci -0,25 -0,04
SBIi TNFa -0,14 -0,08
SBI i RANKL 0,01 -0,13
NO,+NO3 GST i NO+NOj3 u pljuvaci 0,31 0,59
NO,+NO3 GST i CPITN -0,18 -0,09
NO,+NO; GST i TNF-a -0,09 0,00
NO,+NO3 GST i RANKL -0,18 0,22
NO,+NOj3 u pljuvagci i CPITN -0,04 0,07
NO,+NOj3 u pljuvagci i TNF-a 0,06 0,03
NO,+NO; u pljuvagci i RANKL -0,23 0,26
CPITN i TNF-a 0,13 0,09
CPITN i RANKL 047" 0,24
TNF-a. i RANKL 0,07 0,24

"~ p<0.001, " —p<0.01

Postoji pozitivna korelacija vrednosti promena klini¢kih parametara gingive (PI 1 SBI)

malog intenziteta 3 meseca, a srednjeg intenziteta 6 meseci nakon pocetka terapije, medutim,
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bez statistiCke znacajnosti. Kao statisticki znacajne izdvajaju se i pozitivhe korelacije pro-
mena SBI i CPITN: srednjeg intenziteta nakon 3 meseca terapije (p<0,05) i jaka korelacija 6
meseci nakon pocetka terapije (p<0,01).

Korelacija promena koncentracija NO,+NO3; u GST i NO,+NOs u pljuvacci je pozi-
tivna, srednjeg intenziteta, ali ne i statistiCki znaCajna 3 meseca nakon pocetka terapije, a
velika i statisticki znacajna 6 meseci nakon pocetka terapije (p<0,001). Postoji pozitivha
korelacija vrednosti promena malog intenziteta izmedu CPITN i TNF-a 3 meseca nakon
pocetka terapije, kao 1 izmedu RANKL, CPITN i TNF-a 6 meseci nakon pocetka terapije.
Statisticki znacajna je i1 pozitivna korelacija CPITN i RANKL visokog intenziteta, utvrdena 3
meseca od pocetka terapije sa vredno$¢u Spearmanovog koeficijenta korelacije p=0,47
(p<0,01) (Tabela 3).

lako je vrednost PI kod 8 ispitivanih pacijenata konstantna tokom 6 meseci ortodontske
terapije (Grafikon 8), prisutan je statisti¢ki znacajan porast vrednosti CPITN, SBI, RANKL,
NO2,+NO;z; u GST i u pljuvacei 3 i 6 meseci nakon pocetka terapije. Vrednosti Klini¢kog
parametra SBI, 3 meseca, kao i 6 meseci nakon pocetka terapije statisticki su znac¢ajno veée nego
pre pocetka terapije (p<0,01).

U odnosu na vrednosti parametara pre pocetka terapije, koncentracije NO,+#NO3z u GST,
kao i u pljuvacci, statisticki su znacajno vece 3 meseca (p<0,001), kao i 6 meseci nakon
pocetka terapije (p<0,01).

Treba uoditi da su vrednosti SBI i koncentarcije NO,+NO3; u GST nesto nizie 6 meseci
nakon pocetka terapije nego 3 meseca 0d pocetka terapije, dok je vrednost koncentracije
NO,+NOs u pljuvacci ve¢a 6 meseci nego 3 meseca nakon pocetka ortodontske terapije.

U odnosu na pocetak, 3 meseca, kao 1 6 meseci nakon pocetka ortodontske terapije
ostvaren je statistiCki znacajan porast vrednosti CPITN 1 RANKL, na maksimalnom nivou
statisticke znacajnosti (p<0,001), dok je vrednost TNF-a. samo minimalno veca 3 i 6 meseci

nakon pocetka terapije u odnosu na vrednost parametra pre terapije (Grafikon 8).
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5.2. Rezultati ispitivanja efekata razli¢itih koncentracija ekstrakata

materijala za lepljenje bravica na vijabilnost i proliferaciju 1.929 ¢elija

5.2.1. Efekat razli¢itih koncentracija jednodnevnog ekstrakta ispitivanih materijala

na vijabilnost L.929 ¢elija

Vijabilnost ¢elija tretiranih razli¢itim koncentracijama jednodnevnog ekstrakta ispitiva-
nih materijala je izraZena preko srednje vrednosti apsorbance, koja je direktno proporcionalna
broju zivih ¢Celija.

Deskriptivni parametri vijabilnosti ¢elija u zavisnosti od koncentracije jednodnevnog
ekstrakata ispitivanih materijala, dati su u Tabelama 4 i 5. Vijabilnost ¢éelija izlozenih kontrolnom
medijumu je veca u poredenju sa celijama izloZzenim jednodnevnom ekstraktu AP materijala sa
nivoima znacajnosti datim u tabeli 4. Vijabilnost ¢elija izloZenih ekstraktu AP materijala opada sa
povecanjem koncentracije ekstrakta. Vijabilnost Celija izlozenih jednodnevnom ekstraktu SP
materijala malo varira u odnosu na koncentraciju ekstrakta, manja je u odnosu na vijabilnost u
kontroli (Tabela 5), sa statistiCki znaCajnim razlikama koje su nizeg nivoa nego kod AP

materijala.

Tabela 4. Efekat razli¢itih koncentracija jednodnevnog ekstrakta AP materijala

na vijabilnost ¢elija

Koncentracija N X+SD SE 95% ClI Min  Max Cv
Kontrola 4 0,76+ 0,01 000 0,75- 0,77 075 077 1,06
50 4 050+ 001 001 048- 0,52 049 052 2,39
10% 4 052+ 002 0,01 0,48— 0,55 049 055 4,66
25% 4 050+ 001 001 047- 052 049 051 282
50% 4 049+ 007 0,04 0,37- 0,60 040 056 15,01
100% 4 0,07+ 000 0,00 0,07- 0,08 007 008 561

" _p<0,01, " — p<0,001
Studentov t test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test
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Tabela 5. Efekat razli¢itih koncentracija jednodnevnog ekstrakta SP materijala

na vijabilnost ¢elija

Koncentracija N X+SD SE 95% ClI Min  Max Cv
Kontrola 4 0,66+ 0,07 003 0,56 0,76 061 075 9,86
5% 4 056+ 0,02 001 0,53- 0,59 054 058 3,44
10% 4 063+ 0,04 0,02 0,56— 0,69 059 069 6,99
25% 4 057+ 0,03 001 053- 0,62 055 061 4,72
50% 4 057+ 0,02 001 0,54 0,59 055 058 2,86
100% 4 048+ 0,02 001 045- 0,50 046 050 3,40

" -0,05; " —p<0,01
Studentov t test nezavisnih uzoraka

5.2.2. Efekat razli¢itih koncentracija jednodnevnog ekstrakta ispitivanih materijala

na proliferaciju 1929 éelija

Proliferacija Celija tretiranih razli¢itim koncentracijama jednodnevnog ekstrakta ispitivanih
materijala izraZena je preko srednje vrednosti apsorbance, koja je direktno proporcionalna broju
zivih Celija.

Deskriptivni parametri proliferacije Celija u zavisnosti od koncentracije jednodnevnog
ekstrakata ispitivanin materijala, dati su u Tabelama 6 i 7. Proliferacija ¢elija izloZenih kon-
trolnom rastvoru je manja u poredenju sa Celijama izlozenim peto i desetoprocentnom jedno-
dnevnom ekstraktu oba materijala. Proliferacija ¢elija tretiranih 25%-nim ekstraktom AP mate-
rijala, belezi brzi pad 1 statistiCki je znac¢ajno niZza u odnosu na kontrolu, a veoma znacajan pad se
belezi za 50 i 100%-ne ekstrakte AP materijala.

Proliferacija Celija izlozenih 25 i 50%-nim ekstraktima SP materijala je u nivou, ¢ak i visa
u odnosu na kontrolu. Statisticki znacajno smanjena proliferacija u odnosu na kontrolu se belezi

samo za koncentraciju ekstrakta od 100%.
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Tabela 6. Efekat razli¢itih koncentracija jednodnevnog ekstrakta AP materijala na

proliferaciju ¢elija

Koncentracija N X+SD SE 95% ClI Min  Max Cv
Kontrola 4 094+ 0,05 002 0,86 1,02 088 099 5,18
5% 4 119+ 011 " 0,05 1,02- 1,36 103 1,25 897
10% 4 123+ 013 ° 007 1,02- 1,43 1,10 1,36 10,61
25% 4 077+ 0,09 004 0,63- 001 068 086 11,65
50% 4 012+ 001 " 001 0,10- 0,14 010 013 12,14
100% 4 0,04+ 0,00 0,00 0,04 - 0,04 004 004 221

" —p<0,05, " —p<0,01, " — p<0,001
Studentov t test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test

Tabela 7. Efekat razli¢itih koncentracija jednodnevnog ekstrakta SP materijala na

proliferaciju ¢elija

Koncentracija N X+SD SE 95% ClI Min  Max Cv
Kontrola 4 0,95+ 0,03 002 0,90 - 1,01 092 100 3,49
5% 4 110+ 014~ 0,07 0,87- 1,33 1,00 1,32 13,00
10% 4 121+ 0,10 005 1,05— 1,38 107 1,29 853
25% 4 098+ 0,09 005 0,84— 1,13 089 1,10 9,53
50% 4 098+ 0,05 0,03 0,89 1,06 092 103 552
100% 4 081+ 0,06 003 0,71- 0,90 076 088 7,24
= p<0,01

Studentov t test nezavisnih uzoraka

5.2.3. Efekat razli¢itih koncentracija trodnevnog ekstrakta ispitivanih materijala

na vijabilnost L929 ¢elija

Vijabilnost ¢elija tretiranih razli¢itim koncentracijama trodnevnog ekstrakta ispitivanih
materijala izrazena je preko srednje vrednosti apsorbance, koja je direktno proporcionalna broju
zivih ¢elija.

Deskriptivni  parametri vijabilnosti ¢elija u zavisnosti od koncentracije trodnevnog
ekstrakata ispitivanih materijala, dati su u Tabelama 8 i 9. Vijabilnost ¢elija izlozenih kontrolnom
rastvoru je statisti¢ki zna¢ajno veéa u odnosu na ¢elije izloZene svim prikazanim koncentracijama

trodnevnog ekstrakta AP materijala na maksimalnom nivou znacajnosti (p<0,001) (Tabela 8).
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Vijabilnost c¢elija izlozenih ekstraktu SP materijala znacajno blaze opada sa povecanjem

koncentracije ekstrakta u odnosu na ekstrakt AP materijala i veoma je bliska vijabilnosti ¢elija u

kontroli. Statisticki je znacajno manja vijabilnost celija izlozenih 10%-nom ekstraktu AP

materijala (p<0,05), a statisti¢ki znac¢ajno manja u odnosu na kontrolu kod ¢elija izlozenih 100%-

nom ekstraktu oba materijala (p<0,001) (Tabela 9).

Tabela 8. Efekat razli¢itih koncentracija trodnevnog ekstrakta AP materijala

na vijabilnost ¢elija

Koncentracija N X+SD SE 95% ClI Min  Max Cv
Kontrola 4 0,76+ 0,01 0,00 0,75- 0,77 075 077 1,06
5% 4 046+ 001 0,00 045- 0,47 046 047 1,26
10% 4 047+ 003 001 042- 052 043 049 6,26
25% 4 049+ 004 0,02 043- 0,55 044 053 7,74
50% 4 037+ 003 0,02 0,31- 0,42 033 040 8,72
100% 4 007+ 001 0,00 0,06— 0,08 007 008 9,00

= p<0,001
Studentov t test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test
Tabela 9. Efekat razli¢itih koncentracija trodnevnog ekstrakta SP materijala
na vijabilnost celija

Koncentracija N X+SD SE 95% ClI Min  Max Cv
Kontrola 4 0,66+ 0,07 0,03 0,56- 0,76 061 075 9,86
5% 4 064+ 0,10 0,05 0,49- 0,79 050 0,69 14,86
10% 4 056+ 0,03 002 051- 061 051 058 554
25% 4 063+ 0,07 004 052- 0,75 054 071 11,16
50% 4 062+ 0,08 004 049- 0,75 050 0,68 13,20
100% 4 032+ 0,01 001 0,30- 0,35 031 034 454

" -0,05; " - p<0,01
Studentov t test nezavisnih uzoraka
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Rezultati

5.2.4. Efekat razli¢itih koncentracija trodnevnog ekstrakta ispitivanih materijala

na proliferaciju L 929 ¢elija

Proliferacija celija tretiranih razli¢itim koncentracijama trodnevnog ekstrakta ispitiva-

nih materijala izraZena je preko srednje vrednosti apsorbance, koja je direktno proporcionalna

broju zivih ¢elija.

Deskriptivni parametri proliferacije Celija u zavisnosti od koncentracije trodnevnog

ekstrakta ispitivanih materijala, dati su u Tabelama 101 11

Tabela 10. Efekat razli¢itih koncentracija trodnevnog ekstrakta AP materijala

na proliferaciju ¢elija

Koncentracija N X+SD SE 95% ClI Min  Max Cv
Kontrola 4 0,94+ 0,05 0,02 0,86- 1,02 0,88 0,99 5,18
5% 4 0,93+ 0,05 0,03 085- 1,01 0,89 099 554
10% 4 0,84+ 0,03 ” 0,01 0,80- 0,88 0,81 0,87 318
250 4 035+ 001 001 033- 0,37 033 036 3,66
50% 4 006+ 002 0,01 0,03~ 0,09 0,04 008 31,85
100% 4 004+ 000 0,00 0,04- 0,05 004 005 382

" —p<0,01, " - p<0,001
Studentov t test nezavisnih uzoraka
Tabela 11. Efekat razlicitih koncentracija trodnevnog ekstrakta SP materijala
na proliferaciju ¢elija

Koncentracija N X+SD SE 95% ClI Min  Max Cv
Kontrola 4 0,95+ 0,03 0,02 0,90- 1,01 092 1,00 3,49
5% 4 0,96+ 0,03 0,01 091-1,01 093 1,00 3,06
10% 4 0,97+ 0,04 0,02 091- 1,04 0,94 103 4,8
25% 4 1,00+ 0,06 0,03 0,91- 1,09 095 1,08 5,66
50% 4 1,00+ 0,08 0,04 0,87- 1,14 091 111 8,34
100% 4 033+ 003 001 029- 0,37 031 036 756

= p<0,01

Studentov t test nezavisnih uzoraka
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Proliferacija ¢elija izlozenih kontrolnom rastvoru je statisticki znac¢ajno veca u odnosu na
Celije izlozene ekstraktu AP materijala, ve¢ pocev od koncentracije od 10% (p<0,01), a na
najviSem nivou znacajnosti za sve ostale vise koncentracije ekstrakta (p<0,001). Proliferacija
¢elija izloZenih ekstraktu SP materijala je veoma sli¢énog nivoa u odnosu na kontrolu (¢ak je i
minimalno viSa 1 u porastu) za ispitivane koncentracije od 5, 10, 25 i 50%, a statisticki je

znacajno niza u odnosu na kontrolu tek pri najvecoj koncentraciji ekstrakta od 100% (p<0,001).

5.2.5.Efekat razli¢itih koncentracija sedmodnevnog ekstrakta ispitivanih materijala

na vijabilnost L.929 ¢elija

Vijabilnost Celija tretiranih razli¢itim koncentracijama sedmodnevnog ekstrakta ispitivanih
materijala izraZena je preko srednje vrednosti apsorbance, koja je direktno proporcionalna broju
zivih ¢elija.

Deskriptivni parametri vijabilnosti ¢elija u zavisnosti od koncentracije sedmodnevnog
ekstrakta ispitivanih materijala, dati su u tabelama 12 i 13. Kod ¢éelija izloZenih kontrolnom
rastvoru vijabilnost je statisticki znacajno veca u odnosu na Celije izloZzene svim prikazanim
koncentracijama ekstrakata AP materijala sa datim nivoima znacajnosti (Tabela 12). Vijabilnost
Celija izloZenih ekstraktu SP materijala se menja manjim intenzitetom, ¢ak je priblizno slicnog
nivoa na koncentracijama od 25 i 50% onoj u kontroli. Statisticki je znacajno niza u odnosu na
kontrolu pri koncentracijama od 5 i 10% (p<0,05), a najniza i statisti¢ki znacajno manja u odnosu

na kontrolu je pri koncentraciji od 100% (p<0,001) (Tabela 13).

Tabela 12. Efekat razli¢itih koncentracija sedmodnevnog ekstrakta AP materijala

na vijabilnost ¢elija

Koncentracija N X+SD SE 95% ClI Min  Max Cv
Kontrola 4 0,76+ 0,01 000 0,75- 0,77 075 077 1,06
50 4 051+ 0,03 0,02 0,45- 0,56 048 056 6,75
10% 4 048+ 001 001 0,47- 0,50 047 049 211
25% 4 050+ 001 001 048- 0,52 049 052 244
50% 4 039+ 002 001 0,35- 043 038 043 6,30
100% 4 007+ 001 0,00 0,06 — 0,09 007 0,08 10,03

"~ p<0,05, " —p<0,01 " — p<0,001
Studentov t test nezavisnih uzoraka, Mann-Whitney test
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Tabela 13. Efekat razli¢itih koncentracija sedmodnevnog ekstrakta SP materijala

na vijabilnost Celija

Koncentracija N X+SD SE 95% ClI Min  Max Cv
Kontrola 4 0,66+ 0,07 003 0,56 0,76 061 075 9,86
5% 4 051+ 001 0,00 0,49- 0,52 050 051 1,68
10% 4 053+ 0,02 0,01 050- 0,55 052 055 291
25% 4 063+ 0,08 004 050 0,77 051 068 13,35
50% 4 061+ 0,08 004 0,47- 074 049 069 14,01
100% 4 030+ 0,01 001 0,28- 031 028 031 3,87

" -0,01; 7" - p<0,001
Studentov t test nezavisnih uzoraka

5.2.6. Efekat razli¢itih koncentracija sedmodnevnog ekstrakta ispitivanih materijala

na proliferaciju L929 éelija

Proliferacija ¢elija tretiranih razli¢itim koncentracijama sedmodnevnog ekstrakta ispiti-
vanih materijala izrazena je preko srednje vrednosti apsorbance, koja je direktno proporci-
onalna broju zivih ¢elija.

Deskriptivni parametri proliferacije celija u zavisnosti od koncentracije sedmodnevnog
ekstrakta ispitivanih materijala, dati su u Tabelama 14 i 15. Proliferacija Celija izlozenih dejstvu
ekstrakata AP materijala statisticki je niza pri svim koncentracijama ekstrakta u odnosu na
kontrolu, sa nivoima znacajnosti datim u Tabeli 14. Proliferacija ¢elija je najvise Smanjena pri
koncentracijama ekstrakta od 50 i 100%. Proliferacija ¢elija izloZenih ekstraktu SP materijala je
slicna onoj u kontroli sve do koncentracije ekstrakta od 50% pri kojoj je statisticki manja u
odnosu na kontrolu (p<0,01), a pri koncentraciji od 100% proliferacija ¢elija je izrazito smanjena

u odnosu na kontrolu sa najvisim nivoom statisticke znacajnosti (p<0,001) (Tabela 15).
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Tabela 14. Efekat razli¢itih koncentracija sedmodnevnog ekstrakta AP materijala

na proliferaciju ¢elija

Koncentracija N X+SD SE 95% ClI Min  Max Cv
Kontrola 4 094+ 0,05 002 0,86 1,02 088 099 5,18
5% 4 080+ 003 0,02 0,75- 0,85 076 084 4,25
10% 4 074+ 0,05 0,02 0,66— 0,81 070 081 6,43
25% 4 039+ 003 0,02 0,34- 0,44 037 044 7,84
50% 4 004+ 000 0,00 0,04— 0,05 004 005 430
100% 4 0,04+ 0,00 0,00 0,04— 0,05 004 005 3,99

" —p<0,01, " - p<0,001
Studentov t test nezavisnih uzoraka

Tabela 15. Efekat razli¢itih koncentracija sedmodnevnog ekstrakta SP materijala

na proliferaciju celija

Koncentracija N X+SD SE 95% ClI Min  Max Cv
Kontrola 4 0,95+ 0,03 0,02 0,90- 1,01 092 1,00 3,49
5% 4 090+ 0,03 0,02 0,85- 0,95 087 094 343
10% 4 095+ 0,04 002 0,89- 1,01 092 1,00 4,04
25% 4 095+ 0,04 002 0,88 1,02 091 099 441
50% 4 081+ 006 003 0,71- 0,91 074 089 7,58
100% 4 014+ 003 0,02 0,09- 0,20 012 0,19 24,07

" —p<0,01, " - p<0,001
Studentov t test nezavisnih uzoraka
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5.3. Rezultati ispitivanja vijabilnosti i proliferacije ¢elija u istim
koncentracijama ekstrakata za zadati tip materijala u zavisnosti od

perioda ekstrakcije

5.3.1. Uticaj ispitivanih koncentracija ekstrakta AP materijala na vijabilnost Celija

u zavisnosti od perioda ekstrakcije

Na osnovu deskriptivnih parametara vijabilnosti ¢elija datih u grafikonu 9 moze se
utvrditi da svi ekstrakti AP materijala deluju citotoksi¢no, odnosno dovode do smanjenja Vvija-
bilnosti 1929 ¢elija, bez obzira na period ekstrakcije i ispitivane koncentracije. NajizraZeniji
citotoksicni efekat zapaza se pri koncentraciji ekstrakta AP materijala od 100%. Jedino na kon-
centraciji ekstrakta od 50% se uocava znaéjna razlika u vijabilnosti ¢elija zavisna od trajanja

ekstrakcije.Date su statisticki znacajne razlike vijabilnosti u odnosu na negativnu kontrolu.
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Grafikon 9. Efekat ispitivanih koncentracija ekstrakta AP materijala na vijabilnost ¢elija

u zavisnosti od trajanja ekstrakcije

5.3.2.Uticaj zadatih koncentracija ekstrakta SP materijala na vijabilnost ¢elija

u zavisnosti od perioda ekstrakcije

Deskriptivni parametri vijabilnosti ¢elija prikazani na Grafikonu 10 ukazuju da period
ekstrakcije, pri zadatoj koncentraciji, ne utie znacajnije na promenu vijabilnosti ¢elija kada
su u pitanju SP materijali. Najizrazenija promena vijabilnosti zapaZa se pri najvecoj koncen-
traciji od 100% pri ¢emu vijabilnost opada sa pove¢anjem perioda ekstrakcije. Prikazane su

statisticki znacajne razlike vijabilnosti u odnosu na kontrolu.
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Grafikon 10. Efekat razli¢itih koncentracija ekstrakta SP materijala na vijabilnost ¢elija

u zavisnosti od trajanja ekstrakcije

5.3.3. Uticaj ispitivanih koncentracija ekstrakta AP materijala na proliferaciju celija

u zavisnosti od perioda ekstrakcije

Na osnovu deskriptivnih parametara proliferacije prikazanih na Grafikonu 11 za materijal

AP mozZe se utvrditi da se sa produzenjem perioda ekstrakcije, pri ispitivanoj koncentraciji,

smanjuje proliferacija celija za koncentracije ekstrakta od 5, 10, 25 i 50%, dok je pri koncentraciji

od 100% vrednost proliferacije veoma niska i ista za sve periode ekstrakcije. Dati su nivoi

statisiCke znacajnosti razlika proliferacija u odnosu na negativnu kontrolu.
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Grafikon 11. Efekat razlicitih koncentracija ekstrakta AP materijala na proliferaciju ¢elija

u zavisnosti od trajanja ekstrakcije
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5.3.4. Uticaj ispitivanih koncentracija ekstrakta SP materijala na proliferaciju celija

u zavisnosti od perioda ekstrakcije

Deskriptivni parametri proliferacije prikazani na Grafikonu 12 za materijal SP ukazuju
da generalno postoji blagi pad proliferacije sa porastom perioda ekstrakcije, uz zapazanje da
je najvece smanjenje utvrdeno pri koncentraciji ekstrakta od 100%. Prikazani su nivoi statisticke

znacajnosti razlika proliferacija u odnosu na kontrolu.
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Grafikon 12. Efekat razli¢itih koncentracija ekstrakta SP materijala na proliferaciju ¢elija

u zavisnosti od trajanja ekstrakcije
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5.4. Rezultati mikroskopske analize fagocitoze ¢estica AP i SP materijala

od strane makrofaga linije RAW 264.7

Na slici 20 prikazan je izgled celija u kontrolnoj kulturi makrofaga posmatrano na
svetlosnom mikroskopu na faznom kontrastu. Makrofagi tretirani LPS-om su sluzili kao pozi-
tivna kontrolna grupa za fagocitozu, jer LPS stimuliSe fagocitnu aktivnost makrofaga. Na
slikama 20 i 21. vide se znaci aktivacije makrofaga. Postoji veliki broj ¢éelija sa uocljivim
vezikulama.

U kulturi makrofaga izlozenih suspenziji AP materijala koncentracije 200ug/ml ne po-
stoje znaci fagocitoze. Prisutna je znacana redukcija broja ¢elija u odnosu na kontrolu, a pri-
sutni sui znaci masovne apoptoze celija. (Slika 22 i 23).

U kulturi makrofaga izlozenih suspenziji AP materijala u koncentraciji 40 mcg/ml po-
stoji blaga redukcija broja ¢elija, ali 1 znaci fagocitoze Cestica ponudenog materijala (Slika 24
i 25).

U kulturi makrofaga izloZenih suspenzijama SP materijala u koncentracijama 200 i
40 mcg/ml moZe se uociti izraZzena fagocitoza Cestica, dok znakova apoptoze nema. Takode

mogu se uociti ¢elije ispunjene vezikulama (Slika 26, 27, 28, 29).

Slika 18. Negativna kontrola: kultura RAW 264.7 ¢elija, uv. x 100, fazni kontrast.
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Slika 20. Pozitivna kontrola: kultura RAW 264.7 ¢elija izlozenih LPS-u,

uv. x 100, fazni kontrast.
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Slika 21. Pozitivna kontrola: kultura RAW 264.7 ¢elija izlozenih LPS-u,

uv. X 200, fazni kontrast.

Slika 22. Kultura RAW 264.7 ¢elija izlozenih suspenziji AP1,
uv. x 100, fazni kontrast.
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Slika 23. Kultura RAW 264.7 ¢elija izlozenih suspenziji AP1,

uv. X 200, fazni kontrast.

Slika 24. Kultura RAW 264.7 ¢elija izloZenih suspenziji AP2,
uv. x 100, fazni kontrast.
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Slika 25. Kultura RAW 264.7 ¢elija izloZenih suspenziji AP2, uv. x 200, fazni kontrast.

Slika 26. Kultura RAW 264.7 ¢elija izloZzenih suspenziji SP1, uv. x 100, fazni kontrast.
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Slika 27. Kultura RAW 264.7 ¢elija izlozenih suspenziji SP1, uv. x 200, fazni kontrast.

Slika 28. Kultura RAW 264.7 ¢elija izloZenih suspenziji SP2, uv. X 100, fazni kontrast.
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Slika 29. Kultura RAW 264.7 ¢elija izlozenih suspenziji SP2, uv. X200, fazni kontrast.
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6. DISKUSIJA

6.1. Klinicki i biohemijski parametri u pra¢enju parodontalnog stanja kod

pacijenata u treapiji fiksnim ortodontskim aparatima

6.1.1. Pracenje parodontalnog stanja preko klinickih parametara

kod pacijenata u terapiji fiksnim ortodontskim aparatima.

Parodontalna bolest je relativno Cesta u sasvremenom drustvu. Poznato je da najceSce
napreduje sporo i prolazi kroz viSe stadijuma pre nego Sto dode do gubitka zuba kao glavne
komplikacije bolesti. Ovo namece potrebu za periodi¢nim praéenjem parodontalnog stanja i
preduzimanjem potrebnih terapijskih i preventivnin mera kako bi se odlozio nastanak ili
usporila progresija bolesti.

Terapija fiksnim ortodontskim aparatima je $iroko rasprostranjena zbog svojih pozi-
tivnih efekata u terapiji malokluzija, ali se od pocetka njene primene vodi polemika o njenom
uticaju na parodont. Savremeni fiksni aparati su dizajnirani tako da proizvode blage i kontinu-
irane sile, ali ipak konstantno prisustvo bravica, otezana higijena i mehanicka iritacija i dalje
mogu Stetno uticati na parodont. Veéina studija isti¢e ¢estu pojavu zapaljenja gingive kod paci-
jenata u ortodontskoj terapiji, otuda i potreba da se tokom terapije periodi¢no mere klinicki pa-
rametri stanja gingive 1 na taj nacin na vreme preventivno deluje ukoliko za to postoji potreba.

U sprovedenom istraZivanju postoji statisticki znacajno povecanje vrednosti klinickih
parametara PI, SBI i CPITN 3 i 6 meseci nakon pocetka ortodontske terapije u poredenju sa
vrednostima pre terapije. Dobijeni rezultati ukazuju na postojanje i pogorSavanje zapa-
ljenskog procesa na gingivi u toku prvih 6 meseci terapije, Sto je u skladu sa rezultatima dru-
gih studija? 7177178,

Interesantan je podatak da od 30 pacijenata koje smo obuhvatili studijom kod 8 nije za-
belezen bilo kakav porast vrednosti PI u toku prvih 6 meseci terapije U odnosu na vrednosti
pre pocetka terapije. To ukazuje na dobru oralnu higijenu i motivisanost pacijenata, bez obzi-
ra na novonastale okolnosti koje podrazumevaju prisustvo ortodontskih bravica na zubima.
Ipak, kod vecine pacijenata postoji trend pogorSavanja zapaljenja gingive na Sta ukazuje po-
rast vrednosti SBI, CPITN, kao i produkcije NO i RANKL u GST i NO u pljuvaéci u prvih 6

meseci ortodontske terapije.
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Moze se zakljuéiti da na zapaljensko stanje gingive pored prisustva dentalnog plaka uti-
¢u 1 drugi faktori kao Sto su: lepak za bravice, bond ili mehanicka iritacija gingive. U sprove-
denoj studiji Corbacho de Melo i saradnici (2012) ukazuju da pozicija bravice ispod ivice
gingive moze usloviti mehanicku iritaciju, retenciju plaka i uticati na pojavu i pogorSavanje

gingivalnog zapaljenje®.

6.1.2. Azot monoksid - medijator zapaljenja u toku ortodontske terapije

U okviru slozenih procesa kostane remodelacije za vreme ortodontskog pomeranja zu-
ba, postoje biomolekuli koji igraju glavnu ulogu u ovom procesu. Utvrdeno je da se sinteza
NO i PGE2 moze koristiti kao parametar mehanosenzitivnosti kostanih ¢elija u okviru proce-
sa remodelacije '”*. Kada se inhibira iNOS, odgovor kosti na mehanicko optereéenje se sma-
njuje, §to takode upuéuje na znadaj uloge NO u podetnoj fazi kostane remodelacije **°. Pro-
dukcija NO od strane primarnih kostanih ¢elija direktno zavisi od veli¢ine mehanic¢kog stresa,
nastalog usled opterecenja. Kostane ¢elije mogu da detektuju mehanicke signale preko struja-
nja i protoka fluida, a mehanicka sila koja deluje na kost prouzrokuje kretanje intersticijalnog
fluida kroz sisteme kostanih kanali¢a **.

Kako bi bolje razumeli ortodontsko pomeranje zuba i kako bi odredili optimalnu silu u
terapiji sa bioloSkog aspekta, Nakago-Matsuo i saradnici (2009) su pratili produkciju NO u
kulturi fibroblasta humanih periodontalnih ligamenata izloZenih razli¢itim nivoima hidra-
uli¢nog pritiska 182 Dogli su do rezultata koji ukazuju da je produkcija NO znatno veca u fi-
broblastima pod ve¢im pritiskom, zbog ¢ega bi NO mogao biti jedan od kljuénih molekula u
regulaciji pomeranja zuba.

Cinjenica je da nema puno studija koje se bave ulogom NO u procesima kostane remo-
delacije za vreme ortodontskog pomeranja zuba. Shirazi i saradnici (2002) smatraju da je
osnovna uloga NO u procesu regulacije formiranja sistema sekundarnih glasnika, u regulisa-
nju funkcija osteoblasta i osteoklasta, kao i u regulaciji protoka krvi u zubnoj pulpi **. Potvr-
deno je da NO povecava mikrovaskularnu propustljivost kapilara, a samim tim igra ulogu u
pocetnoj fazi kostane remodelacije. Kasnije, monociti iz krvnih sudova postaju baza za remo-

184

delaciju kosti =". Visoka produkcija NO mozZe i da inhibira resorpciju kosti preko inhibicije

formiranja osteoklasta iz njihovih prekursora %% %,
AKkin i saradnici (2004) su ispitivali uticaj NO na pomeranje zuba kod pacova u eksperi-
mentu u kome su Koristili N-omega-nitro-L-arginine metil ester (L-NAME) kao inhibitor

NOS, a nitro-L-arginine (NLA) kao prekursor NOS **”. Doslo se do zakljutka da je broj
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multinuklearnih osteoklasta, howship-ovih lakuna, vaskularizacija i stepen pomeranja zuba
bio statisti¢ki znac¢ajno veé¢i u NLA u odnosu na L-NAME i kontrolnu grupu. Ovo je jo$
jedan od dokaza znacaja NO u ortodontskom pomeranju zuba.

Tan i saradnici (2009) tvrde da su upravo osteociti ¢elije od najveéeg znacaja za remo-
delaciju kosti *®. Oni sintetiSu NO preko aktiviranja i ekspresije eNOS i iNOS. Njihova stu-
dija je posvecena ispitivanju ekspresije eNOS i iNOS u osteocitima za vreme ortodontskog
pomeranja zuba. U ovoj studiji ispitivani su prvi gornji molari koji su pomoc¢u federa pomera-
ni mezijalno. Imunohistohemijsko bojenje je pokazalo da na strani vuce postoji statisticki
znacajan porast broja eNOS pozitivnih osteocita, 24h nakon pocetka dejstva sile, dok je broj
iNOS pozitivnih Celija ostao priblizno isti. Na strani pritiska broj iNOS pozitivnih osteocita
raste ve¢ nakon 6 sati, dok broj eNOS pozitivnih osteocita raste nakon 24h. Ovi rezultati uka-
zuju da eNOS igra ulogu u formiranju kosti na strani vuce, dok je aktivnost iNOS znacajnija
na strani pritiska.

Nasi rezultati pokazuju statisti¢ki znacajan porast produkcije NO u GST 1 pljuvacei 3 1
6 meseci nakon pocetka ortodontske terapije. Pomenuti porast moze ukazati na trend pogor-
Sanja zapaljenskog stanja gingive kod ispitivanih pacijenata.

Ipak, prisutna je slaba je statisticka korelacija izmedu klinickih parametara (PI, SBI i
CPITN) 1 produkcije NO u pljuvacei 1 GST u toku prvih 6 meseci ortodontske terapije. Ova
¢injenica mozda moze ukazati da na sintezu NO u pljuvacci i GST kod ortodontskih pacijena-
ta pored gingivalnog zapaljenja mogu uticati i drugi faktori vezani za prirodu ortodontske te-
rapije i koStanu remodelaciju koja je prati.

Poznavanje uloge NO u procesima kostane remodelacije u toku ortodontske terapije je
od velike vaZnosti za tumacenje dobijenih rezultata. Uzorci GST 1 pljuvacke su uvek uzimani
mesec dana nakon prethodne kontrole i uvek pre sledeceg aplikovanja ortodontske sile. Na ovaj
nacin smo pokusSavali da smanjimo uticaj ortodontske sile i remodelacije kosti na produkciju
NO i da se ista ucini $to viSe merom gingivalnog zapaljenja prouzrokovanog prisustvom bra-
vica u ustima.

Na osnovu dobijenih rezultata, o¢igledno je da postoje velike individualne varijacije u
produkciji NO u GST i pljuvacci kod ispitivanih pacijenata, ¢ak i onih sa istim vrednostima
klinickih parametara stanja gingive. Zato se moze izvesti zakljucak da sinteza NO u pljuvacci
ili GST ne ukazuje direktno na zapaljenski status gingive.

Ima studija koje ukazuju da produkcija NO dostize pik u GST ve¢ 1 sat nakon apliko-
vanja ortodontske sile, a zatim ima tendenciju opadanja. Yoo i saradnici (2004) su ispitivali

znacaj NO kao markera prenoSenja signala za otpocinjanje koStane remodelacije, odnosno
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inicijalno aktiviranje NO sintaze nakon remecenja periodontalnog ekvilibrijuma u smislu
aplikovanja kontinuirane ortodontske sile *®. U ovom istrazivanju, prvi molari pacova su po-
merani mezijalno pomocu nikltitanijumskih federa. Da bi ispitali aktivnost NOS, brojene su
NADPH-dijaforaza pozitivne ¢elije. Dosli su do podataka da se aktivnost NOS znacajno po-
vecava na strani pritiska ve¢ 1 sat nakon pocetka dejstva sile, dok opada na strani vuce 31 6
sati od pocetka dejstva sile. Ovi rezultati ukazuju da je 1 do 3 sata sasvim dovoljno za po-
cetak pomeranja zuba usled dejstva lagane kontinuirane ortodontske sile na zub.

Ford i saradnici (2014) su sproveli istrazivanje ortodontskih pacijenata uzrasta 11-18
godina kod kojih je planirana neekstrakciona terapija'®. Uzorci GST su skupljani iz gingival-
nog sulkusa centralnih sekuti¢a, prvih i drugih stalnih molara odmah, 1 sat i 3-4 dana nakon
pocetka ortodontske terapije i1 aplikovanja pocetnih lukova koji proizvode laganu ortodontsku
silu. Maksilarni drugi stalni molari nisu uklju¢ivani u aparat i sluzili su kao kontrolna grupa.
Rezultati su ukazali da je nivo NO znatno veé¢i u GST sa bukalne strane prvih stalnih molara,
ali samo u pocetnoj fazi pomeranja zuba odnosno 1 sat nakon postavljanja ortodontskog luka.

U endotelnim ¢elijama krvnih sudova dokazana je visoka aktivnost eNOS ¥, Za vreme
pomeranja zuba, NO je vazan faktor odgovoran za relaksaciju glatkih misi¢a zidova krvnih su-
dova u komprimovanoj zoni periodoncijuma. Parodontalna hiperemija je u stvari inicijalna faza
koja vodi u brojne kompleksne procese kostane remodelacije u okviru ortodontske terapije.

D'Attillio i saradnici (2004) su ispitivali nivo eNOS i INOS u gingivi pacijenata kod ko-

jih je sprovodena terapija fiksnim ortodontskim aparatima ***

. U ovoj studiji su praceni ocnja-
ci, pri ¢emu je jedan usmeravan distalno nakon ekstrakcije premolara, dok je drugi o¢njak
sluzio kao kontrolni zub. Nakon 2 nedelje od primene ortodontske sile nivoi eNOS i iNOS su
bili statisti¢ki znacajno visi u gingivi distalno usmeravanog o¢njaka u poredenju sa kontrol-
nim zubom. Autori ovu pojavu objaSnjavaju time da gingiva i ako ne podleZe resorpciji za
vreme pomeranja zuba biva komprimovana na strani pritiska, a istegnuta na strani vuce, usled
¢eka dolazi do produkcije NO koji svakako uti¢e na ukupnu produkciju NO u GST.
Nilforoushan i Manolson (2009) su u ispitivanju sprovedenom na pacovima dosli do re-
zultata da je ekspresija svih izoformi NOS povecana na strani vuce, dok je na strani pritiska

kod postojanja bezéelijske zone smanjena %

. U slucaju dejstva slabijih ortodontskih sila i ne-
postojanja bezcelijske zone, ekspresija NOS se povecava i na strani pritiska. Broj eNOS pozi-
tivnih ¢elija se nije menjao, ali je intenzitet bojenja bio znacajno vec€i na strani vuce. Autori
zakljucuju da se za vreme ortodontskog pomeranja zuba pre svega menja obrazac ekspresije
nNOS, kao i da su ¢elije periodontalnog ligamenta, pre nego osteociti mehanosenzitivne celi-

je koje putem sinteze NO kao signalnog molekula ucestvuju u ranim fazama ortodontskog
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pomeranja zuba. Uloga gingivalne eNOS, iNOS, kao i NO, u ranim fazama pomeranja zuba
kod ljudi je ocigledna.

Dva glavna tipa Celija ukljucenih u remodelaciju kosti su osteoklasti, koji vrse resorpciju,
I osteoblasti koji stvaraju novu kost. Osteoklasti su ¢elije hematopoetskog porekla sa vise jeda-
ra, a diferenciraju se iz prekursora linije monociti/makrofagi. Njihova diferencijacija se odvija
pod uticajem specifi¢nih regulatora, ukljucujué¢i c-fos, M-CSF, RANK, RANKL i OPG.
Postoje studije koje ukazuju na ulogu NO u stimulaciji diferencijacije osteoklasta i kostane
resorpcije 1% 1%,

U toku ortodontske terapije, jaca sila primenjena na zub koji se pomera moze prouzro-
kovati nekroti¢ne promene periodoncijuma na strani pritiska usled potpune opstrukcije krvnih
sudova periodontalnog spacijuma. Tada dolazi do lokalnog porasta broja makrofaga i njima
slicnih ¢elija. Oni uklanjaju nekroti¢no tkivo i pri tom oslobadaju NO. Gaspirc i saradnici
(2002) su dokazali povisenu aktivnost INOS i u makrofagima gingive kod pacijenata tokom
ortodontske terapije *°.

Chae i saradnici (1997) su sproveli studiju na mi$jim osteoblastima-sli¢cnim ¢elijama i
na ¢elijama osteosarkoma i zakljucili da je NO jako bitan regulator u procesu formiranja i re-
sorpcije kosti, kao 1 da moze biti ukljucen u patogenezu gubitka kosti kod bolesti povezanih
sa aktivacijom citokina, kao $to su reumatoidni artritis 1 parodontalna bolest 19

Ima dosta studija koje su se bavile utvrdivanjem koncentracije NO u pljuvacci kod osoba
sa parodontalnom boleséu, ali dobijeni rezultati su protivureéni **" %, Ima autora koji tvrde da
u slucaju parodontitisa postoje supstance koje suprimiraju produkciju NO, ali i da se ovaj mo-
lekul trosi u borbi sa infektivnim agensima kao antibakterijski faktor '%.

Ukratko, produkcija NO u GST za vreme ortodontske terapije zavisi od aktivnosti vise
¢elijskih tipova u kosti, periodoncijumu i gingivi. Pored njegove glavne funkcije u pocetnoj
fazi remodelacije, postoje i drugi komplikovani procesi koji bi mogli da uti¢u na koncentraci-
ju NO u GST i pljuvacci, mozda ¢ak i mesec dana nakon pocetka delovanja ortodontske sile.
To bi moglo objasniti nedostatak statisticki znacajne korelacije izmedu produkcije NO u GST
1 pljuvacci 1 klinickih parametara zapaljenskog stanja gingive u nasoj studiji.

Sa druge strane, klinicki parametri su korisni kao pokazatelji prisustva i posledica paro-
dontalne bolesti, ali ne i njene aktivnosti. Zbog toga i ne postoji korelacija klinickih parame-
tara 1 produkcije NO u pljuvacci 1 GST.

Zbog celokupne kompleksnosti koStane remodelacije u toku ortodontske terapije
fiksnim aparatima potrebna su dalja istrazivanja u cilju potvrdivanja uloge NO kao biomarke-

ra gingivalnog zapaljenja kod ortodontskih pacijenata.
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Postavlja se pitanje da 1i GST 1 pljuvacka mogu podjednako pouzdano sluziti za prace-
nje parodontalnog stanja. Budu¢i da je uzorkovanje pljuvacke mnogo jednostavnije u odnosu
na GST i mozemo je uzorkovati u znatno veé¢im koli¢inama. Odredeni broj autora samatra da
je GST, pouzdaniji izvor za identifikovanje i pacenje parodontalne bolesti. Sadrzaj gingivalne
krevikularne te¢nosti je samo pod uticajem okolnog parodontalnog tkiva, dok je pljuvacka sa-
¢injena prvenstveno od sekreta salivarnih Zlezdi koje su takode u stanju da produkuju NO.
Dodatni razlog za manju pouzdanost pljuvacke i njenog dijagnosti¢kog potencijala u pra¢enju
parodontalne bolesti je i to $to pljuvacka moze lako odrazavati i sistemsko zapaljenjsko i in-
fektivno stanje 319"

Poorsattar Bejeh Mir i saradnici (2014) tvrde da je pljuvacka pouzdaniji medijum za
procenu i pra¢enje zapaljenskog stanja parodoncijuma na osnovu ukupnog NO, nitrita i nitra-
ta u poredenju sa GST *. Oni takode isti¢u da koncentracije ispitivanh parametara u pljuvacci
omogucavaju diferenciranje zdravih od pacijenata sa gingivitisom i parodontitisom.

Khorsavi Samani i saradnici (2012) su uporedivali pacijente sa zdravim parodoncijumom,
umerenom i izrazenom parodontalnom boles¢u u odnosu na vrednosti NO u pljuvacci *’. Ovi
autori su dosli do zakljucka da nivo NO u pljuvacci moze biti znacajno dijagnosti¢ko sredstvo
u proceni zapaljenjskog stanja parodoncijuma i da mogu posluziti ¢ak i za dijagnozu sub-
klini¢kih formi parodontalnog zapaljenja.

Nasi rezultati ukazuju na statisti¢ki znacajan porast produkcije NO u pljuvacci 1 GST
nakon 3 i 6 meseci terapije fiksnim ortodontskim aparatima. Dokazali smo takode postojanje
statisticki znacajne korelacije izmedu ovih vrednosti pre, 3 1 6 meseci nakon pocetka orto-
dontske terapije.

Postoji pozitivna ali ne i statisti¢ki znacajna korelacija promena vrednosti produkcije
NO u pljuvacei 1 GST 3 meseca, a jaka statisticki znacajna korelacija promena vrednosti kon-
centracija 6 meseci nakon pocetka terapije fiksnim ortodontskim aparatima. Sve ovo vodi ka
zakljucku da GST i pljuvacka mogu posluziti kao pouzdani medijumi za pracenje paro-
dontalnog zapaljenskog stanja, Sto je u skladu sa stavovima 200

Ovi autori su ispitivali produkciju NO metodom po Griess-u u uzorcima GST i plju-
vacke pacijenata sa gingivitisom i hroni¢nim parodontitisom i uporedivali sa vrednostima NO
kod ispitanika sa zdravim parodoncijumom. Nije bilo znacajnih razlika u rezultatima dobije-
nim u pljuvacci u odnosu na GST.

Poorsattar Bejeh Mir i saradnici (2014) su dobili da je vrednost NO u GST najvisa u
grupi pacijenata sa gingivitisom, dok je najnizi nivo primec¢en kod pacijenata sa uznapredova-

lim parodontitisom '®. Ovo zna&i da NO ima najveéi dijagnosticki znagaj u praéenju pocetnih
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stadijuma bolesti, odnosno zapaljenja gingive. Kako bolest napreduje njegova koncentracija u
GST pada i viSe ne moze biti pouzdan parametar za pracenje stadijuma upale i kompleksnosti
bolesti parodonta.

Zakljucci ove studije mogu biti od znacaja u tumacenju nasih rezultata obzirom da su

pracene zapaljenske promene pre svega ha gingivi.

6.1.3.Znacaj TNF-a i RANKL u proceni stanja gingive u toku ortodontske terapije

Brojni citokini ucestvuju u remodelaciji kosti tokom ortodontskog pomeranja zuba.
Neki od njih olaksavaju proces kostane remodelacije u toku ortodontskog pomeranja stimula-
cijom celijske proliferacije i diferencijacije. Nekoliko studija je pokazalo da ortodontske sile
indukuju ekspresiju TNF- o ¢ime su skrenule paznju na to da TNF-a ima vaznu ulogu u orto-
dontskom pomeranju zuba 2 2.

Ortodontski tretman dovodi do deformisanja ekstracelularnog matriksa parodoncijuma,
Sto rezultuje promenama konfiguracije citoskeleta. Ren i saradnici (2007) su merili nivo pro-
inflamatornih citokina u GST za vreme ortodontskog pomeranja zuba i dosli do zakljucka da
¢im se aktivira mikrookolina periodontalnog tkiva, nekoliko klju¢nih proinflamatornih
citokina, medu kojima je i TNF-qa, se produkuju i pokreéu kaskadu Celijskih dogadaja .
Faktor tumorske nekroze-a. je tipi¢an medijator zapaljenja. On pokre¢e zapaljenski proces u
periodoncijumu zuba na koji deluje sila, Sto ¢e rezultovati dalje pokretanjem remodelacije
kosti. U remodelaciji parodontalnog tkiva ucestvuju i IL-1f i IL-6. Sude¢i po njihovoj kon-
centraciji u GST, produkcija sva tri interleukina se povecava ve¢ u pocetnoj fazi ovog proce-
sa, 12 sati nakon pocetka dejstva ortodontskih sila. Tada ih leukociti 1 fibroblasti gingive, pe-
riodontalnog ligamenta i alveolarne kosti stvaraju kao medijatore zapaljenja 2%

Utvrdeno je da su TNF-a, IL-1p i IL-6 osteotropni citokini. Oslobodeni na mestu zapalje-
nja, oni direktno ili indirektno reaguju sa éelijama kosti, pokreéuéi procese njene resorpcije *.
Smatra se da zapaljenjem-indukovanu resorpciju kosti uzrokuje lokalna stimulacija osteoklasta

pokrenuta delovanjem citokina, oslobodenih iz zapaljenskih éelija™®.

Proces se odvija
slozenim signalnim putem preko TNFR1 na osteoblastima. Ovaj receptor aktivira nuklearni
transkripcioni faktor NF-Kappa B, pa je nazvan RANKL receptor aktivator NF-xB liganda.
Protein RANKL se vezuje za RANK receptore na zrelim osteoklastima. Vezuju¢i se za ove
receptore, RANKL aktivira zrele osteoklaste i njihove prekursore u pravcu osteoklastogeneze.
Uloga TNF-a kod ortodontskog pomeranja zuba je ispitivana na TNFR1- i TNFR2-

deficitnim miSevima. Pokazalo se da je veli¢ina pomeranja zuba u grupi TNFR deficitnih mi-
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Seva bila manja u odnosu na divlje tipove miSeva. Ovo dokazuje da TNF-a igra znacajnu ulo-
gu u osteoklastogenezi indukovanoj mehani¢kom silom i remodeliranju kosti za vreme orto-

204

dontskog pomeranja zuba “™. In vivo istrazivanja ukazuju da TNF-a takode indukuje dife-

rencijaciju osteoklasta iz makrofaga kostane srzi 1 2%,

Dokazano je da ¢elije periodontalnog ligamenta mogu da sintetiSu i RANKL i OPG. Na
kompresionoj strani PDL u fibroblastima i osteoblastima eksprimira se RANKL. Diferenci-
jacija osteoklasta je u najvecoj meri regulisana bas od strane RANKL koji se produkuje kao
rezultat reakcije na mehanicki stres. Za vreme resorpcije alveolarne kosti brojni autori su de-
tektovali RANKL u éelijama PDL ?%"2% Novija istrazivanja su pokazala da ortodontska sila
uti¢e na promenu nivoa OPG i RANKL, kao i da mehanicko istezanje deluje u smislu regu-
lacije sinteze OPG i ekspresije RANKL.

U bioloskim uzorcima ispitivanih pacijenata nije pronaden statisti¢ki znacajan porast
vrednosti koncentracije TNF-o. u GST 3 i 6 meseci nakon pocetka terapije u odnosu na vre-
dnosti pre pocetka terapije, dok postoji statisticki znacajan porast vrednosti koncentracije
RANKL u GST 3 i 6 meseci nakon pocetka ortodontske terapije. Nije dokazana statistic¢ki
znacajna korelacija izmedu vrednosti koncentracije TNF-o i RANKL u GST i pracenih kli-
ni¢kih parametara, pre, 3 i 6 meseci nakon pocetka terapije.

Ovakvi rezultati se ne slazu sa rezultatima jednog broja autora u literaturi koji ukazuju
na statisticki znacajnu korelaciju izmedu koncentracije TNF-a 1 klini¢kih parametara stanja
gingive i parodoncijuma *** *** %8 sa druge strane, Yousefimanesh i saradnici *** i Gursoy i
saradnici ** nisu nasli statisticki znagajnu razliku u koncentracijama TNF-o. kod osoba sa
zdravim parodoncijumom i umereno izrazenom periodontalnom bolescu.

U studiji koju su sproveli Gumus i saradnici (2014) utvrdeno je da ne postoji statisticki
znacajna razlika u koncentracijama TNF-a u pljuvacci i serumu kod pacijenata sa akutnom 1 hro-
ni¢nom parodontalnom boles¢u, ali da je koncentracija TNF- a kod ovih pacijenata staticki
znacajno veéa u odnosu na zdrave pacijente *. Postoje i dokazi da nehirurska parodontalna te-
rapija statisticki znaCajno umanjuje vrednosti proinflamatornih citokina, i TNF- o, u serumu pa-
cijenata™®.

U tumacenju dobijenih rezutata mora se imati u vidu i uloga TNF-a u procesima kosta-
ne remodelacije za vreme pomeranja zuba. Direktnom aktivacijom zrelih osteoklasta ili sti-
mulisanjem proliferacije i diferencijacije prekursora osteoklasta TNF-o snazno stimuliSe re-
sorpciju kosti**2. On se vezuje za TNFRL1 receptor na osteoblastima i aktivira nuklearni
transkripcioni faktor NF-Kappa B. To izaziva produkciju RANKL od strane osteoblasta i nje-
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govo vezivanje za RANK receptore na zrelim osteoklastima. RANKL aktivira zrele osteokla-
ste i njihove prekursore u pravcu osteoklastogeneze. Cim se ortodontskom silom aktivira mi-
krookolina periodontalnog tkiva, pokrece se Citava kaskada celijskih dogadaja. Produkcija
TNF-a se povecava, a njegova koncentracija u GST raste ve¢ 12 sati nakon pocetka dejstva
ortodontskih sila .

Mi smo uzorkoval GST pre pocetka terapije, kao i na redovnim kontrolama mesec dana
nakon prethodne, a neposredno pre sledece aplikacije ortodontske sile na zube i na taj nacin
smo Zeleli da izbegnemo uticaj ortodonske sile na koncentracije TNF-a u GST. Rezultati stu-
dije Tian i saradnika (2006) su pokazali da u GST o¢njaka koji su tretirani elasti¢nim
,,chain“-om (lancem), u toku njihove distalizacije, nivo TNF-a raste ve¢ 24 sata nakon po-
stavljanja lanca i postiZe najvisu vrednost 72 sata nakon pocetka dejstva sile °®°. Vrednosti su
se vratile na normalu nakon 168 sati. Zakljucak je da TNF-a igra vaznu ulogu u zapocinjanju
procesa alveolarne remodelacije i pomeranja zuba.

Nedostatak statisticki znac¢ajnog povecanja vrednosti koncentracije TNF-o u GST u pr-
vih 3 i 6 meseci terapije, pri cemu postoji statisticki znacajan porast vrednosti pracenih kli-
nickih parametara, ukazuje da ovaj citokin ne moze sluziti kao dovoljno pouzdan parametar
za praéenje zapaljenskog stanja gingive kod ortodontskih pacijenata u terapiji fiksnim apara-
tima. Mogucée je da kod pomenutih pacijenata postoje mehanizmi koji uti¢u na njegovu kon-
centraciju u GST i duze od 168 h. Nakon pocetka dejstva ortodontske sile, parodontalni si-
stem se brzo stabilizuje na novom nivou fizioloske homeostaze usled povratne regulacije rane
faze proinflamatornih citokina. ZavrSetak resorpcije kosti i otpoCinjanje njenog ponovnog
formiranja u sklopu ortodontske terapije i pomeranja zuba podrazumeva inhibiciju funkcije
osteoklasta i stimulaciju aktivnosti osteoblasta. Ova faza remodeliranja kosti pracena je sniza-
vanjem nivoa zapaljenskih citokina u GST. Broj ¢elija koje produkuju TNF, IL-1f i IL-6 kao
i nivo pomenutih citokina u GST opadaju 7-10 dana od pocetka delovanja mehanicke sile **°,
Sto se poklapa sa fazom reparacije parodontalnog tkiva. U tom periodu, uocen je porast nivoa
TGF-B, IGF-1 i II, faktora rasta fibroblasta (FGF), interleukina -10 (IL-10) i dr. %% koji
moduliraju reaktivnost osteoblasta i blokiraju resorpciju kosti.

Mikroorganizmi dentalnog plaka svakako stimuliSu produkciju TNF-o u gingivalnom
tkivu u okviru nespecifi¢nog sistema odbrane organizma. Nastaje stimulacija monocita i ma-

136-138

krofaga, a oni zatim produkuju TNF-a . Njegov poviSen nivo uti¢e na pojavu paro-

dontalne bolesti preko stimulacije formiranja osteoklasta, regulacijie matriks metaloproteina-
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za i posledi¢ne destrukcije vezivnog tkiva, kao i preko pojacavanja imunog odgovora orga-
nizma na bakterijske patogene 3 13> 140,

Postavlja se pitanje za buduca istrazivanja, da li regeneratorni procesi koji preovladava-
ju u parodoncijumu 168 h nakon pocetka dejstva ortodontske sile mogu uticati na redukciju
¢ak 1 TNF-a oslobodenog od strane makrofaga u vidu reakcije na prisustvo bakterija dental-
nog plaka. Ova pojava bi u sprovedenom istrazivanju razjasnila nepostojanje statisti¢ki zna-
¢ajnog porasta vrednosti TNF-a 3 i 6 meseci nakon pocetka dejstva ortodontske terapije.

Ve¢ ve¢ je pomenuto da u nasoj studiji postoji statisti¢ki znacajan porast koncentracije
RANKL u GST tokom 6 meseci ortodontske terapije. U isto vreme, ne postoji statistiCki
znacajna korelacija vrednosti RANKL i pra¢enih klini¢kih parametara pre, 3 i 6 meseci nakon
pocetka terapije. Ovakvi rezultati ukazuju da vrednost koncentracije RANKL u GST mozda
moze posluziti kao parametar za pracenje zapaljenjskog stanja gingive i parodoncijuma kod
pacijenata u terapiji fiksnim ortodontskim aparatima. Ipak, zbunjuje nadostatak korelacije sa
klini¢kim parametrima, §to ukazuje na potrebu za dodatnim istrazivanjima koja bi potvrdila
validnost ovog parametra u prac¢enju zapaljenskog procesa na gingivi kod ovakvih pacijenata.
Brojni autori su pokazali da postoji veza izmedu RANKL i parodontalne bolesti u smislu re-
gulaciji destrukcije kostij & 89 9395.99,

Konfokalna mikroskopska analiza pokazuje da su upravo T i B limfociti, a ne monociti
ili fibroblasti osnovni izvor RANKL u koStanim lezijama kod parodontalne bolesti. Ipak vise
od 90% B limfocita iz ljudskog obolelog parodontalnog tkiva eksprimira RANKL, nasuprot T
limfocitima od kojih samo 54% pokazuje ekspresiju ovog proteina *®. Postoje studije koje
ukazuju na isti trend kod gingivalnog zapaljenja. T limfociti izolovani iz gingivalnog tkiva
miseva imunizovanih na A. aktinomicetem comitans i P. pneumotropica uzgajani in vitro pro-
dukuju RANKL kao odgovor na prisustvo antigena obe bakterije. T limfociti iz gingive ne-
imunizovanih miSeva ne reaguju na prisustvo bakterijskih antigena. Mozemo zakljuciti da mi-
kroorganizmi preko T limfocita indirektno uti¢u na ekspresiju RANKL, kako kod gingival-
nog zapaljenja, tako i kod uznapredovalijih oblika parodontalnog oboljenja *. Makrofagi nisu
glavni izvor RANKL u parodontalnom tkivu u toku parodontalne bolesti, ali mogu da uti¢u

na njegovu ekspresiju preko svojih (PRRs) receptora i preko citokina *®®

. Broj ¢elija koje ek-
sprimiraju ove receptore se povecava linearno u gingivalnom tkivu usled zapaljenja 192 Ma-
krofagi vrSe fagocitozu i prepoznaju parodontalni patogen, a zatim pokrecu seriju intracelu-
larnih dogadaja koji vode ka aktivaciji NF-kB i kulminiraju ekspresijom zapaljenskih medi-
jatora'%. Dokazano je da A. aktinomicetem comitans i P. pneumotropica preko T limfocita

indirektno mogu uticati na ekspresiju RANKL kod osoba sa parodontalnom bolesé¢u .
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Postoji veliki broj studija koje potvrduju da RANKL 1 OPG mogu biti detektovani u
GST kao i da je nivo RANKL povisen, a nivo OPG snizen kod parodontalne bolesti ili za vre-
me ortodontskih tretmana “°~°?. Rezultati ovih studija se poklapaju sa dobijenim rezultatima,
mada u literaturi ne postoje istrazivanja koja su se bavila utvrdivanjem mogucnosti pracenja
zapaljenjskog stanja parodontalnog tkiva preko koncentracije RANKL kod pacijenata treti-
ranih fiksnim ortodontskim aparatima.

Posto je u sprovedenoj studiji praceno zapaljensko stanje gingive i parodoncinuma kod
pacijenata sa fiksnim ortodontskim aparatima mora se uzeti u obzir i uloga RANKL u proce-
sima kostane remodelacije. Kanzaki i saradnici (2004) su dokazali da ortodontsko pomeranje
zuba kod pacova moze biti usporeno ili ubrzano ubrizgavanjem OPG ili RANKL u parodon-
talno tkivo Zivotinja 2*.

Sharath i saradnici (2011) isti¢u da postoji veliki porast koncentracije razli¢itih citokina
u GST veé 24 h nakon aplikovanja ortodontske sile . U studiji Nishijima i saradnika je utvrde-
no da se koncentracija RANKL u GST drasti¢no povecava na strani kompresije 24 h nakon ap-
likovanja sile, dok se koncentracija normalizuje u potpunosti ve¢ 168 h nakon primene sile %2,

Ovi rezultati bi mogli posluziti za tumacéenje dobijenih rezultata, jer upué¢uju da RANKL
pokrece resorpciju kosti pri ortodontskom pomeranju zuba, ali njegova koncentracija u GST u
smislu ove funkcije opada veoma brzo. Budu¢i da je u nasoj studiji GST uzorkovana na redov-
nim kontrolama, mesec dana nakon prethodnog aplikovanja ortodontske sile na zube, koncen-
tracija RANKL bi trebalo pre biti odraz zapaljenskog stanja gingive, nego kompleksnih pro-
cesa remodelacije kosti.

Izgleda da funkcionalna koordinacija OPG-RANKL-RANK sistema igra ulogu ne samo
u remodeliranju alveolarne kosti, ve¢ 1 u patoloSkoj resorpciji korena za vreme tretmana
fiksnim ortodontskim aparatima usled dejstva preterano jakih sila. U tom sluc¢aju, ¢elije slicne
osteoklastima na povrSini korena zuba pri uklanjanju hijaline zone koja nastaje u PDL mogu
greSkom krenuti u resorpciju korena zuba 85, 214-216 Celije PDL u slu¢aju patoloskih resorpci-
ja korenova produkuju velike koli¢ine RANKL. U okviru prvih 6 meseci nase studije korisce-
ne su iskljuc¢ivo blage ortodontske sile u cilju nivelacije zubnih lukova, tako da nije postojala
mogucnost uticaja pomenutog mehanizma na koncentraciju RANKL u GST.

Mozemo zakljuciti da koncentracija RANKL u GST kod ortodontskih pacijenata moze
zavisiti od vise Celijskih tipova u kosti, periodoncijumu i gingivi. lako je njegova glavna ulo-

ga u inicijalnoj fazi koStane remodelacije, moguce je da postoje procesi koji bi u vecoj ili
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manjoj meri mogli da uti¢u na njegovu koncentraciju u GST, ¢ak i mesec dana nakon pocetka
dejstva sile na zub.

Na ovaj nacin bi se moglo objasniti nepostojanje statisticki znacajne korelacije izmedu
koncentracije RANKL u GST i vrednosti klinickih parametara stanja parodoncijuma u spro-
vedenoj studiji. Sa druge strane, kao i pri tumacenju produkcije NO u GST 1 pljuvacci moze-
mo se pozvati na ¢injenicu da su klini¢ki parametri odraz prisustva i posledica parodontalne
bolesti za razliku od biohemijskih parametara koji reflektuju aktivnost bolesti, tako da se ne-
postojanje korelacije izmedju koncentracije RANKL i pracenih klini¢kih parametara moze
donekle ocekivati.

Dobijeni rezultati ne pokazuju statisticki znacajnu korelaciju koncentracija TNF-a 1
RANKL pre pocetka, 3 i 6 meseci nakon pocetka ortodontske terapije. Za razliku od koncen-
tracije RANKL koja statisticki raste kako odmice ortodontska terapija, ne postoji trend pora-
sta koncentracije TNF-o u uzorcima GST 3 i 6 meseci nakon pocetka terapije. Ovo ukazuje
da TNF-a izluéen u parodoncijumu od strane makrofaga kao odgovor na bakterijske antigene
nije glavni faktor koji utice na produkciju, a samim tim i na koncentraciju RANKL u GST or-
todontskih pacijenata.

Na osnovu svega pomenutog ne moze se predloziti koncentracija TNF- a u GST kao
marker koji bi mogao posluziti za pracenje zapaljenskog stanja gingive i parodoncijuma kod
ortodontskih pacijenata tretiranih fiksnim aparatima. Statisticki znacajan porast koncentracije
RANKL u GST. u prvih 6 meseci ortodontske terapije mereno uvek mesec dana nakon apli-
kacije ortodontske sile na zube moze ukazati na rizik za komplikovanje i dalju progresiju po-
stojeceg gingivalnog zapaljenja. Ovakvi rezultati ukazuju da iako je kod ispitivanih pacijena-
ta najCesce prisutno samo gingivalno zapaljenje, a nisu prisutne komplikovanijie forme paro-
dontalnog zapaljenja, postoji rizik od RANKL posredovane osteoklastogeneze i posledi¢ne
resorpcije kosti.

Treba imati u vidu i to da bioloski procesi posredovani solubilnim RANKL ili RANKL
vezanim za ¢elijsku povr§inu mogu u potpunosti biti kompromitovani prisustvom OPG. Sistem
RANK, RANKL i OPG je taj koji reguliSe kostani metabolizam i biologiju osteoklasta. Humani
fibroblasti iz periodontalnog ligamenta su sposobni da pod uticajem IL-1p i TNF-a inhibiraju
osteoklastogenezu na taj nacin sto produkuju vise OPG nego RANKL 8 Treba imati u vidu da
je ekspresija RANKL i OPG regulisana sistemskim i lokalnim stimulusima, uklju¢uju¢i hormo-
ne, medijatore zapaljenja, bakterijske produkte i imunosupresivne lekove ®. Neko od buduéih
istrazivanja na ovu temu bi svakako trebalo pratiti odnos OPG/RANKL kod pacijenata sa

fiksnim ortodontskim aparatima. Ovakvi rezultati bi upotpunili nase zakljucke i dodatno rasve-
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tlili ulogu RANKL kao moguc¢eg markera gingivalnog zapaljenja kod pacijenata u terapiji
fiksnim ortodontskim aparatima .

Nasi rezultati ukazuju na malu moguénost da koncentracija TNF-a moze sluziti kao pa-
rametar za pracenju zapaljenskog stanja gingive i parodoncijuma kod pacijenata tretiranih
fiksnim ortodontskim aparatima. Neophodna su dalja istrazivanja kako bi se RANKL sa si-
gurno$¢u mogao predloziti kao bioloSki marker za prac¢enje parodontalnog stanja kod pacije-

nata u terapiji fiksnim aparatima.

6.2. Citotoksi¢nost materijala za lepljenje bravica

Citotoksi¢nost razli¢itih vrsta dentalnih kompozita i njihovih komponenata je dokazana

u brojnim studijama ‘6% #7219

. Nasi rezultati pokazuju da postoji statisticki znaCajan uticaj
ekstrakata pogotovu AP materijala za lepljenje ortodontskih bravica na vijabilnost i prolifera-
ciju ¢elija u ispitivanim kulturama fibroblasta.

Smatra se da je glavni uzrok citotoksi¢nog efekta ortodontskih materijala za lepljenje
otpustanje rezidualnog, nepolimerizovanog monomera. Priblizno 5 do 10 % rezidualnog mo-
nomera se najée$ce izliva u rastvor **’. Dokazano je da bisfenol A diglicidil dimetakrilat (Bis
GMA) moze biti glavni monomer koji se ispusta iz dentalnih kompozita i da je upravo on po-
tencijalno najtoksi¢nija komponenta medu derivatima dimatakrilata 220,221

Emmler i saradnici (2008) su pokazali da i degradacioni derivati dentalnih kompozita
mogu prouzrokovati slican toksi¢an efekat kao i monomer 1% Utvrdeno je da je period
inkubacije materijala od 7 dana na temperaturi od 37 C° u Celijskoj kulturi dovoljan da ukaze
na maksimalni citotoksiéni potencijal pomenutih materijala.

Bond kompozitnih ortodontskih materijala za lepljenje se naj¢esce sastoji od dve glavne
komponente, dva monomera: (bis-GAMA) i tritilen glikol metakrilata (TEGDMA). Ostali sa-
stojci lepka su komonomeri, dietilen glikol dimetakrilat (DEGDMA), etilen glikol dimetakri-
lat (EGDMA), razliciti fotoinicijatori, ko-inicijatori, ultravioletni absorberi, fotostabilizatori i
pigmenti. Trilenglikol metakrilat smanjuje viskoznost samog materijala i omogucava na taj
nacin njegovu laksu aplikaciju na bravice %%.

Studije sprovedene na Zivotinjama su ukazale da postoji zabrinjavaju¢a biodegradacija
2-hidroksi etil metakrilat HEMA/TEGDMA. Trilen glikol dimetakrilat se koristi kao sastavni
deo bonda, a HEMA/TEGDMA kao sastavni deo osnovne mase kompozita. Oba molekula se

lako oslobadaju iz materijala nakon aplikacije 223, Istrazivanja na Zivotinjama su takode poka-

zala da HEMA/TEGDMA koji su Zivotinje progutale biva gotovo u potpunosti apsorbovan u
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digestivnom traktu. Pomenuti molekuli lako difunduju kroz oralna tkiva i ostvaruju toksi¢ni
efekat.

Hansel i saradnici (1998) su ispitivali uticaj ko-monomera TEGDMA i EGDMA na
proliferaciju bakterija odgovornih za pojavu karijesa in vitro i dosli su do zakljucka da oba
ko-monomera pospesuju bakterijsku proliferaciju ?**. Na Zivotinjama je ispitivan i uticaj bon-
dova na bazi bis-GMA/TEGDMA. Dokazano je da pomenuti materijali izazivaju u 50% slu-
Gajeva izrazene alergijske reakcije %%,

Trilen glikol metakrilat, bisfenol A diglicidil dimetakrilat i uretan dimetakrilat (UDMA)
su hidrofobni monomeri, ali se ¢esto u kompozitima nalaze vezani za HEMA. Na taj nacin je
olaksana difuzija pomenutih monomera, poSto HEMA povecava hidrofilne karakteristike mate-
rijala. U takvim uslovima, hidrofobni monomeri mogu dospeti do ¢elija i otetiti ih %%°. Sa druge
strane, HEMA udruzen sa etanolom izgleda da prouzrokuje jos$ jaca ¢elijska oStec¢enja. Etanol

227

povecava permeabilnost oralne sluzokoze ““', a samim tim i penetraciju molekula pomenutih

monomera, kroz sluzokoznu barijeru. Lokalno primenjen etanol menja strukturu oralne sluzo-
koze %,

Sohoel i saradnici (1994) su ispitivali ortodontske materijale za lepljenje na svinjama i
dosli do zakljucka da oni mogu dovesti do ozbiljnih alergijskih reakcija, kako kod pacijenata,
tako i kod ljudi koji rade sa ovim materijalima®. Oni navode da ovakav citotoksican efekat
moze trajati 1 do dve godine nakon polimerizacije. Sa druge strane, smatra se da molekuli kao
sto je HEMA kada prodru u vezivno tkivo mogu iz njega biti uklonjeni lokalnom limfnom dre-
nazom, §to bi podrazumevalo smanjivanje upalnog procesa i regeneraciju vezivnog tkiva 2 U
slu¢aju ortodontskih pacijenata ovo je malo verovatno obzirom da se materijali za lepljenje
veoma Cesto dugo nalaze u blizini ili u samom gingivalnom sulkusu, ostvarujuci direktan 1
dugotrajni kontakt sa epitelom koji ne keratinizuje, pa je i slabija barijera za prodor pomenu-
tih molekula.

Nasi rezultati pokazuju da period ekstrakcije, ne utice bitnije na vijabilnost i proliferaci-
ju ispitivanih fibroblasta za vecinu zadatih koncentracija ekstrakata AP 1 SP materijala. Oc¢i-
gledno, smanjenje vijabilnosti 1 proliferacije ¢elija u odnosu na duZinu ekstrakcije se kod SP
materijala zapaZza samo pri koncentraciji ekstrakta od 100%. Kada je re¢ o AP materijalima,
smanjenje vijabilnosti i proliferacije ¢elija u odnosu na duzinu ekstrakcije je primetno tek pri
izlozenosti 50%-nom rastvoru ekstrakata, dok su vrednosti vijabilnosti i proliferacije podjedna-
ko niske za sve periode ekstrakcije pri izloZenosti 100% ekstraktu.

Ovi rezultati se delimi¢no poklapaju sa rezultatima Ahrari i saradnika (2010) koji tako-

de navode blag citotoksi¢ni efekat SP ortodontskih materijala tek u sedmom danu eksperi-
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menta, Sto su objasnili mogucénoscu da su materijali tada dodatno apsorbovali vodu, §to je
uslovilo otpustanje monomera ™%, Lassila i Vallittu (2001) *° i Jonke i saradnici (2008) *° su
dosli do zakljucka da citotoksicnost svih ispitivanih materijala opada od sedmog dana pre-
inkubacije. Varijabilne trendove citotoksi¢nosti kroz ceo period trajanja eksperimenta prime-
tili su i drugi autori 2% %%,

Malkoc i saradnici (2010) su ispitivali citotoksi¢ni efekat jednodnevnih ekstrakata pet ra-

zlicitih svetlosno polimerizujuéih kompozita na L 929 fibroblastima **?

. Dosli su do zakljucka da
je 4 od 5 ispitivanih kompozita bezbedno za upotrebu, odnosno da nisu pokazali nikakvo ci-
totoksi¢no dejstvo. Ovi rezultati odstupaju od nasih koji ukazuju da, iako nije drasti¢no, kao
kod dejstva ekstrakta AP materijala, postoji statisti¢ki zna¢ajno smanjenje vijabilnosti i proli-
feracije celija pri izlozenosti 100%-nom, jednodnevnom ekstraktu SP materijala. Rezultati
pomenute studije se ipak lako mogu dovesti u pitanje obzirom da neke studije, kao i nasa,
ukazuju na znacajan citotoksi¢ni efekat 100% ekstrakta SP materijala tek nakon 7 dana ek-
strakcije. Rezlike u dobijenim rezultatima svakako mogu biti posledica istrazivanja pod razli-
¢itim eksperimentlnim uslovima i na razli¢itim eksperimentalnim modelima.

Dobijeni rezultati ukazuju da kod AP materijala postoji statisticki znacajno smanjenje
vijabilnosti ispitivanih ¢elija u odnosu na negativnu kontrolu pri izlaganju ¢elija svim ispiti-
vanim koncentarcijama 1, 3- i 7-dnevnog ekstrakta. Postoji i statisti¢ki znacajno smanjenje
proliferacije ¢elija u odnosu na kontrolu za sve periode ekstrakcije kod 25, 50 1 100%-nog
ekstrakta. Sa druge strane, pri delovanju SP materijala postoji statisticki zna¢ajno smanjenje
vijabilnosti i proliferacije ¢elija samo pri izlaganju ¢elija 100%-nom ekstraktu bez obzira na
duzinu ekstrakcije. Kod oba ispitivana materijala najveci pad vijabilnosti u odnosu na kontro-
lu je prisutan pri dejstvu 100% ekstrakta za sve periode ekstrakcije. Ovo nedvosmisleno
upucuje da postoji toksicni potencijal oba materijala, ali je on znatno ve¢i kod upotrebe AP
materijala, obzirom da se znacajan pad vijabilnosti u odnosu na kontrolu javlja ¢ak i pri
razblazenju ekstrakta od 5%. Razlog za ovakve rezultate moze donekle biti i sama tehnika
izrade uzoraka AP materijala za dalju ekstrakciju. Polimerizacija AP materijala zahteva me-
Sanje bonda 1 osnovne komponente kompozita usled cega se pri izradi plo€ica materijala za
eksperiment utro$i nesto veca koli¢ina bonda nego kod izrade plo¢ica SP materijala. Brojne
studije upravo ukazuju na toksic¢ni potencijal sastavnih komponenti bonda izmedu ostalog i
Bis GMA koji se nalazi 1 u nasem ispitivanom bondu. Sa druge strane, viSak primenjenog
bonda lako curi iz polimerizovanog materijala i rastvara se u pljuvacéci i GST. Dobijeni re-

zultati se podudaraju sa rezultatima Ahrari i saradnika (2010) **®,
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Nizak nivo citotoksi¢nosti SP materijala su dokazali i Tang i saradnici (1999) *%

, 2 0vaj
rezultat su objasnili smanjenim povrsinskim curenjem materijala. Quinlan i saradnici (2002)
su dokazali negativnu vezu izmedu nivoa svetlosne polimerizacije i citotoksi¢nosti kompo-
zitnih materijala®*®. Heravi i saradnici (2013) su ispitivali citotoksi¢nost ortodontskih materi-
jala za lepljenje bravica koji sadrze nano partikule titanijum dioksida (TiO2)*"2. Lepkovi
obogaceni nano partikulama su dizajnirani kako bi smanjili demineralizaciju gledi oko bravi-
ce, po 10 plocica standardizovane dimenzije od konvencijalnog i nano kompozita je cuvano u
specijalnom medijumu 1, 3, 5, 7 i 14 dana. Posle svake vremenske tacke ekstrakti su uzorko-
vani i svez medijum je dodavan za novu ekstrakciju. Ovako dobijenim ekstraktima su izlaga-
ne kulture humanih fibroblasta, kao i fibroblasta miSeva 1.929. Viabilnost ¢elija je merena
MTT testom. Obe grupe kompozita su pokazale citotoksic¢nost na fibroblaste u kulturi, najve-
¢u nakon prvog dana ekspozicije, dok se toksi¢nost smanjivala sa vremenom ekstrakcija, Sto
je razumljivo, jer u kasnijim terminima ekstrakcije ostaje manje materijal za eluciju. Kompo-
ziti obogaceni nano Cesticama su pokazali manju toksi¢nost u odnosu na klasi¢ne kompozite.
Na L929 ¢elijama su uoceni sli¢ni trendovi toksi¢nosti kao na humanim fibroblastima.

U sprovedenom ispitivanju dobijen je i podatak da usled izlozenosti ¢elija 5 i 10%
jednodnevnom ekstraktu oba ispitivana materijala dolazi do rasta proliferacije u odnosu na
kontrolnu grupu. To se moze protumaciti time da jako niska koncentracija pomenutih mono-
mera moze da uti¢e stimulativno na deobe fibroblasta u kulturi.

U sprovedenoj studiji smo pravili 5, 10, 25, 50%-na razblazenja ekstrakta AP i SP ma-
terijala poSto u usnoj duplji neminovno dolazi do eluiranja i1 razblazivanja ovih materijala
pljuvackom. Ipak, pljuvacka se ne zadrzava dugo u usnoj duplji, ve¢ se gutanjem usmerava u
dalje partije alimentarnog trakta. Uticaj razblazenih rastvora ekstrakta na vijabilnost i prolife-
raciju ¢elija bi se zato mogao pre tumaciti u svetlu toksi¢nog sistemskog delovanja pomenu-
tih materijala. Obzirom na blizinu materijala za lepljenje gingivalnom sulkusu i GST ¢ija je
koli¢ina jako mala, mozda je podesnije obratiti paznju samo na 50% i 100% koncentracije
ekstrakta ispitivanih materijala pri diskutovanju njihovog toksi¢nog uticaja na tkivo gingive.

Budu¢i da nasi rezultati ukazuju na znacajan pad vijabilnosti 1 proliferacije fibroblasta
izlozenih ovim koncentracijama ekstrakata, mozemo zakljuciti da AP i SP materijali pred-
stavljaju faktor rizika za pojavu zapaljenja gingive.

Manja citotoksi¢nost pri razblazenjima od 25, 10 i 5% ispitivanih ekstrakata ukazuje da
usled razblazenja pljuvackom postoji manji rizik oStecenja i izazivanja zapaljenjskog procesa
na ostalim delovima oralne mukoze. Oralna mukoza uz to i keratinizuje, pa je otpornija na

Stetne agense.
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Treba imati u vidu da in vitro testovi citotoksi¢nosti ne reprezentuju u potpunosti cito-
toksi¢ne osobine materijala u usnoj duplji. Poznato je da je sluzokoza usne duplje generalno
otpornija na toksi¢ne supstance u odnosu na celije iz kulture zbog slojeva keratina koji imaju
zaititno dejstvo 2. Pri tumagenju nasih rezultata moramo imati u vidu da usled anatomije zu-
ba, kratke klinicke krune i tehnike lepljenja bravica viSak materijala za lepljenje Cesto moze
zavrsiti u gingivalnom sulkusu. Epitel gingivalnog sulkusa ne keratinizuje, pa je samim tim i
manje otporan, a materijal direktnim kontaktom i otpustanjem rastvorljivih molekula mono-
mera u GST svakako moze dovesti do pojave zapaljenja gingive.

U literaturi nema istrazivanja koja su se bavila uticajem ortodontskih materijala za
lepljenje bravica na kulture makrofaga. Takode nema ni istrazivanja sposobnosti makrofaga
da fagocituju sitne partikule ovih materijala.

Nasi rezultati ukazuju da postoji veoma izrazeno toksi¢no dejstvo susenzije AP materi-
jala koncentracije 200 pg/ml (AP1) na kulturu makrofaga koji ulaze u apoptozu pre nego §to
uopste fagocituju materijal. Posmatrano svetlosnim mikroskopom, uo€ljiva je masovna ce-
lijska apoptoza. Toksican efekat je manje izrazen, ali prisutan pri dejstvu suspenzije koncen-
tracije 40 pg/ml (AP2). Sa druge strane, ne postoji toksi¢no dejstvo suspenzije SP materijala
na kulture makrofaga. Makrofagi fagocituju sitne partikule usitnjenog SP materijala. Posma-
trano svetlosnim mikroskopom uocljive su i éelije sa vezikulama koje verovatno produkuju
zapaljenske medijatore kao reakciju na fagocitozu pomenutih materijala.

Ovakvi rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim na fibroblastima koje upucuju na
izrazeniji toksi¢ni efekat AP u odnosu na SP materijale.

U daljem toku istraZivanja je potrebno ispitati koji zapaljenski medijatori se luce pri
degranulaciji makrofaga kao odgovor na fagocitozu usitnjenih partikula SP materijala. Ovo bi
mogla dodatatno razjasniti dobijene rezultate vezane za produkciju NO, TNF-o i RANKL u

GST za vreme trajanja ortodontske terapije fiksnim aparatima.
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U toku prvih 6 meseci ortodontske terapije fiksnim aparatima evidentno je po-
gorsanje gingivalnog zapaljenja, jer postoji statistiCki znacajan porast vrednosti
svih ispitivanih klini¢kih parametara stanja parodoncijuma - PI, SBI, CPITN.
Nakon 3 1 6 meseci od pocetka ortodontske terapije postoji statisticki znacajan po-
rast vrednosti NO,+NO3 i RANKL u GST, dok ne postoji porast vrednosti TNF-a.
Nakon 3 i 6 meseci od pocetka ortodontske terapije postoji statisticki znacajan po-
rast vrednosti NO,+NOs u pljuvacci.

Ne postoji ili postoji slaba korelacija izmedu pracenih klinickih parametara 1 biohe-
mijskih parametara zapaljenja u GST pre pocetka, 3 1 6 meseci nakon pocetka orto-
dontske terapije.

Ne postoji ili postoji slaba korelacija izmedu pracenih klinickih parametara i
produkcije NO u pljuvacci pre pocetka, 3 1 6 meseci nakon pocetka ortodontske te-

rapije.

. Postoje statisticki znacajne, pozitivne i veoma izrazene korelacije izmedu koncen-

tracije NO,+NO3 u GST i pljuvacci, pre pocetka terapije, 3 i 6 meseci nakon po-
Cetka terapije.

Koncentracije RANKL u GST i koncentracije NO,+NO3; u GST i pljuvacci se mo-
gu Kkoristiti za pracenje zapaljenskog stanja gingive kod ortodontskih pacijenata u
terapiji fiksnim aparatima.

Pljuvacka i GST mogu posluziti kao pouzdani medijumi za pracenje zapaljenja gin-
give kod ortodontskih pacijenata.

Dentalni plak nije jedini faktor koji uti¢e na pojavu zapaljenja gingive i parodonci-
juma kod ortodontskih pacijenata u terapiji fiksnim aparatima.

Ekstrakti AP materijala za lepljenje bravica imaju negativan uticaj na vijabilnost i
proliferaciju L929 fibroblasta, ¢ak i pri ve¢em razblazenju, dok ekstrakti SP mate-
rijala imaju negativan uticaj na vijabilnost i proliferaciju ¢elija samo pri dejstvu
100%-tnih ekstrakata.

Uticaj duzine inkubacije ekstrakta SP materijal na smanjenje vijabilnosti i prolife-

racije fibroblasta je o¢igledan samo pri dejstvu 100%-tnog ekstrakta.
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12. Uticaj duzine inkubacije ekstrakta AP materijala na smanjivanje vijabilnosti ¢elija
je ocigledan samo pri dejstvu 50%-nog ekstrakta.

13. U slucaju dejstva 100%-nog ekstrakta AP materijala ne postoji trend smanjenja
vijabilnosti i proliferacije ¢elija u odnosu na duzinu ekstrakcije. Vijabilnost i proli-
feracija ¢elija su podjednako niski bez obzira na duzinu inkubacije.

14. Dokazano je vece citotoksi¢no dejstvo AP u odnosu na SP materijale. Pri delovanju
suspenzije AP materijala na kulturu makrofaga postoji izrazeno toksi¢no dejstvo i
indukcija masovne apoptoze ¢elija. Ne postoji toksi¢no dejstvo suspenzije SP ma-
terijala na kulturu makrofaga. Prisutni su znaci fagocitoze usitnjenih partikula ma-
terijala od strane makrofaga, ali i puno intrac¢elularnih vezikula.

15. Usled blizine gingivalnom sulkusu i GST, materijali za lepljenje bravica pred-

stavljaju faktor rizika za pojavu zapaljenja gingive.
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N3JABA O AYTOPCTBY

W3jaBibyjeM na je JOKTOpCKa IucepTaldja, o1 HacaoBOM

YTUIAJ TEPAITMJE ®PUKCHUM OPTOJOHTCKUM AITAPATUMA
HA MAPOJOHIIMIYM U JTMJATHOCTHUYKHU NIOTEHILHNJAJL
BUOXEMUNJCKUX ITAPAMETAPA 3AIIAJBEIBA

Koja je onOpameHa Ha MeaunmHacKOM ¢akynrety YHuBepsurera y Humry:

® DpE3yJTaT COIICTBCHOT UCTPAXXKUBAYKOT paja,

® Ja OBy JUCEpTalMjy, HA y LEIWHU, HUTH y JIEJOBMMa, HUCAM IPHjaB/bHBA0/Ia Ha
IpyruM GaxKyiaTeTuMa, HUTH YHUBEP3UTCTUMA,;

e Ja HUCAM TIOBpEeNMO/Nia ayTOpcKa NpaBa, HUTH 3JIOYNOTPEeOHO/JIa WHTENEKTyalHy
CBOjHHY JIPYTHUX JIUILIA.

Jlo3BosbaBam na ce o0jaBe MOjU JIMUHHU MOJAIM, KOJU Cy y BE3U ca ayTOPCTBOM U
no0MjalkeM aKaJeMCKOr 3Bama JOKTOpa Hayka, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, FoJJuHa U MECTO
pohema u gaTym ondpaHe pana, u To y kataiory bubmuorexe, [[urutaiHOM peno3uTopujymy
VYuusepsureta y Humy, kao u y myOnukanujama YHuBep3urera y Humry.

Y Humy, 10. jyna 2016.
[ToTnuc ayropa nucepraryje:

‘/’_]Jonqéwic'

(Ipenpar H. Janowesnuh)




HN3JABA O HICTOBETHOCTH EJIEKTPOHCKOI' 1 HITAMITAHOI' OBJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTALIUJE

HacnoB nuceprarnmje

YTUIAJ TEPAITMJE ®PUKCHUM OPTOJAOHTCKUM AITAPATUMA
HA IMAPOJOHIIMIYM U JIMJATHOCTUYKHU NIOTEHLHNJAJL
BUOXEMUNJCKUX ITAPAMETAPA 3AIIAJBEIBA

U3jaBbyjeM 1a je eNeKTPOHCKM OOJHMK MoOje JOKTOpPCKE AMcepTaluje, KOojy cam
npeaao/na 3a yHouewe y Jururananu penouropujym YHusepsutera y Humy, ucroseran
LITAMIIaHOM OOJIUKY.

Y Humy, 10. jyna 2016.

[Tornuc ayropa aucepraiuje:

‘/’ﬁ;nqéwic'

(Hpe_zﬁ)ar H. Janomesuh)




N3JABA O KOPUIIREILY

Opnamthyjem YHuBep3utercky Oubnuoreky ,,Hukoma Tecnma®“ ma y Jlururamzau
perno3uTopujyM YHuBep3utera y Humny yHece Mojy JOKTOPCKY TUCEPTAIIN]y, MO HACTIOBOM:

YTUIAJ TEPAITMJE ®PUKCHUM OPTOJOHTCKUM AITAPATUMA
HA IMAPOJOHIIMIYM U JTUNJATHOCTHUYKHU ITOTEHIHHNJAJL
BUOXEMUJCKUX ITAPAMETAPA 3AIIAJBEIBA

JlucepTanujy ca CBUM MPUIIO3MMA TPEA0/Ia caM y eICKTPOHCKOM OOJIMKY, TOTOHOM
3a TpajHO apXUBUPAHE.

Mojy IOKTOpCKY IucepTanujy, yHeTy y JuruTamHu peno3utopujym YHUBEp3UTETA Y
Hunry, Mory KOpUCTHTH CBU KOjH MOIITYjy oJipende caap)kaHe y oJabpaHOM THUITY JIMIICHIIE
Kpeatusne 3ajeanauiie (Creative Commons), 3a KOjy caM ce OJTy9IHo/JIa.

1. Ayropcteo (CC BY)

2. AyropctBo — Hekomepuujaiaao (CC BY-NC)

3. AyropctBo — HekoMepuujaHo — 6e3 npepazae (CC BY-NC-ND)

4. AyTopCcTBO — HEKOMEpITHjaIHO — aenuTH moja uctuM ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 0e3 npepaae (CC BY-ND)

6. AytopcTBo — jaenuTa nox uctuM yeiosuma (CC BY-SA)
VY Humy, 10. jyna 2016.
[ToTnuc ayropa nucepraryje:

J’_]Jc;mczéwic'

(Ipenpar H. Janomesnuh)






