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Apstrakt

Parodontitis je hroni¢no, inflamatorno i destruktivno oboljenje svih potpornih tkiva zuba: gingive,
cementa korena zuba, periodontalnog ligamenta i alveolarne kosti. Inflamacija zapocinje u gingivi, a
potom se, kako bolest napreduje, Siri u dublja parodontalna tkiva. Kao posledica javlja se resorpcija
alveolarne kosti koja moze dovesti do gubitka zuba. Epidemioloski podaci iz Citavog sveta ukazuju na
izuzetnu rasprostranjenost oboljenja potpornog aparata zuba — gingivitisa 1 parodontitisa. Pored
eliminacije osnovnog etioloskog faktora, dentalnog plaka i inflamacije parodoncijuma, cilj inicijalne
terapije (engl. scaling and root planing-SRP) je da se ostvari delimicna ili potpuna regeneracija svih
izgubljenih parodontalnih tkiva. Kako bi se unapredila SRP terapija mogu joj se pridotati pomocéni
terapijski postupci.

Regeneraciju kako mekih, tako i ¢vrstih tkiva parodoncijuma odlikuje kompleksna interakcija brojnih
intracelularnih 1 ekstracelularnih signalnih mehanizama. Poznato je da trombociti kao rezervoari
velikog broja faktora rasta i drugih bioaktivnih molekula, imaju znacajnu ulogu u procesu zarastanja
rana. Tecni oblik firbrina bogatog trombocititma, injektabilni fibrin bogat trombocitima (engl.
injectable platelet-rich fibrin — i-PRF) predstavlja revolucionarni korak u terapijskom konceptu aktivne
regeneracije tkiva. Ovaj autologi trombocitni koncentrat se dobija pazljivim centrifugiranjem venske
krvi, bez dodavanja antikoagulantnih sredstava ili drugih biohemijski aktivnih suspstanci. Postepenim
oslobadanjem bioaktivnih molekula porekla trombocita i leukocita zarobljenih u gustoj fibrinskoj mrezi
1-PRF -a, dolazi do pokretanja procesa regeneracije; sinteze DNK, diferencijacije pluripotentnih
mati¢nih celija, proliferacije 1 migracije ¢elija, hemotakse polimorfonuklearnih leukocita, kao i sinteze
ekstracelularnog matriksa 1 angiogeneze.

Cilj ove studije je bio da se ispita efekat aplikacije i-PRF-a u toku SRP tretmana u vidu uticaja na
smanjenje inflamacije tkiva, koncentracije medijatora zapaljenja 1 mikroorganizama u sulkusnoj
teCnosti (engl. gingival crevicular fluid — GCF), kao i stepena uspeSnosti procesa regeneracije. Kod
pacijenata obolelih od hroni¢nog parodontitisa ukljucenih u studiju, evidentirani su bili klinicki
parametri: dubina sondiranja (engl. periodontal pocket depth — PPD) , nivo ivice gingice (engl. level of
gingival margin — LGM), nivo pripojnog epitela (engl. clinical attachment level — CAL), krvarenje na
provokaciju (engl. bleeding on probing — BOP) i plak indeks (engl. plaque index — PI). Uzorci GCF
uzimani papirnim poenima (Periopaper, Amityville, NY, USA) su ¢uvani na -70 °C. Koncentracije
parodontopatogenih ~ mikroorganizama:  Aggregatibacter  actinomycetemcomitans  (A.  a.),
Porphyromonas gingivalis (P. g.), Prevotella intermedia (P. i.) 1 Tannerella forsythia (T. f.) su
analizirane ili odredivane primenom lancane reakcije polimeraze (engl. polymerase chain reaction,
PCR) nakon dodavanja reverznih visoko specificnih prajmera i univerzalnog ,,forward* prajmera za
16s rRNK. Takode, ukupna koncentracija mikroorganizama izraCunavana je qPCR-om u realnom
vremenu (engl. PCR-real time). Uzorkovanje GCF koriS¢eno je 1 za utvrdivanje nivoa matriksne-
metaloproteinaze-8 (MMP-8), faktora nekroze tumora-a (TNF-a) i alkalne fosfataze (ALP). Analiza
njihove koncentracije u ovoj te¢nosti je sprovodena upotrebom odgovaraju¢ih komercijalnih ELISA
(engl. enzyme-linked immunosorbent assay) kompleta. Statisticki paket za drustvene nauke (softverski
paket SPSS, verzija 20.0; SPSS Inc., Cikago, IL, SAD) kori$éen je za analizu svih podataka. Razlike



izmedu posmatranih grupa su smatrane znacajnim kada je p vrednost bila <0,05. Snaga studije
izraCunata za parametar CAL nakon perioda od 6 meseci je veca od 90%.

Dobijeni rezultati su pokazali da na pocetku istrazivanja nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu
ispitivane (P) i kontrolne (C) grupe. Primena i-PRF koncentrata u toku SRP terapije dovodi do
statisticki znaCajnog poboljSanja kliniCkih parametara ispitanika nakon svakog od definisanih intervala
praéenja (1 mesec, 3meseca i 6 meseci). Ovo ukazuje na moguée dugorocne povoljne efekte na
klinicko stanje parodoncijuma pacijenata sa parodontitisom. Ukupna koncentracija ispitivanih
parodontopatogena u GCF nakon sprovedene obe vrste terapije je statisticki zna¢ajno manja nakon 113
meseca izmedu posmatranih grupa. Meditim, nakon 6 meseci razlika se viSe ne uocava, najverovatnije
zbog ,,split mouth” dizajna studije. Koncentracije TNF-o, MMP-8 i ALP u GCF posmatrane grupe
uzoraka uz primenjen i-PRF su statisticki znac¢ajno manje nakon svakog intrvala pra¢enja. Linearnom
regresionom analizom svih posmatranih parametara, kao faktor predikcije uocava se razlika u dubini
sondiranja 1 vrednosti TNF-a nakon prvog meseca. Ovo potvrduje efikasniji antiinflamatorni efekat
terapije dodatkom i-PRF preparata. Zabelezena je i statistiCka znacajnost indeksa krvarenja na
provokaciju nakon 6 meseci. Analizom vrednosti paramtera CAL u linearnom regresionom modelu,
kao faktor predikcije izdvaja se vrednost ovog parametra nakon mesec dana. Smanjenje ovog parametra
u prvom mesecu u P grupi ¢e rezultovati boljim terpijskim ishodom i klini¢kim stanjem parodoncijuma
nakon 6 meseci.

Na osnovu ovog istrazivanja moze se zakljuciti da primena i-PRF-a ima pozitivan efekat na
Sestomesecni ishod inicijalne terapije hroni¢nog parodontitisa. Medutim, neophodna su dalja
istrazivanja na ve¢em broju ispitanika i u duzem vremenskom periodu da bi se pokazali efekti i-PRF-a.
Kljuéne reéi: hroni¢ni parodontitis, kauzalna terapija, injektabilni fibrin bogat trombocitima

Nau¢na oblast: Stomatologija
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Abstract

Periodontitis is a chronic, inflammatory and destructive disease of all tooth-supporting tissues: gingiva,
root cementum, periodontal ligament, and alveolar bone. The inflammation begins in the gingiva.
Afterwards, as the disease progresses, it spreads to deeper periodontal tissues. As the consequence, the
resorption of the alveolar bone occurs which can lead to tooth loss. Epidemiological data from all over
the world indicate exceptional prevalence of gingivitis and periodontitis.

In addition to the elimination of the primary etiological factor - dental plaque and inflammation of the
periodontium, the goal of the initial therapy (scaling and root planing-SRP) is to achieve partial or full
regeneration of all lost periodontal tissues. In order to improve SRP therapy, adjunct therapeutic
procedures can be included.

The regeneration of both soft and hard periodontal tissues is characterized by a complex interaction of
numerous intracellular and extracellular signalling mechanisms. Platelets are known to have a
significant effect on wound healing, as reservoirs of a large number of growth factors and other
bioactive molecules.

The liquid form of platelet-rich fibrin, injectable platelet-rich fibrin — i-PRF, represents a revolutionary
step in the therapeutic concept of active tissue regeneration. This autologous platelet concentrate is
obtained by careful centrifugation of venous blood, without the addition of anticoagulants or other
biochemically active substances. With the gradual release of bioactive molecules of platelet and
leukocyte origin, trapped in the dense fibrin network of i-PRF, the regeneration process is initiated,
such as DNA synthesis, pluripotent stem cell differentiation, cell proliferation and migration,
polymorphonuclear leukocyte chemotaxis, along with the extracellular matrix synthesis and
angiogenesis.

The aim of the study was to explore the effect of the application of i-PRF during SRP treatment on
reducing tissue inflammation, concentration of inflammatory mediators and microorganisms in gingival
crevicular fluid - GCF, and the success of regeneration itself. In patients with chronic periodontitis
included in the study, the following clinical parameters were recorded: periodontal pocket depth- PPD,
level of gingival margin - LGM, clinical attachment level - CAL, bleeding on probing — BOP, and
plaque index - PI. The samples of GCF collected by paper strips (Periopaper, Amityville, NY, USA)
were stored at -70 °C. Having added reverse specific primers and a universal forward primer for 16s
rRNA, the concentrations of periodontopathogenic microorganisms, i.e. Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. a.), Porphyromonas gingivalis (P. g.), Prevotella intermedia (P. 1.) and
Tannerella forsythia (T. f.), were analysed by using polymerase chain reaction (PCR). Moreover, the
total concentration of microorganisms was calculated by PCR-real time. The samples of GCF were also
used to determine the levels of matrix metalloproteinase-8 (MMP-8), tumor necrosis factor-o (TNF-a),
and alkaline phosphatase (ALP). The analysis of their concentrations in GCF was performed by using
appropriate commercial ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) kits. Statistical Package for
Social Science (SPSS software package, version 20.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was used for all



the data analyses. The differences between the observed groups were considered as significant when
the p value was <0.05. The study power calculated for the parameter CAL over the period of 6 months
was above 90%.

The obtained results showed there were no statistically significant differences between the study (P)
and the control (C) group at baseline. The application of PRF concentrates during SRP therapy led to
statistically significant improvement in the clinical parameters after each defined follow-up (1 month, 3
months, and 6 months). Therefore, this could lead to long-term beneficial effects on periodontal clinical
condition in patients with periodontitis. The total concentration of examined periodontopathogens in
GCF after the implementation of both types of therapies was statistically less significant after 1 and 3
when the results of the observed groups were compared. However, after 6 months the difference was
not noticed, most probably due to "split mouth" design. The concentration of TNF-a, MMP-8 and ALP
in GCF of the i-PRF group were statistically less after each follow-up. By linear regression analysis of
all observed parameters, the difference in PPD and TNF-a values after the first month stood out as a
prediction factor. Therefore, it confirmed more effective anti-inflammatory effect by adding i-PRF to
SRP therapy. The statistical significance of BOP value after 6 months was also noted. By analysing the
value of the CAL parameter in the linear regression model, the value after one month was singled out
as a prediction factor. Reduction of this parameter in the first month in the P group would result in a
better therapeutic outcome and clinical condition of the periodontium after 6 months.

Based on the research, it can be concluded that the use of i-PRF has a positive effect on a six-month
outcome after the initial therapy of chronic periodontitis. However, further researches are needed on a

larger number of respondents over a longer period of time to prove the efficacy of i-PRF.

Keywords: chronic periodontitis, nonsurgical therapy, injectable platelet rich fibrin
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1. UVOD



Uvod

Parodontitisi su hroni¢na, inflamatorna i destruktivna oboljenja svih potpornih tkiva zuba: gingive,
cementa korena zuba, periodontalnog ligamenta i alveolarne kosti. Inflamacija zapocinje u gingivi, a
potom se, kako bolest napreduje, Siri u dublja parodontalna tkiva. Kao posledica javlja se resorpcija
alveolarne kosti i formiranje kosStanih defekata. Ukoliko se oboljenje ne prepozna 1 ne le¢i, moze
dovesti do gubitka zuba.

Epidemioloski podaci iz Citavog sveta ukazuju na izuzetnu rasprostranjenost oboljenja potpornog
aparata zuba — gingivitisa 1 parodontitisa.

Pored eliminacije osnovnog etioloskog faktora, dentalnog plaka i inflamacije parodoncijuma, cilj
aktuelnih terapijskih postupaka je da se ostvari delimi¢na ili potpuna regeneracija svih izgubljenih
parodontalnih tkiva. Konvencionalna, inicijalna terapija parodontalnih oboljenja se sastoji od
mehanickog uklanjanja ¢vrstih 1 mekih naslaga (kamenca/konkrementa i biofilma) sa povrSina korena
zuba uz konstantnu irigaciju patoloski formiranih prostora. Medutim, ovakva terapija, mehanicki
debridman (engl. scaling and root planing-SRP) iako uspesna za veliki broj pacijenata, predstavlja
veoma zahtevnu proceduru koja ima i ograni¢enja " % Krajnji rezultati nisu potpuno predvidivi zbog
nemoguénosti adekvatnog pristupa dubokim 1 uskim parodontalnim dzepovima, dZepovima
komplikovane strukture ili onima koji su lokalizovani u furkacijama korenova visekorenih zuba °.

Za regeneraciju parodoncijuma neophodna je kompleksna interakcija izmedu epitelnih Ccelija,
gingivalnih fibroblasta, éelija periodontalnog ligamenta, cementoblasta i osteoblasta. Sirok spektar
intracelularnih 1 ekstracelularnih dogadaja 1 prisustvo razli¢itih signalnih molekula posreduju u
regulaciji regeneracije kako mekih, tako i1 ¢vrstih tkiva parodoncijuma.

Odvijanje celokupnog procesa regeneracije je joS uvek nedovoljno razjasnjeno, ali je svakako poznato
da kljuénu ulogu imaju trombociti *. Prekid kontinuiteta krvnih sudova na pocetku procesa zarastanja
defekta dovodi do formiranja fibrinskog ugruska, adhezije i agregacije trombocita. Oni su odgovorni za
otpustanje faktora rasta i medijatora zapaljenja u okolno tkivo °. Trombociti takode imaju sposobnost
sekrecije glikoproteina ekstracelularnog matriksa, kao §to su fibrin, fibronektin 1 vitronektin, koji se
ponasaju kao matriks za vezivno tkivo i kao adhezivni molekuli za uspesniju ¢elijsku migraciju 6 Ovo
je fokus savremenih istrazivaja usmerilo ka sagledavanju uloge trombocita i moguénosti njihove
primene u terapijskim procedurama za ubrzanje regeneracije tkiva. Razvoj bioloski aktivnih materijala
koji se koriste u regulaciji inflamatornih procesa, kao 1 za ubrzanje procesa zarastanja tkiva jedan je od
velikih izazova klini¢kih istrazivanja *.

U opstoj medicinskoj praksi razli€iti koncentrati trombocita su koriS¢eni za prevenciju i leCenje
krvarenja usled trombocitopenija, kao posledica aplazije koStane srzi, akutne leukemije ili znacajnog
gubitka krvi zbog prekida kontinuiteta krvnih sudova (povrede, hirurski zahvati...) 6. Trombociti
izolovani iz periferne krvi deluju kao autologi izvor faktora rasta. Poetkom 1970. godine je opisana
jedna vrsta fibrinskog lepka, koji je formiran polimerizovanjem fibrinogena u prisustvu trombina 1
kalcijuma ’. Ovakav fibrinski lepak bio je pripreman iz plazme nepoznatih donora i postojao je rizik od
prenosenja razli¢itih bolesti. Stabilnost i kvalitet ovog biomaterijala nije bio zadovoljavajuéi, zbog
niske koncentracije fibrina u plazmi. Potreba za fibrinskim lepkom je pomogla razvoj proizvodnje
koncentrata krvnih ploc€ica za potrebe aktivne regeneracije tkiva. Od 1990. godine su izdvajane razlicite
komponente krvi koje, kao sastavni deo prirodnog procesa zarastanja rana, imaju potencijal da ubrzaju
reparaciju i regeneraciju tkiva nakon narusavanja njegovog integriteta.
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Fibrin bogat trombocitima (engl. platelet rich fibrin — PRF) predstavlja revolucionarni korak u
terapijskom konceptu aktivne regeneracije tkiva. Pazljivim centrifugiranjem autologe venske krvi
dobija se PRF u vidu guste fibrinske mreZe u kojoj su zarobljeni trombociti i leukociti * °* ', a koja ne
zahteva dodavanje antikoagulantnog sredstva i drugih biohemijskih aktivnih suspstanci ', '2. PRF, koji
je prvi opisao Choukroun 2000. godine, predstavlja drugu generaciju trombocitnih koncentrata - koja je
nastala u cilju unapredenja prve generacije - plazme bogate trombocitima (engl. platelet rich plasma —
PRP). Te¢ni oblik PRF-a je nazvan injetktabilni fibrin bogat trombocitima (engl. injectable platelet
rich fibrin — i-PRF) !, Fibrinska mreZa predstavlja matricu za migraciju fibroblasta i endotelnih éelija
u procesu angiogeneze. Autologi koncentrati krvi predstavljaju bezbedan i jednostavan nacin aplikacije
visoke koncentracije faktora rasta i drugih polipeptida, proteina i citokina, koji ucestvuju u procesu
zarastanja parodontalne rane '°, '*. Doan Erenfest (Dohan Ehrenfest) sa saradnicima ", ', 7 je pokazao
da je priblizno 97% trombocita 1 50% leukocita iz originalne zapremine krvi koncentrovano u
trodimenzionalnoj mrezi PRF ugruska, tj. u srednjem od tri sloja koja se formiraju nakon
centrifugiranja krvi.

Aktivacijom trombocita, kao odgovor na oStecenje tkiva, dolazi do spajanja a-granula sa ¢elijskom
membranom trombocita '® ' i oslobadanja njihovih faktora rasta, polipeptida, glikoproteina i citokina
0.2y najvecoj meri se oslobadaju polipeptidni faktori rasta: TGF- 1 (transformiSuci faktor rasta-$1),
PDGF (trombocitni faktor rasta), VEGF (vaskularni endotelni faktor rasta), EGF (epidermalni faktor
rasta), ILGF- 1 (faktor rasta slican insulinu-1); glikoproteini: endostatin i trombospondin-1. Faktori
rasta vrSe svoje funkcije preko vezivanja za specifiéne receptore na povrsini ¢elije odakle se dalje kroz
citoplazmu signal transdukuje do nukleusa **. Oni se postepeno otpustaju u ranu tokom razgradnje
fibrinske mreZe, u trajanju od najmanje 7 dana >, kako je pokazano in vitro. Aktivno udestvuju u
procesima regeneracije tkiva, Sto ukljucuje sintezu DNK, sintezu matriksa, izraZenu metabolicku
aktivnost 1 dr. Takode, uticu 1 na migraciju celija, hemotaksu polimorfonuklearnih leukocita,
proliferaciju 1 diferencijaciju pluripotentnih mati¢nih ¢elija 1 angiogenezu.

Najnovija istraZivanja pokazuju da se upotrebom PRF-a znatno smanjuje reparacija parodoncijuma
formiranjem dugackog pripojnog epitela. Nasuprot tome, dolazi do regeneracije kako kosti i
periodontalnog ligamenta, tako i cementa korena zuba ** *. Za ovo je odgovorna faza regeneracije
tkiva u kojoj se regrutuju nediferencirane ¢elije u fibrinskoj mreZi i inicira njihova diferencijacija *°.

Gingivalna te¢nost se decenijama ispituje kao bioloski materijal koji bi mogao da posluzi u
monitoringu parodontalnih oboljenja. Pored primene klinickih parametara, smatra se da se procena
stanja parodoncijuma i efekata terapije moZe izvesti i na osnovu kvalitativnog i kvantitativnog
dokazivanja parodontopatogenih mikroorganizama u gingivalnoj te¢nosti, kao 1 na osnovu njenog
biohemijskog sastava, odnosno prisustva odredenih markera.
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1.1. PREGLED LITERATURE

Parodontitis je hroni¢no, inflamatorno i destruktivno oboljenje svih potpornih tkiva zuba: gingive,
cementa korena zuba, periodontalnog ligamenta i alveolarne kosti. Inflamacija zapoc€inje u gingivi, a
potom se, kako bolest napreduje, Siri u dublja parodontalna tkiva, §to dovodi do postepene resorpcije
alveolarne kosti i formiranja koStanih defekata. Ukoliko se oboljenje ne prepozna i ne leci, moze
dovesti do gubitka zuba, a time i do poremecaja funkcije Zvacnih miSi¢a, fonetskih, estetskih 1
socijalnih poremeéaja, kao i poremecaja opsteg zdravstvenog stanja >’

Epidemioloska istrazivanja ukazuju na izuzetnu rasprostranjenost oboljenja potpornog aparata zuba —
gingivitisa 1 parodontitisa. Parodontitis predstavlja najées¢e oboljenje parodoncijuma, a zauzima Sesto
mesto po ucestalosti svih bolesti na globalnom nivou. Ovo oboljenje je registrovano kod skoro 800
miliona ljudi do 2016. godine **, zbog ega predstavlja znatajan medicinski problem .

Procesi koji se odvijaju u parodoncijumu u pocetku su iskljucivo lokalizovani u epitelu i subepitelnom
delu tkiva gingive. Prouzrokovani osnovnim etioloskim faktorom — dentalnim plakom — odlikuju se
razvojem akutnog zapaljenja. Progresija ovog procesa se klinicki manifestuje pojavom gingivitisa.
Ukoliko su u toku imunog odgovora domacdina pretezno zastupljeni regenerativni procesi, akutno
zapaljenje se moze zameniti rezolucijom tkiva u potpunosti. Medutim, perzistiranje ovog zapaljenja
tokom duzeg vremena dovodi do pojave hroni¢nih destruktivnih 1 reparatornth promena u
parodontalnom tkivu ireverzibilnog karaktera.

1.1.1. Istorijski osvrt

Klini¢ki znaci 1 simptomi parodontalnih oboljenja bili su prepoznati jo§ u davnim vremenim o ¢emu
govore zapisi Egipéana i Kineza od pre 5000 godina *°. Nova pisana saznanja se ponovo pojavljuju tek
u 18. veku, a zatim dolazi 1 do njihovog razvoja jedan vek kasnije sa unapredivanjem novih tehnoloSkih
dostignuca, radiologije, mikrobiologije i histoloskih tehnika ispitivanja. Analizom uzroka atrofije i
degeneracije parodoncijuma, uticaja okluzalne traume i infektivnog agensa °', zakljueno je da
primarni etioloski faktor za nastanak parodontalne bolesti predstavljaju specificne vrste
mikroorganizama i njihove zajednice, koje se formiraju u dentalnom plaku **. ,,Hroniéni parodontitis”
se navodi kao najée$¢a parodontalna bolest odraslih ve¢ 1960-ih godina *?.Takode, primeéeno je da
gingivitis prethodi parodontitisu kao pocetna lezija, ali da se patogeneza svakog gingivitisa ne mora
zavrSiti parodontitisom, ve¢ je mogu¢ i oporavak tkiva. Postavljena je hipoteza ,,oralnog plaka” kao
osnovnog etioloskog faktora &ijim se efikasnim uklanjanjem kontrolige tok bolesti **

Posle gotovo dve decenije od poslednje Klasifikacije parodontalnih oboljenja 1 stanja iz 1999.
godine, odbori Ameri¢ke akademije za parodontologiju (AAP) i1 Evropske federacije za
parodontologiju (EFP) sastali su se u novembru 2017. godine kako bi unapredili pomenutu
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klasifikaciju. Objavljen je Zbornik radova Svetske radionice za Klasifikaciju parodontalnih i
periimplantatnih oboljenja 1 stanja, koji se sastoji od 19 preglednih radova i 4 konsenzus izvestaja.

1.2. KLASIFIKACIJA PARODONTITISA

U poslednjih 30 godina klasifikacija parodontitisa je u viSe navrata modifikovana u pokusSaju da se
uskladi sa novim nau¢nim dostignu¢ima.

Klasifikacija iz 1989. godine se zasnivala na ¢injenicama da parodontitis karakteriSe nekoliko razli¢itih
klini¢kih formi, Zivotno doba u kome nastaje i stepen njegove progresije >*. Na osnovu ovih varijabli
parodontitis je tada kategorizovan kao prepubertetski, juvenilni (lokalizovani i generalizovani),
parodontitis odraslih 1 brzonapreduju¢i.

Na evropskoj konferenciji koja je odrzana 1993. godine utvrdeno je da klasifikaciju treba
pojednostaviti 1 predlozeno je grupisanje parodontitisa u dva glavna oblika: parodontitis odraslih i rani
parodontitis *°.

Glavne promene su nastale u klasifikaciji parodontitisa iz 1999. godine, koja je bila u upotrebi
poslednjih 19 godina ** *7. Parodontitis je reklasifikovan i podeljen na hroniéni, agresivni (lokalizovan
1 generalizovan), nekrotiziraju¢i 1 kao manifestacija sistemskih bolesti.

Nova saznanja do kojih su dovela bioloska 1 klini¢ka istrazivanja mehanizama u osnovi
parodontopatije, ukazala su na potrebu da se osavremeni postojeca klasifikacija oboljenja
parodoncijuma.

Ucesnici Konferencije koja je odrzana 2017. godine u Cikagu slozili su se da je ovo oboljenje moguée
podeliti u tri oblika™®. Za razliku od ranijih klasifikacija, 2017. godine se prvi put definise klinicko

zdravlje 1 pravi razlika izmedu intaktnog, zdravog parodoncijuma i redukovanog parodoncijuma nakon
leCenja.

1.2.1. Tipovi parodontitisa

Parodontitisi su podeljeni prema etiologji i toku oboljenja na:

1) Parodontitis -  oboljenje parodoncijuma, hroni¢nog, ciklicnog toka sa periodima
egzacerbacije 1 periodima remisije. Sam tok oboljenja kod pojedinih pacijenata moze biti
progresivniji.
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2) Nekrotizirajuéa parodontalna oboljenja

Nekrotizirajuéa parodontalna oboljenja su prema klasifikaciji iz 1999. godine obuhvatala
nekrotizirajuéi ulcerozni gingivitis (NUG) i nekrotizirajuéi ulcerozni parodontitis (NUP) **. Medutim,
brojne studije su tokom godina pokazale da NUG i NUP mogu predstavljati razli¢ite oblike jedne iste
bolesti, jer imaju sli¢nu (istu) etiologiju, klinicke karakteristike 1 terapijski postupak, a moguce je 1
napredovanje ovih oboljenja i do tezih formi, kao §to su nekrotiziraju¢i stomatitis (NS) i noma .
Termin ,,ulcerozni” je eliminisan, jer se ulceracija smatra sekundarnom eflorescencom u odnosu na

nekrozu *°.

Nekrotiziraju¢i parodontitis je upalni proces parodoncijuma koji se karakteriSe prisustvom

nekroze/ulceracije interdentalne papile, gingivalnim krvarenjem, zadahom iz usta, bolom i1 brzim

gubitkom kosti, koji mogu biti praceni formiranjem pseudomembrana, pojavom limfadenopatije i
.4

groznice .

3) Parodontitisi udruzeni sa sistemskim oboljenjima

Parodontitis udruzen sa sistemskim oboljenjima predstavlja inflamatorni proces u parodoncijumu koji
dovodi do gubitka potpornog aparata zuba i alveolarne kosti pod uticajem razli¢itih sistemskih
poremecaja.

Ovoj klasifikaciji je moguce dalje pridodati razliite odlike parodontitisa 1 ocenjivati ga i posmatrati u
viSe dimenzija. U skladu sa tim je oformljen sistem stadijuma i stepena parodontitisa, koji se
prvenstveno zasniva na promeni nivoa pripojnog epitela i1 stepena destrukcije kosti. Na ovaj nacin se
parodontitis klasifijkuje u 4 stadijuma oboljenja na osnovu njegove teZine i oste¢enja parodoncijuma
(I, II, IIT 11 TV) 1 3 stepena na osnovu same podloznosti oboljenju, progresije oboljenja 1 o¢ekivanog
odgovora na terapiju (A, B ili C).

Stadijumi parodontitisa se razlikuju prema stepenu oste¢enja parodoncijuma koji se procenjuje na
osnovu najvece vrednosti nivoa pripojnog epitela (NPE) u interdentalnom prostoru, stepena i procenta
radiografskog gubitka alveolarne kosti, obima infrakoStanih defekata i postojanja furkacionih defekata,
stepena labavljenja zuba, kao 1 broja izgubljenih zuba.

Stadijumi parodontitisa:

I — Inicijalni (pocetni) parodontitis

IT — Umereni parodontitis

IIT — Uznapredovali parodontitis koji nosi rizik od gubitka jednog ili viSe zuba
IV — Uznapredovali parodontitis koji nosi rizik od gubitka svih zuba.

U svim stadijumima moze se definisati kao dodadtni kriterijum i forma parodontitisa u zavisnosti od
procentualne zahvacéenosti zuba:
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a) lokalizovana forma (<30% zuba)
b) generalizovana forma (=30% zuba)
¢) incizivi-molari forma.

Stepen progresije parodontitisa se procenjuje na osnovu istorije bolesti, opSteg zdravstvenog stanja
pacijenta i drugih faktora koji uticu na homeostazu parodoncijuma (pusenje ili nivo metabolicke
kontrole kod dijabetesa), a na osnovu ve¢ odredenih klinickih i radiografskih parametara. Takode, on
odreduje 1 predvideni odgovor na terapiju, na osnovu individualizovanog profila i genetska
predispozicije, a oznacava i stepen rizika od negativnog uticaja ovog oboljenja, kao 1 njegovog lecenja

na opste zdravlje pacijenta.

Stepen progresije parodontitisa:

A — spora progresija

B — umerena progresija

C — brza progresija.

Tabela 1. Klasifikacija parodontitisa prema stadijumu 1 stepenu oboljenja

(preuzeto iz rada autora Tonetti MS 1 sar. 24 prevedono)

Razvijenost oboljenja i kompleksnost terapije

Dokazi o riziku Stadijum I: | Stadijum II: | Stadijum III: Stadijum IV:
er(?g r?apredov.alnja. Inicijalni Umereni Uznapredovali Uznapredovali
oboljenja, predv1d'en.1 parodontitis | parodontitis | parodontitis koji nosi | parodontitis koji nosi
OngYOT na lecenje 1 rizik od gubitka rizik od gubitka svih
uticaj na sistemsko jednog ili vise zuba | zuba

zdravlje

Stepen A

Stepen B Individualni raspored stadijum i stepena

Stepen C
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1.3. KLINICKA SLIKA PARODONTITISA

Sa aspekta klini¢kih parametara, dijagnoza parodontitisa se postavlja ukoliko postoji:

1. merljiva vrednost nivoa pripojnog epitela u interdentalnoj regiji kod 2 ili viSe zuba koji nisu
susedni;

2. merljiva vrednost nivoa pripojnog epitela sa bukalne/oralne strane i dubinom sondiranja >3 mm
koja se moze detektovati kod 2 ili viSe zuba, ali samo ukoliko se posmatrani nivo pripojnog
epitela ne moze dovesti u vezu sa:

a. recesijom gingive traumatskog porekla;

b. zubnim karijesom lokalizovanim u cervikalnom delu krunice zuba i najkoronarnijem
delu korena zuba;

c. postojanjem merljive vrednosti nivoa pripojnog epitela na distalnoj povrsini drugog
molara kod malpozicije tre¢eg molara ili nakon njegove ekstrakcije;
endodontskom lezijom koja se nalazi u regiji gledno-cementne granice;

e. pojavom vertikalne frakture korena.

1.4. EPIDEMIOLOGIJA PARODONTITISA

Oboljenja paodoncijuma, gingivitis 1 parodontitis, svrstavaju se u najrasprostranjenije bolesti
GoveGanstva +.

Prevalencija parodontalnih oboljenja je porasla za 57,3% od 1990. do 2010. godine ** *> *. Tezi oblik
parodontitisa (koga karakteriSu dubine sondiranja > 6 mm) je Sesta najceSca bolest u svetu. Prema
istrazivanju iz 2016. godine parodontitis je dijagnostikovan kod skoro 800 miliona ljudi ili 11,2 %
populacije starosti od 15 do 99 godina **. Ukupna prevalencija parodontitisa se poveéava s godinama i
ucestalost raste kod odraslih u starosnoj dobi od 30 i 40 godina. Ces¢i je kod muskaraca, osoba starijih
od 40 godina 1 kod pripadnika crne rase u odnosu na belu rasu. Ucestalost parodontitisa ¢e nastaviti da
raste kako se povecava brojnost starije populacije, ali i zbog porasta broja zuba koji perzistiraju u vilici

v 28 46 47
tokom zivota =°, ™, "',

Parodontitis nesrazmerno viSe pogada ugrozene delove svetske populacije 1 odraz je socijalne
nejednakosti ¥’. U zemljama u razvoju je zabelezena veéa udestalost prisustva kamenca i krvarenja na
provokaciju kod adolescenata (od 35% do 70%), u odnosu na njihove vrSnjake iz razvijenih zemalja,
gde je zabelezena ucestalost izmedu 4% 1 34 %. Slicno tome, u 14 — 47% odrasle populacije u
razvijenim zemljama su mogli da se pronadu depoziti kamenca u poredenju sa 36 — 63% odraslih u
zemljama u razvoju.

Tezi oblici parodontitisa se mogu uociti kod ¢ak 538 miliona pojedinaca, dok se potpuni gubitak zuba
detektuje kod 276 miliona pregledanih pacijenata irom sveta >°.
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1.5. ETIOLOGIJA

Parodontitis je hroni¢na inflamatorna bolest parodoncijuma i njegovu uznapredovalu formu karakterisu
znacajan gubitak parodontalnog ligamenta i destrukcija okolne alveolarne kosti. Parodontitis
predstavlja jedan od dva glavna uzroka gubitka zuba®™. Razli¢itim laboratorijskim tehnikama®
identifikovano je oko 800 vrsta mikroorganizama koje naseljavaju usnu duplju 1 ucestvuju u
jedinstvenoj kompleksnoj interakciji sa tkivom domaéina *°. Ovi mikroorganizmi su uglavnom
komensali, koji zive u jednom specificnom obliku simbioze i imaju odredeni uzajamni stepen
tolerancije sa tkivom domaéina >'. Medutim, promena mikrobioma, odnosno sastava i koncentracije
bakterija koje u duzem vremenskom periodu naseljavaju jednu regiju moze dovesti do pojave i razvoja

oboljenja 2.

Smatra se da je oko 750 razli¢itih vrsta bakterija zastupljeno u subgingivalnom dentalnom plaku. Oko

20 vrsta najpotentnijih mikroorganizama se izdavajaju kao parodontopatogeni >*.

Istrazivaci su 1996. godine postigli konsenzus da su, uprkos polimikrobnoj teoriji nastanka infekcije u
parodoncijumu, ipak samo odredeni mikroorganizmi dokazani parodontopatogeni: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis i Tannerella forsythia (ranije Bacteroides
forsythus), a da su drugi potencijalni (P. intermedia / nigrescens, T. denticola ,C. rectus, E. nodatum,
F. nucleatum, P. micros, S. intermedium) °*. Prema misljenju Sokranskog (Socransky) i saradnika
mikroorganizam koji se svrstava u parodontopatogene mora posedovati odredene osobine: udruzenost
sa parodontitisom, karakteristiku pove¢anja koncentracije u toku nastanka oboljenja, posedovanje jasno
definisanih faktora virulencije koji potencijalno mogu dovesti do razvoja oboljenja, evidentan dokaz

reakcije domacina na njegove antigene > *°, kao i sposobnost da izazove bolest na animalnom modelu
57

Mada prisustvo mikroorganizama u nastanku i razvoju parodontitisa ima klju¢nu ulogu, stepen
oSte¢enja parodontalnih tkiva je posledica uzajamnog dejstva mikrobioloSkog faktora i odbrambenog
sistema domacina “°. Prisustvo parodontopatogena je potreban, ali ne i dovoljan faktor za razvoj
oboljenja. Cinjenica je da u veéini slu¢ajeva za pojavu bolesti uglavnom nije dovoljna samo bakterijska
kolonizacija tj. njihovo prisustvo na/u tkivu parodoncijuma. Neophodna je infekcija ovog tkiva, koja se
karakteriSe uspeSnim opstankom i razmnoZavanjem mikroorganizama. Medutim, ni infekcija ne mora
uvek da vodi ka oboljenju, ve¢ se moze razviti i1 latencija. Ipak, u nekim situacijama kao Sto su
oportunisticke infekcije npr., sama kolonizacija moZze da izazove oboljenje.

Parodontitis je bolest jasnih karakteristika, specifi¢nih za svaki pojedinacni parodontalni dZep i blisko
povezana sa mikrobiomom datog dzepa. Svaka strana zuba se odlikuje jedinstvenim mikrobiomom u
subgingivalnoj regiji i sledstvenom nezavisnom klinickom slikom. Mikrobiom uveliko odrazava
promene u parodoncijumu i pre pojave klinicki vidljivih znakova bolesti (klinicke manifestacije). Stoga
pracenje promena mikrobioma moZe znalajno da doprinese dijagnostici i prognozi bolesti .
Longitudinalna ispitivanja mikrobioma svake strane zuba tokom razvoja bolesti su esencijalna za
razumevanje uloge mikroorganizama u njenoj patogenezi.
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1.5.1. Dentalni plak

U osnovi pojave i razvoja inflamatornih oboljenja parodoncijuma — gingivitisa i parodontitisa — je
dentalni plak. Dentalni plak predstavlja organsku, meku, bezbojnu, ponekad opalescentnu naslagu,
kompleksne strukure, funkcionalno organizovanu na povrs$ini zuba, ali i na povrSinama mekih tkiva 1
drugih struktura koje se mogu naci u usnoj duplji **. SloZena zajednica mikroorganizama &ini 80%
dentalnog plaka, dok 20% cine organske i neorganske materije. Mikroorganizmi dentalnog plaka
svojim brojnim faktorima virulencije su odgovorni za nastanak i razvoj imunog odgovora domacina i
formiranje specificnog mikrookruzenja. Sastav biofilma rezultat je dinamicnih procesa izmedu
mikroorganizama i njihovog mikrookruzenja .

1.5.2. Teorije dejstva dentalnog plaka

Nakon otkri¢a glavnog etioloskog faktora gingivitisa i parodontitisa jo§ u 19. veku postavljena je
,hespecificna teorija” dejstva mikroorganizama dentalnog plaka. Ona je bila zastupljena uz neke
modifikacije do druge polovine 20. veka. Nespecificna teorija je zastupala stav o nespecificnom
udruzenom dejstvu mikroorganizama i1 njithovom podjednakom doprinosu virulenciji dentalnog plaka
usled slabljenja mehanizama odbrane i/ili izazivanja upale u tkivu domaéina®',

Ovu teoriju zamenila je ,,specificna teorija”. Specificna teorija se zasniva na ¢injenicama da specifi¢ne
vrste mikroorganizama dentalnog plaka mogu da se odlikuju veCom virulentno$¢u od drugih i1 da se
sastav plaka menja u zavisnosti od toga da li je parodoncijum zdrav ili oboleo .

Prema ,,EkoloSkoj hipotezi”, pojava disbioze, tj. dominacije agresivnih parodontopatogena gram-
negativnih anaeroba u odnosu na gram-pozitivne acrobe moze dovesti do pojave parodontitisa .

Savremena ,,Hipoteza kljucnog patogena” pokazuje da odredeni mikrobioloSki patogeni prisutni u
manjem broju mogu izazvati inflamatorne bolesti promenom sastava mikrobioma **. Tako, skora$nja
istrazivanja pokazuju da parodontalna bolest nije udruZzena sa kompleksnom alteracijom celokupne
zajednice mikroorganizama — mikrobioma, nego sa dominacijom jednog ili nekoliko patogena. Na
primer, pokazano je da Porphyromonas gingivalis ima modulatorni efekat na urodeni imunoloski
sistem domadina i znagajno podsti¢e razvoj inflamacije u parodoncijumu * .

Poznato je da parodontitis ima ciklican karakter 1 da se periodi smirivanja (remisije) 1 aktivacije
(egzacerbacije) inflamatornih procesa u parodoncijumu smenjuju tokom perzistiranja oboljenja.
Utvrdeno je da u periodima egzacerbacije dolazi do znaCajnog povecanja koncentracije gram-
negativnih bakterija u odnosu na povecanje gram-pozitivnih bakterija u periodima remisije.
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1.5.3. Akcesorni etioloski faktori

Prisustvo pojedinih parodontopatogenih mikroorganizama u vecoj koncentraciji ne¢e kod svakog
pojedinca izazvati pojavu oboljenja. Zbog toga je izveden zakljuCak da postoje 1 drugi faktori koji uticu
na mogucénost pojave i stepen progresije ovog oboljenja. Akcesorni etioloski faktori olakSavaju
nakupljanje dentalnog plaka ili potenciraju §tetno dejstvo njegovih produkata ©.

1.5.3.1.  Lokalni akcesorni etioloski faktori

parodontalni dzepovi,

anatomija korena zuba (poput kratkog korenskog stabla, cervikalne gledne perle %),
druge naslage na zubima,

polozaj zuba i teskoba,

jatrogeni faktori (restaurativni radovi),

traumatska okluzija,

impakcija hrane,

loSe navike,

morfoloska i anatomska odstupanja mekog / kostanog tkiva,

ostali lokalni faktori.

TrE@R e Ao o

1.5.3.2.  Sistemski (opsti) akcesorni etioloski faktori

To su faktori koji uticu promenom otpornosti parodoncijuma prema dejstvu mikroorganizama
dentalnog plaka. U opSte akcesorne faktore ubrajaju se:

a) imunolo8ki poremecaji,

b) genetski faktori,

c¢) endokrinoloski faktori (hiperglikemija, steroidni hormoni, pubertet, menstrualni ciklus,
trudnoca, oralni kontraceptivi),

d) nutritivni faktori,

e) krvne bolesti,

f) drugi opsti faktori (stres, pusenje, droga, lekovi) , .

Sinergizam uticaja lokalnih i sistemskih faktora uslovi¢e formiranje individualnog, bioloskog fenotipa

oboljenja, specificnog za svakog pojedinca.
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1.5.4. Faktori virulencije mikroorganizama dentalnog plaka

Dentalni plak utiCe na nastanak i1 razvoj patoloSkih promena u parodoncijumu preko sledecih
mehanizama: invazijom mikroorganizama, delovanjem egzotoksina, endotoksina i enzima, kao i
suzbijanjem imunog odgovora ®’. Karakteristitno za parodontopatogene subgingivalne regije je
sposobnost invazije epitela dzepa, sinteza i otpuStanje razli€itih proteolitickih enzima, oslobadanje
lipopolisaharida (LPS) iz membrana i suzbijanje hemotakse i fagocitoze domaéina .

Formiranje dentalnog plaka se odvija tacno definisanim redosledom medusobno povezanih procesa na
povrsini za koju je vezana zubna pelikula. Medutim, iako postoje opsti principi nastanka dentalnog
plaka, njegov mikrobioloski sastav je jedinstven i karakteristi¢an za svakog pojedinca.

Po svom sastavu kod svakog pojedinca se takode razlikuje dentalni plak koji sazreva na povrsini zuba
iznad nivoa ivice gingive i dentalni plak koji se nalazi ispod nivoa ivice gingive i perzistira osim na
povrsini zuba i u samom gingivalnom sulkusu, gingivalnom ili parodontalnom dzepu (slobodni dentalni
plak) i na povrsini epitela gingive. Supragingivalni dentalni plak karakteriSu mikroorganizmi poreklom
iz usne duplje koji su uglavnom gram pozitivni aerobi, dok subgingivalni dentalni plak ve¢inom
naseljavaju gram negativni, fakultativno ili striktno anaerobni mikroorganizmi, koji su uglavnom
visoko pokretni. Mikroorganizmi subgingivalnog dentalnog plaka mogu da prodru u pripojni epitel .

Pojedini faktori virulencije ispoljavaju svoje dejstvo u razli¢itim fazama razvoja 1 sazrevanja dentalnog
plaka.

1.5.5. Faze razvoja dentalnog plaka

Prva faza u nastajanju dentalnog plaka je formiranje zubne pelikule. Pelikula je u najve¢oj meri
sastavljena od glikoproteina (mucina) i lipida poreklom iz pljuvacke. Ona ima zastitnu ulogu u toku
mastikacije, ali isto tako predstavlja i povoljno mesto za adherenciju bakterija, menjajuci
naelektrisanje povrSine gledi.

U drugoj fazi sazrevanja dentalnog plaka dolazi do kolonizacije sekundarne zubne pelikule, nekoliko
sati po njenom formiranju na povrsSini zuba, posredstvom specificnih molekula adhezina. Primetni
postaju gram-pozitivni mikroorganizmi (koke, bacili 1 filamenti), kao Sto je Actinomyces viscosus 1
Streptococcus sanguis. Nakon adhezije, u povoljnim uslovima, dolazi do daljeg rasta i razmnozavanja
ovih mikroorganizama. Zapremina dentalnog plaka se uvecava, broj adheriranih bakterija raste,
metaboliSu se mnogi produkti, a sredina dentalnog plaka postaje sve siromasnija kiseonikom.
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Treca faza predstavlja sekundarnu kolonizaciju mikroorganizmima i sazrevanje plaka. Zapocinje nakon
48 sati 1 traje 2 — 3 dana. U toku ove faze usled rasta i razvoja plaka, dolazi do dominacije gram
negativnih anaerobnih vrsta. Najznac¢ajniju ulogu imaju: P. i., Prevotella loeschell Capnocytophaga
species, Fusobacterium nucleatum, P. g., T. f. (Bacteroides fusiormis) >. Posebno je proucavana i
dokazana koagregacija u pocetku izmedu gram-pozitivnih i gram- negatlvmh mikroorganizama, a
kasnije samo izmedu gram-negativnih mikroorganizama "°. Mnoge vrste bakterija imaju na povrsini
¢elije razlicite strukture, faktore virulencije, kao Sto su fimbrije ili fibrile, kojima se pri¢vrSéuju za
odredene povriine zubnog tkiva, naslaga ili povr$ine drugih mikroorganizama ’'. Fimbrije su dugi
filamenti sastavljeni od proteina, koji se sa povrSine bakterijske celije pruzaju pojedinacno ili u
snopovima. Smatra se da su za ove bakterije fimbrije vaZzne u procesu kolonizacije, jer mutirani oblici
koji poseduju manji broj fimbrija pokazuju smanjenu sposobnost vezivanja i invazije epitelnih ¢elija i
fibroblasta. Povezanost bakterija unutar dentalnog plaka je visoko organizovana. Odredene vrste su
adhezijom i koagregacijom povezane za druge vrste, §to ovu vezu &ni jo§ kompleksnijom 7%
Medusobna komunikacija bakterijskih celija je moguéa preko signalnih molekula, ali isto tako i
intracelularnih adhezijskih molekula epitelnih ¢elija, molekula vaskularne adhezije ¢elija, E-selektina i
P-selektina. Krajnji efekat ove reakcije dovodi do hemotakse i aktivacije leukocita na mestu upale. P.
g. ,,0- fimbrie” takode stimuliSu produkciju faktora nekroze tumora- a (TNF-a), interleukina-la (IL-
la), interleukina-1p (IL-1P) 1 faktora koji stimuliSe rast kolonija granulocita/makrofaga, Sto sve
zajedno moze dovesti do resorpcije kosti '

Cetvrta faza zapo¢inje Getvrtog dana i traje sedam do deset dana. KarakteriSe je pojava pokretnih
fuziformnih bacila i spiroheta **.
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1.6. MIKROORGANIZMI DENTALNOG PLAKA

Studija Sokranskog (Socransky) 1 saradnika dokazala je udruzenost parodontalne bolesti sa specificnim
bakterijskim vrstama kao §to su P. g., Treponema denticola 1 T. f., koje su klasifikovane kao crveni
kompleks bakterija, ali i sa bakterijama narandZastog kompleksa >’. Potvrdeno je prisustvo Sest blisko
povezanih grupa bakterijskih vrsta:

1. Actinomyces, koji se sastoji od Actinomyces israelii, Actinomyces naeslundii 1 1 Actinomyces
naeslundii 2;

2. zuti kompleks koji se sastoji od ¢lanova roda Streptococcus;

3. zeleni kompleks koji se sastoji od Capnocytophaga vrsta, Actinomycetem-comitans serotipa
A, Eikenella corrodens 1 Campylobacter concisus;

4. ljubicasti kompleks koji se sastoji od Veillonella parvule i Actinomyces odontolyticus;

5. narandzasti kompleks koji se sastoji od Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens i
Streptococcus constelatus, Campylobactergracilis, Campylobacter rectus,
Campylobactershowae,  Eubacterium  nodatum, Fusobacterium nucleatum  subvrste,
Fusobacterium periodonticum, Peptostreptococcus micros;

6. crveni kompleks koji se sastoji od Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis i
Treponema denticola ™.

Posebnoj grupi parodontopatohenih bakterija pripada Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Studije
novijeg datuma su proucavale 16S rRNK koja obezbeduje sveobuhvatniji prikaz zajednice
mikroorganizama u subgingivalnoj regiji u stanju zdravlja ili bolesti. Takode su pokazale da postoji

tacno odredena razlika u taksonomskoj kompoziciji bakterija zdravih i1 obolelih delova parodoncijuma
73 74

2
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A. naeslundii 2
(A. viscosus)

KOMPLEKS SUBGINGIVALNIH

MIKROORGANIZAMA
S. mitis
S. oralis C. gracilis C. rectus
S. sanguis ’
P. intermedia
Stgepto:;gccys sp. P. nigrescens P. gingivalis
. gordonii P. micros T. forsythia
S. intermedius S. constellatus S CEa— E. nodatum QRS TRe

F. nuc. nucleatum
F. nuc polymormphum
F. periodonticum

E. corrodens
C. gingivalis
C. sputigena C. showae

C. ochracea
C. concisus

A. actino. a A. actino. b

S. noxia

Slika 1.1. Kompleksi subgingivalnih mikroorganizama subgingivalnog dentalnog plaka

. . 57 . . .
(preuzeto iz rada Socransky i sar.”’ i modifikivano)
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1.6.1. Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. a.)

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. a.) je gram-negativan, fakultativno anaeroban,
nepokretan, kapnofilni Stapi¢ koji stvara male konveksne kolonije na plocici od krvnog agara sa
srediStem u obliku zvezde. Ovo je prva vrsta koja je svrstana u parodontopatogene bakterije zbog
njenog prisustva u vecoj koncentraciji u lezijama lokalizovane (juvenilne) parodontopatije > u
poredenju sa zdravim parodoncijumom ili gingivitisom. U toku lecenja parodontitisa dolazi do
smanjenja koncentracije ove bakterije ili dolazi ¢ak i do njene eliminacije '®. 4. a. je nekada pripadala
rodu Actinobacillus, da bi promenila ime viSe puta, dok nije 2006. godine svrstana u rod
Aggregatibacter, koji pripada familiji Pasteurellacae .

A. a. poseduje veéi broj faktora virulencije ukljuujuéi i leukotoksin’®, bakteriocine, inhibisuéi faktor
hemotakse, citotoksi¢ni faktor, citoletalni toksin istezanja, Fc vezujuéi protein, fibroblast inhibitorni
faktor, antibiotik rezistentne determinante i faktor inhibicije funkcije polimorfonuklearnih leukocita ”°.

Lipopolisaharid gram-negativnih bakterija u patogenezi parodontitisa zauzima posebno mesto.
Lipopolisaharid u malim koncentracijama ima svojstvo aktiviranja uspavanog imunog sistema *°, a
posebno T 1 B limfocita kod osoba obolelih od agresivnog parodontitisa. Lipopolisaharid uti¢e na
pojacanu produkciju antitela od strane B limfocita na 4. a.. Ova antitela ucestvuju u procesu
opsonizacije 1 na taj nacin pospesSuju fagocitozu i degranulaciju neutrofila, istovremeno podstic¢uci 1
kostanu resorpciju. Lipopolisaharid 4. a. ima sposobnost da stimuliSe makrofage na oslobadanje
interleukina (IL-1a, IL-1 B) i faktora nekroze tumora-o. (TNF-a) *'.

Pokazano je in vitro da je A. a. sposoban da napadne Celije gingive, a in vivo da naseli vaskularne
endotelne ¢elije ** i epitelne ¢elije sluzokoze obraza *. 4. a. se primarno nalazi na epitelnim éelijama
sluzokoze usne duplje, za koje se vezuje preko adhezina, specificnog proteina, a kasnije se za povrSinu
zuba vezuje preko fimbrija. Izolovan je iz pljuvacke, supra i subgingivalnog dentalnog plaka, i sa
sluzokoze gotovo svih regija usne duplje: tonzila, tvrdog nepca, gingive, jezika i bukalne sluzokoze **.

U prisustvu A. a. gingivalni fibroblasti bivaju pokrenuti da sintetiSu proinflamatorni citokin —
interleukin-6 (IL-6) i hemokin — interleukin-8 (IL-8), dok mononukleari produkuju hemokine MIP-1a
(macrophage inflammatory protein) 1 RANTES (regulated on activation, normal T cell
expressed and secreted) .

Citotoksi¢an efekat ovog parodontopatogena ostvaruje se preko produkcije leukotoksina, glavnog
faktora virulencije ovog mikroorganizma. Pokretni oblici ga sadrze u svojoj membrani, dok ga oni
adherentni mogu izlucivati preko vezikula.

Leukotoksin ima sposobnost da se vezuje preko B2-integrin receptora LFA-1 (engl. leukocyte function-
associated antigen-1) za hematopoezne ¢elije limfoidne ili mijeloidne loze 1 da izazove lizu ovih ¢éelija
ili njihovu apoptozu. Nize koncentracije leukotoksina u in vitro uslovima izazivaju degranulaciju
neutrofila, intenzivno oslobadanje matriksne metaloproteinaze-8 (MMP-8) i inhibiciju fagocitoze od
strane neutrofila.Vise koncentracije dovode do apoptoze leukocita ™.
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A. a. ulazi u sastav 1 normalne flore kod mnogih zdravih osoba. Geneticka razli¢itost izmedu serotipova
A. a. je velika (Sest serotipova, obelezenih slovima od @ do ), kao 1 njihova osobina da stvaraju 1
otpustaju razliGite faktore virulencije *'.

U nedavnim istrazivanjima je pokazano da samo neki sojevi 4. a. mogu da budu odgovorni za
lokalizovanu agresivnu parodontopatiju (JP2 klon). 4. a. se moze vezivati 1 za druge bakterije
koagregacijom (Kolenbrander et al. 2000). Iz supragingivalnog dentalnog plaka bakterije lako stizu u
subgingivalni dentalni plak, a odatle 4. a. lako prodire u ¢elije sulkusnog i pripojnog epitela i moze se
naéi i u dubljim slojevima gingive i intimi krvnih sudova %3 a kultivisan je 1 iz ateromatoznog plaka
veéih krvnih sudova *®.

1.6.2. Porphyromonas gingivalis (P. g.)

Porphyromonas gingivalis (P. g.) predstavlja jedan od klju¢nih parodontopatogena, koji je usko
povezan sa razvojem parodontitsa, ali i sa progresijom nekih sistemskih oboljenja *> *°. P. g. je
anaerobni, gram-negativni mikroorganizam, oblika koka. P. g. pripada crno pigmentisanim bakterijama
1z grupe Bacteroides-a, koje na ploCicama krvnog agara stvaraju kolonije mrke ili crne boje. Grupi
Bacteroides-a pripadaju asaharoliticne vrste P. g., koje su srednjeg stepena fermentacije ugljenih
hidrata (Prevotella intermedia) ili su visoko saharoliti¢ne (Prevotella melaninogenica).

P. g. ima neuobicajeno veliki broj faktora virulencije. Pripadnici ove vrste imaju sposobnost invazije u
epitelne éelije parodontalnog dZepa, ali i endotelne éelije aorte i srca °', izbegavajuéi na taj na¢in imuni
odgovor domacina. U in vitro eksperimentima je pokazano da se P. g moZe naseliti u ljudskim
gingivalnim fibroblastima 1 tako opstati 1 u prisustvu antibiotika. Pored toga, moZe da proizvede
ekstracelularne vezikule koje doprinose gubljenju receptora CD14 na makrofagima °*. Imuni odgovor
domacina se naruSava 1 inhibicijom migracije polimorfonuklearnih leukocita kroz epitelnu barijeru, a
pokazano je da utiCe i na stvaranje ili degradaciju citokina za Sta su odgovorni gingipaini, koje ova
bakterija produkuje *°.

Gingipaini su proteini sa proteolitickom aktivno$¢u koji su najvise odgovorni za virulentnost P. g.
Podeljeni su na arginin specifi¢ne (Rgp) i lizin specifi¢ne (Kgp) **. Rgp razgraduje velike molekule
peptida poreklom od domacina 1 na taj na¢in obezbeduje dovoljno komponenti za ishranu P. g. u vidu
jedinjenja azota i ugljenika. P. g. takode moze da razgradi transferin, protein klju€an za dopremanje
gvozda Celijjama, elementa koji je neophodan za obavljanje velikog broja njihovih funkcija. Rgp
gingipain je odgovoran i za osobine adhezije i invazije ¢elija domacina i adhezije za druge bakterijske
vrste, zbog uloge u procesu sinteze prekursora fimbrija na povrSini ove bakterije. Kgp se moze vezati
za imobilisane proteine matriksa, fibrinogen i fibronektin i na taj na¢in omoguciti bakteriji kolonizaciju
domacina. Gingipaini takode imaju ulogu u modulaciji imunog odgovora domacina. U toku enzimskih
reakcija raskidaju veze u molekulu IgG antitela i otcepljuju podklasu 1 i 3 *. Pospesuju sintezu
proinflamatornih citokina: interleukina-1p (IL-1p), interleukina-2 (IL-2), TNF-a i interleukina-8 (IL-8)
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2 . . ,. . Ce . . . . .
%2 Kao posledica svega ovoga, mozZe se re¢i da su gingipaini i u velikoj meri odgovorni za proces
degradacije tkiva u toku parodontitisa.

P. g. takode ucestvuje 1 u procesima degradacije matriksnih proteina, kolagena i fibronekrina, $to
dovodi i do sporijeg i manje uspeSnog zarastanja parodontalnih tkiva. Osim kolagenaza, produkuje i
hemolizine, masne kiseline, NHj3, H,S, indol, supstancu sli¢nu tripsinu, fibrolizin, endotoksin i
fosfolipazu °°. Zahvaljuju¢i ovome P. g. formira odgovarajuée nise i povoljne uslove za prezivljavanje i
drugih mikroorganizama u dentalnom plaku mogucnost nastanka rezistentnosti na antibiotike 1 imuni
odgovor domacdina. Uklanjanje ovakvog biofilma u toku obrade parodontalnog dzepa manje je efikasno
u terapiji parodontitisa, jer se u toku nekoliko sati stvara novi biofilm koji moze biti ponovo naseljen
ovih parodontopatogenima **.

Virulentnost P. g. prepoznaje se 1 u sposobnosti sinteze ve¢ pomenutih fimbrija, klju¢nih faktora u
adheziji, invaziji i kolonizaciji. P. g. ima dugacke fimbrije, kratke fimbrije i dodatne komponente, od
kojih svaka ima razliite funkcije. Fimbrije su takode odgovorne za invaziju vezikula u celijama
domacina.

P. g. je odavno poznat kao parodontopatogen koji naseljava duboke parodontalne dzepove, posebno na
mestima sa znacima aktivne inflamacije *’.

Istrazivanja su pokazala da je inkapsulirani soj P. g. u mnogo vecoj meri virulentan u odnosu na
neinkapsulirani soj. Kapsula P. g. je polisaharid i kada je prisutna, utie na sintezu proinflamatornih
citokina: IL-1pB, IL-6, IL-8 1 TNF-a. Glavni sastojak spoljaSne membrane P. g.-a je lipopolisaharid
(LPS), koji posreduje u nastanku inflamacije i podsti¢e leukocite da luce proinflamatorne citokine,
posebno IL-1B, TNF-o i IL-6 °*. LPS poreklom od P. g. ima kljuénu ulogu u inicijaciji i razvoju
parodontalne bolesti *°. Ovaj LPS je potentan stimulator produkcije inflamatornih citokina i ko3tane
resorpcije. Jedna od ciljnih ¢elija za delovanje LPS su fibroblasti koji igraju vaznu ulogu u remodelaciji
mekog tkiva parodoncijuma i regulaciji mreze citokina koji se u njemu produkuju '

Postoji jasna veza izmedu prisustva P. g. 1 opSteg zdravlja. Tako na primer, gingipaini su faktori
virulencije P. g. koji su povezani sa Alchajmerovom boleséu '"'. P. g. se dovodi u vezu i sa sa

patogenezom ateroskleroze velikih krvnih sudova, reumatoidnim artritisom i multiplom sklerozom '*.

1.6.3. Prevotella intermedia (P. i.)

Prevotella intermedia (P. i.) je svrstana u rod Bacteroides. P. i. je striktno anaerobni, gram-negativan,
crno-pigmentisani Stapi¢. P. i. ¢esto je izolovana kod pacijenata obolelih od parodontitisa, gingivitisa
trudnoce ili nekrotizirajuéeg gingivitisa '**. Na plo¢ici krvnog agara formira sjajne i glatke kolonije,
svetlo smede ili crne boje'™. P. i. moZe igrati ulogu u inicijaciji i razvoju parodontalne bolesti '*. Ova
bakterija poseduje razliCite vrste faktora virulencije, kao Sto je sposobnost adhezije, produkcije
hemaglutinina, hidroliti¢kih enzima i hemolizina, kao i postojanje fimbrija na povsrini celijskog
omotaca '*. Kao i kod drugih parodontopatogena, za rast P. i. je neophodno gvozde i sposobnost za
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sintezu hema, vaznog faktora rasta za ove bakterije. Pokazano je da P. i. ima hemoliticke i
hemaglutinirajuce sposobnosti. Hem osloboden iz hemoglobina ili hemina usled hemoliti¢ne razgradnje

crvenih krvnih zrnaca, je glavni izvor gvozda i hranljivih materija neophodnih za rast ove bakterije '*’.

Sistemska povezanost prisustva P. i. i opsStih oboljenja je pokazana izolovanjem DNK bakterije iz
ateroskleroti¢nog plaka ili njenim prisustvom kod drugih kardiovaskularnih oboljenja, kao i1 kod majki
prevremeno rodene dece. Uzimanjem krvi iz pupcane vrpce ovih beba, utvrden je vedi titar IgM antitela
u odnosu na bebe rodene u planiranom terminu. Ova bakterija je prisutna i u zdravom parodoncijumu,

jer je zahvaljujuéi fimbrijama koje poseduje u stanju da se veZe za éelije oralne sluzokoze ',

1.6.4. Tannerella forsythia (T. f°)

Tannerella forsythi-u (T. f.) je prvobitno izolovao iz uznapredovalih parodontalnih lezija Taner
(Tanner) sa saradnicima. U pocetku oznacena kao Bacteroides forsythus, ova anaerobna gram-
negativna bakterija je klasifikovana kao ¢lan porodice Cyfophaga-Bacteroides. Kada su taksonomske
analize zasnovane na /6S rRNK sekvenci otkrile da je ova vrsta blize povezana sa predstavnicima
Porphyromonas nego Bacteroides, reklasifikovana je u porodicu Porphyromonadaceae 1 dobila je
naziv Tannerella forsythia (T. f) '®. T. f je nepokretna anaerobna bakterija filamentozne éelijske
morfologije; tek nakon 7 — 14 dana uzgajanja stvara male kolonije tako da se teSko kultivise. 7. f.
pokazuje tipi€nu gram-negativnu celijsku ovojnicu koja se sastoji od citoplazmatske membrane,
periplazme i spoljne membrane koja sadrzi lipopolisaharid ''"°. Pored toga, spoljna membrana bakterije
je u potpunosti prekrivena jedinstvenim povriinskim S-slojem ''', "2, Pokazalo se da ovaj S-sloj
zajedno sa povrSinskim BspA (engl. Bacteroides surface protein A) proteinom karakteristicnim za 7. f.
> moze da izvrsi supresiju odgovora T-helper limfocita na signal poreklom od dendriti¢nih éelija i na

. v 7 .. . . oy 11
taj na¢in poveca resorpciju alveolarne kosti (na animalnom modelu misa) '°.

Osim ovih faktora 7. f poseduje i druge faktore virulencije, ukljucuju¢i i povrSinski antigen-
proteolotitéki enzim ''*, hemaglutinin ', lipopolisaharid éelijske membrane ''®, glikozidaze '". T. f.
ima sposobnost da produkuje proteinazu nalik tripsinu ''®. Vazna karakteristika je i sposobnost prodora
u ¢elije domacéina i indukcija apoptoze '"°.

T. f., P. g. 1 Treponema denticola ulaze u sastav ,,crvenog kompleksa” bakterija. U in vivo studijama je
pokazano da patogeni potencijal ove bakterije raste u prisustvu drugih bakterija, na primer
Fusobacterium nucleatum i P.g. a njihova koinfekcija dovodi do ubrzanog procesa resorpcije kosti .
Zbog toga je T. f- uvek usko povezana sa aktivnim lezijama u toku parodontitisa.

»Crveni kompleks” bakterija je u direktnoj korelaciji sa klinickim parametrima kao $to su dubina

sondiranja 1 indeks krvarenja gingive. Ovaj kompleks ima osobinu da indukuje sekreciju citokina kao
Sto su IL-1b, IL-6, IL-8 and TNF-a, koji dovode do egzacerbacije inflamacije 21
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Dodatno, ova bakterija u zajednickim kulturama makrofaga 1 inflamatornih ¢elija dovodi do
ekspresije  proinflamatornih  citokina, = hemokina,,  prostaglandina E (PGE) 1 matriksne

metaloproteinaze 9 (MMP-9) 122

1.7. MIKROORGANIZMI I STANJE PARODONCIJUMA

Zastupljenost pojedinih vrsta mikroorganizama u subgingivalnom dentalnom plaku je procentualno
promenljiva tokom vremena i karakteristiCna za svakog pojednica. Sa pojavom oboljenja dolazi do
drastiéne promene u broju pojedinih mikroorganizama u odnosu na zdrav parodoncijum, pogotovo
parodontopatogena. U toku razvoja parodontitisa raste i ukupan broj bakterija, tako da on u akutnoj fazi

. v C . re 123
bolesti moze biti 1 dvostruko veéi .

Za razliku od zdravog parodoncijuma gde se u dentalnom plaku nalazi prose¢no 75% gram-pozitivnih
mikroorganizama, parodontitis karakterise i do 65% gram-negativnih bakterija.'**

U dentalnom plaku gingivalnog sulkusa uglavnom perzistiraju Streptococcus 1 Actinomyces
(Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis, Actinomyces  viscosus 1 Actinomyces naeslundii). U
daleko manjem procentu su zastupljene (oko13%) P. i., Fusobacterium nucleatum, Capnocytophaga,
Neisseria i Veillonella species, Campylobacter species, a najmanje spirohete i pokretni bacili **.
Pojedine bakterije imaju protektivnu ulogu, s obzirom da naseljavaju samo zdrave, a nema ih u
obolelim regijama. Tu se svrstavaju: Streptococcus sanguis, Veillonella parvula, Capnocytophaga
ochracea 1 Campylobacter.

Sa pojavom inflamacije u gingivi nakon 3—4 dana, a potom 1 klini¢kom manifestacijom akutnog oblika
gingivitisa, broj gram-pozitivnih aerobnih mikroorganizama opada. Hroni¢ni gingivitis se karakteriSe
podjednakom procentualnom zastupljenosc¢u i jednih idrugih. Nakon daljeg produbljivanja gingivalnog
a potom i parodontalnog dzepa, po¢inju da preovladavaju gram-negativni anaerobni mikroorganizmi.

Hroni¢ni parodontitis karakteriSu faze egzacerbacije i remisije koje se periodi¢no smenjuju. U
dentalnom plaku ovih pacijenata se moze na¢i 1 do 90% anaerobnih 1 70% gram-negativnih
mikroorganizama uz prisustvo i spiroheta. Gram-pozitivni mikroorganizmi ¢ine svega 10—13% ukupne
populacije '°. U fazama remisije u manjem broju prisutni su: P. g, P. i., A. a, T. f., Campylobacter
rectus, FEikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum, 1 Treponema denticola. U fazama
egzacerbacije povecava se broj slede¢ih mikroorganizma: P. g, T. f., P. i. i A. a. Pokazalo se da
njihovom eliminacijom dolazi do zna¢ajnog poboljsanja, tj. remisije oboljenja. Dinamika povecavanja i
smanjivanja pojedinith mikroorganizama je usko povezana sa njithovim medusobnim odnosom u
oformljenim mikroekosistemima, ali i neprekidnom interakcijom sa domacinom.

Na osnovu osobina spomenutih mikroorganizama, 4. a. se smatra glavnim uzro¢nikom agresivnog
parodontitisa, a P. g. i T. f. su uzrocnici hroni¢nog parodontitisa. Navedene patogene bakterije su

dokazane u ispitivanjima koja su obavljena ina eksperimentalnim Zivotinjama '*,
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1.8. PATOGENEZA OBOLJENJA PARODONCIJUMA 1IZAZVANIH DENTALNIM PLAKOM

Inflamacija tkiva nastaje kao zbir imunoloskih i biohemijskih reakcija izazvanih dejstvom fizickih,
hemijskih ili bioloskih Stetnih agenasa ili apoptozom ¢elija. U akutnoj fazi inflamacije, kao kratkotrajni
imuni odgovor, nastaje niz celularnih 1 morfoloskih promena, kako bi se oStec¢enje tkiva ogranicilo i
lokalizovalo. Medutim, ukoliko ne dode do rezolucije tkiva, javlja se hroni¢na inflamacija pracena
nizom destruktivnih patoloSkih procesa ukljucujuéi aktivaciju i urodenog i steCenog imuniteta tokom
duzeg vremena. Imunoloske reakcije imaju ulogu u rezoluciji inflamacije i1 procesu zarastanja, kao 1
reparaciji 1 regeneraciji oSte¢enog tkiva.

1.8.1. Klinicka slika zdrave gingive

Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji, zdrav parodoncijum je stanje koje se odlikuje odsustvom
znakova inflamacije karakteristicnih za parodontalna oboljenja, gingivitis ili parodontitis, stanje koje
omogucava pojedincu da normalno obavlja svoje svakodnevne aktivnosti 1 koje ne remeti njegovo
fizicko, psihi¢ko ili mentalno zdravlje. Intaktni parodoncijum se karakteriSe netaknutim pripojnim
epitelom, odsustvom koStane resorpcije, kao 1 klinicki vidljivog krvarenja u toku sondiranja, crvenila ili
otoka gingive 1 simptoma oboljenja koje bi saopstio pacijent. U fizioloSkim uslovima nivo ivice kosti se
nalazi 1-3mm od gledno-cementne granice zuba.

Klini¢ki zdrava gingiva na redukovanom parodoncijumu odlikuje se takode odsustvom krvarenja
prilikom sondiranja, eritema i1 edema, odsustvom simptoma parodontitisa, ali prisustvom resorpcije
kosti 1 apikalne migracije pripojnog epitela.

Najznacajnije je napomenuti da uspe$no leCen i stabilan parodontitis moze da se manifestuje klinicki
zdravim, ali redukovanim parodoncijumom ili blagom marginalnom inflamacijom gingive sa dubinom
sondiranja < 3 mm. Ovakvo stanje je uvek praceno povecanim rizikom od pojave rekurentne progresije
oboljenja.
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1.8.2. Gingivitis

Kao reakcija na prisustvo najmanje koliCine dentalnog plaka u tkivu gingive dolazi do nakupljanja

inflamatornog infiltrata koji predstavlja ,,fizioloski imuni odgovor”. Cak i kada se nivo biofilma svede

na minimum, inflamatorni infiltrat ostaje prisutan u tkivima gingive kao deo fizioloskog imunog
s 127, 128

,;nadzora PR

Pionirskom studijom Lo-a (Loe) i sar. Eksperimentalni gingivitis kod coveka, koja je objavljena 1965.
godine, potvrdena je uloga zubnog plaka u genezi gingivalnih i parodontalnih bolesti '*. U roku od 7
do 21 dana nakon prekida mera oralne higijene dolazi do razvoja gingivitisa. Ovaj razvoj gingivitisa je
reverzibilan proces koji se odvija u roku od 7 do 10 dana nakon ponovnog uspostavljanja mera oralne
higijene '*°. Naredne studije pokazale su bakteriolosku pozadinu bolesti i pomeranje gram-pozitivne
bakterijske populacije povezane sa parodontnim zdravljem u pravcu pretezno gram-negativne
zajednice, povezane sa parodontnom boles¢u.

Ukoliko ne postoje naslage dentalnog plaka, u parodontalnom tkivu je prisutna minimalna
koncentracija zapaljenskog infiltrata, koja ucestvuje u odrzanju homeostaze. U prvim satima nakon
uklanjanja dentalnog plaka, kada dode do njegovog ponovnog formiranja, prvu liniju odbrane
predstavljaju neutrofilni leukociti, koji ¢ine oko 20% C¢elija infiltrata. U slucaju da naslage dentalnog
plaka perzistiraju 1 nakon 4 dana, do¢i ¢e do nakupljanja velikog broja leukocita u vezivnom tkivu
neposredno ispod pripojnog epitela 1 do 7-og dana neutrofilni granulociti ¢e ¢initi izmedu 60% 1 70%
ukupne populacije leukocita. Nakon ovog perioda u infiltratu postepeno dominaciju preuzimaju
monociti, da bi od 28-og dana ve¢i deo predstavljali plazmociti, a neutrofili ¢inili samo malu frakeiju.

U toku razvoja gingivitisa preovladava nespecifi¢no delovanje svih mikroorganizama dentalnog plaka
na tkivo §to za posledicu izaziva inflamatornu reakciju '*°. U trenutku kada dode do pojave disbioze i
dominantne zastupljenosti najagresivnijih anaerobnih mikroorganizama (parodontopatogena), do¢i ¢e

do pogorsanja inflamacije i pojave parodontitisa "'

Gingivitis predstavlja inflamatorno stanje inicirano mikroorganizmima iz nakupljenog dentalnog plaka,
kao i njihovim produktima '**. Karakterise ga crvenilo i otok gingive, kao i odsustvo gubitka vezivno-
tkivnog pripoja '**. Gingivitis je obi¢no bezbolan, udruZen sa suptilnim klini¢kim promenama, rede sa
njihovim komplikacijama, §to rezultuje time da vecina pacijenata nije svesna da bolest postoji niti je u
stanju da je prepozna. U gingivalnom dZzepu, kao patognomoni¢nom znaku oboljenja, uglavnom su
zastupljeni gram-pozitivni mikroorganizmi (Actinomyces viscosus, Peptostreptococcus micros,
Streptococcus spp) 1 gram-negativni anaerobi (Campylobacter gracilis, Fusobacterium nucleatum, P.
i., Veillonella parvula) "**. Perzistiranje povoljnih uslova u toj mikro-sredini tokom duZeg vremena,
pogodovace smeni ovih mikroorganizama potentnijim parodontopatogenima i razvoju parodontitisa.

Prelazak iz stanja parodontnog zdravlja u stanje koje karakteriSe gingivitis je reverzibilan. Gingivitis
nije sam dovoljan uslov za razvoj parodontitisa '>>.Ukoliko ipak dode do napredovanja ovog oboljenja i
njegovog prelaska u parodontitis, javlja se gubitak vezivno-tkivnog pripoja, koji predstavlja
ireverzibilan proces.
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1.8.3. Parodontitis

Parodontitis je hroni¢na multifaktorska inflamatorna bolest parodoncijuma udruzena sa disbioti¢nim
dentalnim plakom i progresivhom destrukcijom tkiva. U toku patogeneze parodontitisa dolazi do
progresije eksudativno-produktivnog tipa zapaljenja u dublja parodontalna tkiva, koje zatim smenjuju
degenerativno-atrofi¢ni procesi, uz pojavu patognomoni¢nog znaka parodontitisa parodontalnog dZepa.

Parodontalni dzep nastaje anatomskom 1 funkcionalnom dezintegracijom parodoncijuma,
produbljivanjem gingivalnog dzepa apikalnom migracijom pripojnog epitela usled gubitka vezivno-
tkivnog pripoja i resorpcije alveolarne kosti, $to na kraju moze dovesti do labavljenja i ispadanja zuba.

Klinicka manifestacija ovih promena, tj. znaci parodontitisa — inflamacija gingive, recesija gingive,
parodontalni dzep, subgingivalni konkrementi, supuracija iz mekog zida parodontalnog dZepa,
labavljene i patoloska migracija zuba — praceni su manje ili viSe izrazenim simptomima ovog oboljenja
poput krvarenja spontanog ili na provokaciju, osecaja trnjenja, pritiska izmedu zuba, preosetljivosti

. . .y . .. v . . . 1
ogoljenih korenova zuba na termicke i hemijske nadrazaje, promene ukusa, kao i zadah iz usta *°.

Vazno je ista¢i da stepen inflamacije i destrukcije parodoncijuma u toku parodontitisa nije zastupljen u
jednakoj meri u predelu svih zuba jednog zubnog niza. Stepen ostecenja tkiva nije identi¢an ¢ak ni na
svim povr§inama jednog zuba 7. Parodontitis predstavlja dinami¢an proces koji karakteriu smene
perioda egzacerbacije 1 remisije oboljenja. Period egzacerbacije se odlikuje akutnim pogorSanjem
inflamacije, Sirenjem procesa alteracije u dublja parodontalna tkiva i klinickim produbljivanjem
parodontalnih dZepova koje moze trajati od nekoliko dana do viSe meseci. Ukoliko odbrambeni
mehanizmi uspeju da lokalizuju ovaj proces, postepeno dolazi do smanjenja inflamacije, prekida se
dalji proces resorpcije kosti i degeneracije vezivnog tkiva i dolazi do uspostavljanja ravnoteze izmedu
dejstva Stetnih noksi i odbrambenih snaga domacina. Kada ponovo dode do poremecaja ove ravnoteZe,
javiée se dalja destrukcija parodonccijuma ¢’

Prelazak gingivalnog u parodontalni dzep podrZava vise teorijskih objaSnjenja uzajamnog uticaja
bakterijskog faktora i faktora domacina. Povecanjem stepena inflamacije u tkivu povecava se i
koncentracija nakupljenih neutrofilnih granulocita, dolazi do proSirenja kapilara i njihove povecane
propustljivosti, uvecava se koli¢ina gingivalne tecnosti i prosSiruju se intercelularni prostori pripojnog
epitela °®. Umerena distenzija intercelularnih prostora se ne smatra poremeéajem strukture i funkcije
pripojnog epitela, ali povecan broj polimorfonuklearnih leukocita na kraju dovodi do dezintegracije
pripojnog epitela '*. Ovo je u skladu sa konceptom da sam domacin ucestvuje u inicijaciji destrukcije
pripojnog epitela.

Inicijator ovog imunog odgovora domacina je stalno dejstvo bakterija dentalnog plaka, koje se brzo
Sire u dublja parodontolana tkiva usled slabljenja prve linije odbrane '*°. S tim u vezi, predmet
intenzivnih istraZivanja bili su gingipaini. Gingipaini su cisteinske proteinaze, jedne od osnovnih
faktora virulencije P. g., vodeéeg uzro¢nika hroni¢ne inflamacije i nastanka parodontitisa '*'. Osim
proteolize meducelijskih veza epitelnih ¢elija, gingipaini cepaju i meducelijski adhezivni molekul-1 na
oralnim epitelnim cCelijama, koji dovodi do poremecaja interakcije (adhezije) izmedu

polimorfonukleara i epitelnih ¢elija i uestvuju u kontroli migracije leukocita na mestu inflamacije '*.
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Dakle, specifi¢na degradacija meducelijskih veza i poremecaj adhezije neutrofila za epitelne cCelije
ukazuju na vaznost gingipaina kao faktora virulencije koji indukuje degradaciju pripojnog epitela, Sto
na kraju dovodi do razvoja parodontalnog dzepa. Migriranje epitela u apikalnom pravcu se odvija zbog
njegove destrukcije u koronarnom delu i smanjenja njegove visine, uz istovremenu apikalnu

proliferaciju epitelnih ¢elija, kako bi se odrzao biologki mehanizam — epitelni pripoj '*°.

Plaque

PMN accum ion

T-Lymphocyte

Slika 1.2. Sematski prikaz ¢elija zapaljenja i citokina u toku razvoja zapaljenja

(preuzeto: https://periobasics.com/periodontal-pocket/)
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1.8.4. Progresija gingivitisa u parodontitis

Pejdz i Sreder (Page & Shroeder) su 1986. godine klasifikovali proces patogeneze gingivitisa u
parodontitis u 4 faze: inicijalna, rana, manifestna i uznapredovala '*'.

Inicijalna faza oboljenja ne pokazuje klinicki manifestne znake bolesti, ali se na histoloSkom nivou
odigravaju prvi znaci inflamacije. U ovoj fazi ne postoje klini¢ki znaci oboljenja, iako dolazi do
aktiviranja epitelnih ¢elija da produkuju proinflamatorne citokine i stimuliSu proizvodnju neuropeptida
koji uzrokuju vazodilataciju krvnih sudova i uvecanje intercelularnh prostora izmedu endotelnih ¢elija.
Povecava se protok gingivalne tecnosti, koja potpomaze rastvaranje i spiranje Stetnih noksi poreklom iz
dentalnog plaka. Neutrofili bivaju privuceni hemotakti¢nim signalima usled prisustva povecanog broja
mikroorganizama 1 njithovih produkata, produkcijom proinflamatornih citokina i hemokina u

povecanim koncentracijama (npr. IL-8) '*.

Rana faza — broj neutrofila se drasti¢no povecava, ali im se pridruzuju i monociti, tj. tkivni makrofagi,
limfociti 1 mastociti. U ovoj fazi klinicki se moZe detektovati krvarenje na provokaciju. Fibroblasti
pokazuju znake degeneracije putem apopotoze, zapocinje razgradnja kolagenih vlakana da bi se
obezbedio prostor za limfocitnu infiltraciju '**. Makrofagi su dominantni u tkivu i igraju kljuénu ulogu
u novoj regrutaciji neutrofila i limfocita putem produkcije citokina, proinflamatornih: interleukina-1
(IL-1), interleukin-6 (IL-6) i TNF-a '**. Na povr3ini epitelnih ¢elija se nalaze toll-like receptori, koji se
aktiviraju vezivanjem mikroorganizama ili njihovih produkata, a onda preko brojnih medijatora dovode
do produkcije II-1, 11-6 1 TNF-a. U meduvremenu se povecava koncentracija i hemokina poput IL-8,
inflamatornih proteina i RANTES u gingivalnom tkivu 1 u gingivalnoj te¢nosti. Oni su nadalje
hemotaksa za nove imune éelije '**. Kao odgovor na proinflamatorne citokine i hemokine, makrofagi i
T-limfociti zapocinju proizvodnju antiinflamatornih citokina: interleukina-4 (IL-4), interleukina-10
(IL-10) i interleukina-13 (IL-13).

Manifestna faza — ovo je stadijum u kojem inicijalna akutna lezija nije uspesno izle€ena u toku imunog
odgovora 1 zbog toga prelazi u hroni¢nu leziju. HistoloSki T-limfociti i B-limfociti postaju
predominantni sa IgG1 (imunoglobulin G1) 1 IgG3 (imunoglobulin G3) prisutnom potklasom B-
limfocita '*°. Protok krvi je kompromitovan, a kolagenoliza je uznapredovala. Pripojni epitel mahom
naseljavaju neutrofilni leukociti 1 on postaje visoko propustljiv za brojne supstance u/i iz vezivnog
tkiva '*°. Takode se poveéava proizvodnja kolagena od strane fibroblasta. Klini¢ki se ova faza
manifestuje kao umereni do teski gingivitis sa krvarenjima iz gingive promenjene boje, oblika, veli¢ine,
povrsinske grade i strukture, ali pripojni epitel je jo§ uvek na gledno-cementnoj granici i nema znakova
resorpcije alveolarne kosti. Ovakvo stanje moZe perzistirati u duzem vremenskom periodu, kao
hroni¢na inflamacija, bez prelaska u parodontitis ili se moze u potpunosti izle€iti: restitutio ad
integrum, ukoliko se egzaktno izvri eliminacija dentalong plaka i drugih naslaga sa povriine zuba '*.

Uznapredovala lezija gingivalne inflamacije dovodi do pojave parodontitisa. Ovo je stadijum kada
restitucija parodoncijuma postaje ireverzibilna. U ovoj fazi, predominantno limfocitna infiltracija se §iri
na dublja parodontalna tkiva, dolazi do dalje destrukcije kolagenih vlakana, migracije pripojnog epitela
i resorpcije alveolarne kosti '*’. Matriksne metaloproteinaze kojih ima u velikim koli¢inama u tkivu su
povezane sa degradacijom integriteta tkiva. Dolazi do ekspresije tkivnih inhibitora matriksnih
metaloproteinaza: antiinflamatornih citokina, hemokina. Istovremeno, kada zapocne inflamacija,
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zapocinje 1 process obnove, da bi se postigla homeostaza, a ¢elije koje ucestvuju u ovim procesima su
iste '**. Nepotpuna eliminacija leukocita, tkivnog detritusa i odlozena apoptoza éelija iz lezije
rezultiraju neuspehom u reSavanju akutne inflamacije, $to dovodi do hroni¢ne bolesti i1 fibroze.
Ostecenje tkiva koje nastaje usled aktivnosti neutrofila je glavni uzrok patoloskih procesa u ljudskom

organizmu ukljucujuéi artritis, astmu, karcinom, kardiovaskularne bolesti i parodontalne bolesti '*°.

U tkivu se proces destrukcije moze ograniCiti pokretanjem reparatornih mehanizama, prvenstveno
aktivacijom fibroblasta da produkuju brojne faktore rasta. Pored toga fibroblasti lu¢e nove koli¢ine
kolagenih vlakana, a osteoblasti se aktiviraju kao odgovor na osteoklastnu resorpciju kosti. Ovaj
preokret dogadaja u kostanom tkivu reguliSu RANKL 1 osteoprotezerin. Bitka izmedu reparacije i
degradacije vodi ka hroni¢noj dugogodisnjoj leziji u kojoj parodontitis napreduje polako. Inflamacija
tkiva gingive je preduslov da bi se razvio parodontitis, ali samo ako za to postoje odgovarajuci uslovi.
U suprotnom, gingivitis moze postepeno biti izleCen.

Parodontalna sredina je mesto sa najve¢im brojem bakterija u organizmu i tkivo parodoncijuma nikada
ne moze biti sterilno i1 posle najdetaljnijeg i najupornijeg CiS¢enja dentalnog plaka i drugih naslaga na
mekim i &vrstim oralnim tkivima .

Na samom pocetku inflamacije medijatori zapaljenja i hijaluronidaza dovode do razgradnje osnovne
komponente ekstracelularnog matriksa, mukopolisaharida. Meducéelijski prostori plocasto-slojevitog
epitela bivaju proSireni. Kasnije, kako proces napreduje, kao odgovor na destruktivne procese u
vezivnom tkivu, epitel (sulkusni 1 pripojni) zadebljava 1 kao fizicka barijera sprecava prodor
mikroorganizama. Staviie, epitelne éelije eksprimiraju antimikrobne peptide — defenzine ''. Posto su u
stalnom kontaktu sa bakterijama i njithovim produktima, epitelne celije luce 1 hemokine kako bi
privukli neutrofilne granulocite u subepitelno vezivno tkivo. Na taj nacin epitel ne predstavlja samo

prostu fizi¢ku barijeru ka parodontopatogenima .

Prepoznavanje molekula koji su strani patogeni od strane imunog sistema u vecini slu€ajeva se odvija
preko receptora koji se nazivaju toll-like receptori. Oni se nalaze na povrSini Celijske membrane
leukocita, ukljucujuci neutrofile, monocite, makrofage, NK ¢elije (natural killer), T i B limfocite 153,
Toll-like receptori se takode eksprimiraju na prekursorima osteoklasta, kao 1 na osteoblastima,
fibroblastima, endotelnim, dendritiénim i epitelnim celijama, od kojih svaka ima razli¢it profil 1

ekspresiju ovih receptora. Ovi receptori omogucavaju prepoznavanje brojnih antigenih molekula,
...... 154

Kada se za toll-like receptore vezu patogeni molekuli, zapo€inje niz intracelularnih dogadaja, Sto
dovodi do proizvodnje citokina, hemokina 1 antimikrobnih peptida . Toll-like receptor ima 1 potencijal
da indukuje razne citokine kroz nuklearni faktor kappa pojacivaca lakog polipeptidnog gena u jezgru
B-limfocita. Prvi citokini urodenog imunog odgovora koji se detektuju u toku patogeneze parodontitisa
su TNF-a, IL-1B 1 IL-6. IL-1p 1 1l-6 su odgovorni za migraciju inflamatornih ¢elija i osteoklastogenezu

dok TNF-a pokazuje vise razli¢itih efekata ',

......

zdravlja potpornog aparata zuba, uprkos stalnim negativnim uticajima poreklom dentalnog plaka "°.

Neutrofili migriraju iz krvnih sudova gingivalnog pleksusa do ekstravaskularnog vezivnog tkiva, a
zatim kroz bazalnu membranu u intercelularne prostore pripojnog epitela. Prisustvo jednog broja
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neutrofila u pripojnom epitelu formira zastitnu barijeru domacina izmedu subgingivalnog biofilma i
gingivalnog tkiva.

Kao odgovor na prisutne hemotakticne faktore neutrofili su prve c¢elije koje pristizu u vecoj
koncentraciji. Osim hemokina hemotakticno dejstvo imaju i bakterijski produkti, komplement,
peptidaze i dr. Neutrofilni granulociti imaju zadatak da ograni¢e patoloSki izmenjeno tkivo 1 sprece
dalje Sirenje dejstva Stetnih agenasa. Osim fagocitoze imaju ulogu i u sintezi i oslobadanju: elastaze,
lizozima, kisele hidrolaze, katepsina, laktoferina, ali i kolagenaza I i II (MMP-8 1 9). Prilikom
obavljanja svojih funkcija, neutrofilni granulociti mogu dovesti i do oStecenja tkiva domacéina, koja
mogu biti znacCajna za dalji razvoj parodontitisa. Naime, smatra se da enzimska hiperaktivnost
neutrofilnih granulocita u mnogome doprinosi razvoju bolesti, kao i povecana produkcija slobodnih

radikala kiseonika (engl. reactive oxygen species—ROS) 17,

Druga vrsta vaznih imunih ¢éelija koje ucestvuju u patogenezi parodontitisa su makrofagi. Makrofagi su
Siroko rasprostranjeni fagociti, koji igraju nezamenljivu ulogu u homeostazi i odbrani organizma. Oni
efikasno fagocituju deo antigena i1 eksprimiraju glavne molekule u okviru histokompatibilnog
kompleksa klase II koji kostimulatorno indukuju aktivnost T-celija. Klasi¢ni inflamatorni makrofagi
(M1) aktiviraju interferon y (IF- y) i lipopolisaharid. Alternativni aktivirani makrofagi (M2) su vazne

g cee . .. A . .. . . . . . . 158
¢elije u rezoluciji inflamacije; oni imaju smanjeni kapacitet za proizvodnju proaktivnih citokina ~°.

Daljom progresijom inflamacije, ako rana lezija potraje bez rezolucije, prezentovanje bakterijskih
antigena dovodi do aktivacije limfocita. Aktivacija B-limfocita ide u pravcu sinteze specificnih antitela.
T-limfociti, u sastavu efektorskog odlozenog imuniteta, aktiviraju se pod uticajem glavnog
histokompatibilnog kompleksa i potom ucestvuju u degradaciji patogene celije, aktivaciji drugih T-1 B
limfocita 1 makrofaga. Na taj na¢in T-limfociti imaju znac¢ajnu ulogu u i u celularnom i u humoralnom
imunitetu.

Novo otkriveni T-CD4 limfociti T-helper 17 i1 T-regulatorni limfociti direktno su odgovorni za
nastanak lezije u toku parodontitisa. T-helepr 17 su dobili naziv po svojoj jedinstvenoj sintezi
interleukin-17 (i IL-22) koji stimuli$e osteoklastogenezu '*°.

1.8.4.1.  Destrukcija ekstracelularnog matriksa

U vezivnom tkivu dolazi najpre do kidanja manjeg broja kolagenih vlakana i1 njihove fragmentacije.
Kako proces dezintegracije tkiva napreduje, sve veci broj kolagenih vlakana biva zahvacen, $to vodi ka
poremecaju u pravcu njihovog prostiranja 1 dezorganizaciji. Promene zahvataju i elasticna, retikulinska
i ostala vlakna, pa tkivo u potpunosti menja svoju morfologiju '®. Istovremeno, poveéana koli¢ina
¢elijskog infiltrata direktno utiCe na stepen oStecenja vezivnotkivnih komponenti u toku razvoja
oboljenja. Hiperaktivirani neutrofili dovode do pojac¢ane produkcije lizozomalnih enzima i kolagenaza,
pogotovo MMP-8, §to rezultuje smanjenom koli¢inom kolagena. Proces napredovanja inflamacije se
nakon povecane propustljivosti krvnih sudova, manifestuje vazokonstikcijom krvnih sudova,
zadebljanjem njihovog zida i obliteracijom lumena '®'. Zbog smanjene koncentracije kiseonika i drugih
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hranljivih materija u tkivu, dolazi do redukcije metabolizma C¢elija, posebno fibroblasta, Sto se
prepoznaje smanjenjem regenerativnog i reparatornog potencijala tkiva '**. Klini¢ki se manifestuje i
pojavom recesije gingive kao znakom manifestnog stadijuma parodontitisa.

Na koronarnom kraju pripojnog epitela dolazi do kidanja dezmozoma i hemidezmozoma, a njegove
apikalne ¢elije nastavljaju da proliferiSu u apikalnom smeru u delove vezivnog tkiva bez potpore
kolagenih vlakana. Kao posledica destrukcije vezivnotkivnih elemenata, izrazenog ¢eliskog infiltrata i
povecane koli¢ine eksudata u meducelijskom prostoru dolazi do apikalne migracije pripojnog epitela
duz korena zuba '®. Na taj na¢in se produbljuje gingivalni dZep u parodontalni dZep.

Sulkusni 1 pripojni epitel se ubrzo istanjuju 1 ulceriSu sto vodi krvarenju prilikom sondiranja ovakvih
prostora.

Bakterije kolonizuju eksponirane povrSine zuba i nikada ne bivaju uklonjene u potpunosti iz
parodontalnog dzepa. One aktiviraju prvo nespecifinu, a potom 1 specificnu zaStitu organizma,
stimulacijom lucenja citokina i drugih derivata arahidonske kiseline i MMP-a. Rezultat je stalna
inicijacija destruktivnog inflamatornog odgovora u tkivima parodoncijuma. Produbljivanjem
parodontalrll%g dzepa, pokusaji eliminacije bakterija bivaju sve tezi i ciklus se iznova ponavlja i sve vise
progredira .

1.8.4.2.  Destrukcija kosti

Resorpcija kosti pod dejstvom osteoklasta se odigrava kao reakcija na signale poreklom iz imunskih
¢elija kako bi se o¢uvala ,,sigurna” udaljenost od inflamatornog infiltrata. Zapravo, dva glavna faktora
koja dovode do resorpcije kosti u toku parodontitisa su koli¢ina medijatora zapaljenja, kao i udaljenost
inflamatorne reakcije od ivice kosti. Brojna istrazivanja su pokazala da je kod pacijenata obolelih od
parodontitisa alveolarna kost odvojena zonom zdravog vezivnog tkiva Sirine 0,5-1mm '**

Razli¢iti medijatori kao $to su IL-1B, prostaglandin E2 (PGE2), IL-6 i TNF-a i1 su aktivatori
osteoklasta,. Drugi regulatorni mehanizam remodelovanja kosti ukljucuje aktivator receptora za
nuklearni kB (RANK) i njegov ligand (RANKL) i osteoprotezerin (OPG), preko aktivacije i
diferencijacije osteoklasta i prekursora osteoklasta '®. U toku remodelacije koitanog tkiva i
proliferacije i diferencijacije osteoblasta, javlja se pojacana sekrecija RANKL-a. Vezivanje RANKL-a
za RANK na povrSini preosteklasta izaziva njihovu diferencijaciju 1 fuziju u polimorfonuklearni
osteoklast. Kada se OPG nade u blizini RANKL-a, vezivanjem za njega blokirace stvaranje kompleksa
RANKL-RANK i dalje kaskade ove reakcije '®. Osim kompleksa monocit/makrofag, dendriti¢nih
¢elija, T 1 B limfocita, RANKL eksprimiraju i mezenhimne c¢elije, stromalne celije, hondrociti,
osteoblasti, prekursori osteoklasta i zreli osteoklasti '*". Suprotno tome OPG eksprimiraju fibroblasti i

éelije periodontalnog ligamenta ',

Pokazano je da blokiranje RANKL aktivnosti OPG-om signifikantno zaustavlja gubitak koStanog tkiva
kod reumatoidnog artritisa, osteoporoze, resorpcije alveolarne kosti kod pcijenata sa dijabetesom ili kao
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posledica metastaza. Sve ovo potvrduje kljuénu ulogu kompeksa RANKL/RANK/OPG u
osteoklastogenezi, kojoj doprinosi i produkcija faktora stimulacije kolonije makrofaga (CSF-1) koji
proizvode osteoblasti i stromalne éelije '*’.

Kontinuirani procesi resorpcije i apozicije kosti odrzavaju visinu alveolarne kosti na ta¢no odredenom
nivou. Merenjima je pokazano da se u fizioloSkim uslovima ivica kosti nalazi u proseku na 1-3mm od
gledno-cementne granice zuba. Najuticajniji faktori koji dovode do koStane resorpcije su
proinflamatorni citokini (IL - 1, IL - 6, TNF-a), IF-y, prostaglandini (najviSe E2) i leukotrieni (kao i
drugi derivati arahidonske kiseline). Nasuprot njima, formiranju kosti doprinose faktor rasta dobijen iz
trombocita (PDGF), transformiSu¢i faktor rasta B (TGF -B), koStani morfogeni faktor (BMF) i
insulinu sli¢an faktor rasta 1i2 (IGF 1 i 2) '

CirkuliSu¢i faktori koStane remodelacije su steroidni hormoni (pogotovo estrogen), paratiroidni
hormon, kalcitonin i vitamin D3 '"°. U toku parodontitisa dolazi do prevage procesa resorpcije nad
procesom apozicije kosti pod uticajem opstih 1 lokalnih faktora. Inflamacija gingive koja se Siri u
alveolarnu kost putem vaskularnog kanala interdentalnog septuma rezultuje horizontalnom resorpcijom
alveolarne kosti. Sinergisti¢no delovanje inflamacije i traumatske okluzije stvara uslove za vertikalnu

(kosu) resorpciju alveolarne kosti '®'.

1.8.4.3.  Destruktivne promene u periodontalnom ligamentu

Nakon naruSavanja integriteta pripojnog epitela, Sirenje inflamamcije u periodocijum se odvija duz
periodontalnih vlakana, krvnih i limfnih sudova. Smer prodora mikroorganizama i migracije celija
imunog odgovora je donekle usmeren u pravcu prostiranja gingivo-dentalne, cirkularne 1 trans-septalne
grupe vlakana. Tako na smer Sirenja inflamacije uti¢e 1 postojanje traumatske okluzije, koja menja
pravac prostiranja ovih vlakana. U toku razvoja destruktivnih procesa u parodoncijumu dolazi do
postepene razgradnje kolagenih vlakana periodontalnog ligamenta, Celijske infiltracije 1 potom do
razgradnje 1 drugih komponenata ektracelularnog matriksa. Destrukcija ekstracelularnog maktriksa
svakako zavisi od odrzavanja ravnoteze u ekspresiji MMP-a 1 njihovih inhibitora, $to je regulisano
brojnim mehanizmima, izmedu ostalih i IL-1a i -1, TGF-p, IL-10 1 LPS "'

Rezultat degradacije periodontalnog ligamenta je jo$S apikalnija migracija pripojnog epitela 1 dalje
produbljivanje parodontalnog dzepa.
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1.8.4.4.  Destrukcija cementa korena zuba

Na povrsini acelularnog cementa koji prekriva dentin korena zuba, tokom cCitavog zivota stvara se
celularni cement od strane cementocita. Oni svoje nutritijente u adultnom zivotnom dobu dobijaju
iskljucivo iz periodontalnog ligamenta. Nakon destrukcije periodoncijuma, izostaje mogucénost difuzije
hranljivih materija ka cementocitima uz istovremeno negativno dejstvo spoljasnje sredine. Cement
podleze nekrozi i demineralizaciji. Razgradnja Sarpejevih vlakana se odvija pod dejstvom
proteolitickih enzima mikroorganizama ili samog domacina, oslobodenih u toku inflamatornog
odgovora. Usled propadanja cementa i olakSane mogucnosti njegovog uklanjanja sa povrSine korena,
ogoljeni dentinski tubuli ¢e biti otvoreni za transdukciju termickih, hemijskih i mehanickih signala ka
pulpnom tkivu, kao i za prodor samih mikroorganizama. Vidljive posledice su pojava karijesa korena
zuba uz mogucnost pojavljivanja komplikacije pulpitisa. Hrapava povr$ina korena zuba je jo$ u vecoj
meri prijemciva za dentalni plak i1 akumulaciju novih ¢vrstih naslaga, konkremenata i kamenca, §to
&itav proces patogeneze parodontitisa ponovo uvodi u novi komplikovaniji ciklus 7.

1.9. GINGIVALNA TECNOST

Gingivalna teCnost (engl. gingival crevicular fluid - GCF) predstavlja transudat krvne plazme koji iz
venula gingivalnog pleksusa dospeva u gingivalni sulkus. Njegova funkcija, osim ispiranja
parodontalnih prostora, predstavlja 1 prenoSenje krvnih komponenata kao Sto su neutrofilni leukociti,
antitela, komponente komplementa 172 Protok GCF se povecava tokom zapaljenja, a prikupljanje GCF
predstavlja neinvazivnu kvantitativnu metodu koja ima znacCajnu dijagnosticku vrednost
Sakupljanje i analiza uzoraka gingivalne tec¢nosti moze biti znacajan pokazatelj za procenu lokalnog
¢elijskog metabolizma koji se odrazava na klinicko parodontalno zdravlje pojedinca. Armitaz
(Armitage) 1 saradnici su 2004. izdvojili preko 65 sastojaka GCF koji mogu biti potencijalni biomarkeri
174 ArmitaZ je biomarkere GCF u toku razvoja parodontitisa podelio u tri grupe:

1) enzimi poreklom od domacina i1 njihovi inhibitori (MMP),

2) medijatori zapaljenja i modifikatori imunog odgovora (PGE2, Il -1, TNF-a, TGF-, RANK,
RANKL),

3) produkti raspadanja tkiva- hidroksiprolin/kolagen fragmenti.

Takode u biomarkere ukljucuju i nalaz specifi¢nih bakterija, njihovih produkata — isparljivih sumpornih
jedinjenja 1 specifi¢ne proteaze, neutrofilne elastaze 1 alkalne fosfataze. Oni su u GCF direktno

proporcionalni stepenu zapaljenja .
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1.9.1. Faktor nekroze tumora-o (TNF-a)

Faktor nekroze tumora-a (engl. tumor necrosis factor-o. —TNF-a) ucestvuje u hemotaksi i migraciji
¢elija zapaljenja. Pospesuje hemotaksu i adheziju neutrofilnih granulocita za zid krvnog suda i njihovu
dijapedezu. TNF-o pozotivno uti¢e na produkciju IL-1p i IL-6 '7°. Pored toga TNF-o udestvuje u
razgradnji ekstracelularnog matriksa i resorpciji kosti i zbog potenciranja procesa koji dovode do
povecanog luéenja MMP-a i RANKL-a '”". Takode, uéestvuje delom i u procesu formiranja kosti —
dodatnim mehanizmima. U eksperimentalnoj studiji na miSevima koji su imali deficit p55 gena za
receptor za TNF-a pokazan je signifikantno manja ekspresija MMP i RANKL 1 njihova povecéana

. .. |
rezistencija na parodontitis '’

Odmah nakon produkcije pro-inflamatornih citokina zapoc€inje i sekrecija antiinflamatornih citokina:
IL-4 i1 IL-10. Kao anti-inflamatorni citokin IL-4 uti¢e preko IF-y na smanjenje produkcije IL-1 1 6 i
TNF-a. Pored toga, inhibitorno deluje na MMP i RANKL, ali i sam intenzivira produkciju IL-10. IL-10
dodatno smanjuje inflamaciju suprimiranjem MMP-a, a indirektno i smanjenjem kapaciteta makrofaga
da prezentuju antigene drugim ¢elijama zapaljenja i uticajem na produkciju IF-yiIL-17 77 178,

1.9.2. Matriksne metaloproteinaze — MMP

Proteoliticki enzimi domacina, matriksne metaloproteinaze (engl. matrix metalloproteinases —MMP)
pre svega ucestvuju u fizioloSkim procesima rasta i razvoja, zatim u procesu zarastanja i remodelovanja
tkiva, ali 1 u procesima razgradnje ekstracelularne komponente vezivnog tkiva, bazalne membrane
epitela i1 resorpcije kosti u toku parodontitisa 7. MMP ¢&ine porodicu od 23 enzima koji su strukturno
srodni.

Nomenklatura ovih endopeptidaza zasniva se na specificnosti njihove molekularne strukture i
specifi¢nosti supstrata na koji deluju. Predlozena je klasifikacija u 4 grupe:

intersticijalne kolagenaze (MMP -1, -8,-13),

zelatinaze (MMP - 2, - 9 i kolagenaza tipa IV),

stromalizini (MMP - 3, - 10, - 11) 1

membranske matriksne metalopreoteinaze (MMP - 14, - 15, - 161 -17)

b=

Prvobitno se ekspresija MMP usko vezivala za neutrofilne granulocite, ali se kasnije uvidelo da u
njihovom procesu sinteze ucestvuju i druge ¢elije parodoncijuma, kao Sto su epitelne celije, gingivalni
fibroblasti, endotelne éelije, monociti /makrofagi, plazma éelije, osteoblasti i osteoklasti '
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MMP se izlucuju neaktivne i aktiviraju se proteolizom. Ovo se postiZze proteazama — poput katepsina G
— koje proizvode neutrofili. MMP inhibiraju inhibitori proteinaze koji imaju antiinflamatorna svojstva.

Aktivnost MMP je strogo regulisana balansom izmedu njihove sinteze i1 ekspresije njihovih inhibitora.
Jasno je da su MMP udruZene sa inflamacijom u toku parodontitisa '”*. Klju&ni inhibitori MMP koji se
nalaze u serumu ukljucuju glikoprotein al-antitripsin 1 o2-makroglobulin, veliki protein plazme
proizveden u jetri, koji moze inaktivirati Siroku lepezu proteinaza. Inhibitori MMP koji se nalaze
lokalno u tkivima nazivaju se tkivni inhibitori metaloproteinaza (TIMP), produkovani od razlicitih
tipova celija. lako je njihova glavna funkcija da inhibiraju matriksne metaloproteinaze, oni takode
reguliSu njihov transport, stabilizaciju i lokalizaciju u ekstracelularnom matriksu. Klasifikovani su u 4
familije TIMP, od kojih najvaznija u parodontalnoj bolesti je TIMP-1 .

Uticaj MMP na tok inflamacije je i dalje u ZiZi interesovanja naucnika. Pod uticajem bakterijskih
proteinaza, drugih tkivnih proteinaza ili krajnjih produkata oksidativnog stresa moze biti inicirana
sinteza MMP posredstvom citokina kao §to su TNF-o, IL-1, IL-6, ali 1 drugih matriksnih
mataloproteinaza kroz kaskadu uzajamne aktivacije '*°. Dinami¢an proces njihove sinteze i razgradnje
¢e u vezivnom tkivu izazvati razgradnju kolagena, fibronektina i proteoglikana.

Uprkos infektivnoj etiologiji, gubitak potpornih tkiva parodoncijuma tokom parodontitisa smatra se
krajnjom posledicom imunoloskog odgovora domacina. MMP se ubrajaju u jedne od glavnih regulatora
zapaljenja, putem proteolize hemokina, faktora rasta, receptora i njihovih vezujucih proteina, proteaza,
inhibitora proteaza, kao 1 intracelularnth multifunkcionalnih proteina, Sto rezultira pro ili
antiinflamatornim funkcijama koje vode ili do homeostaze ili destrukcije tkiva '*.

Postojanje povratne sprege izmedu citokina 1 hemokina 1 regulacije aktivnosti MMP-a pokazana je
poslednjih godina. Povecane koncentracije citokina povecavaju MMP, a potom ih one povratno
razgraduju zbog njihovog proteinskog sastava. UceS¢e MMP u regulaciji imunog odgovora vece je
nego $to se prethodno procenjivalo. One su u parodontitisu sposobne da ucestvuju u kaskadama
unakrsne aktivacije 1 automatske aktivacije, kao 1 u regulaciji dostupnosti mnogih zapaljenskih
signalnih molekula. Dvosmerna regulacija MMP-a sa nivoima citokina/hemokina strogo je kontrolisana

ey . 181
i jo§ uvek nedovoljno poznata '®*'.

Jedna od najznacajnijih MMP je MMP-8, najzastupljenija kolagenaza u parodontalnom tkivu, GCF 1
pljuvagki pacijenata obolelih od hroni¢nog parodontitisa ¢’. Ona je sekretovana mahom iz specijalnih

sekundarnih granula neutrofila i kao glavni enzim dovodi do degradacije kolagena tip I i ITI '*.

Pokazano je da se aktivnost kolagenaze povecava povecanjem tezine zapaljenja, povecanjem dubine
dzepa i gubitkom alveolarne kosti '**. Cen i saradnici (Chen HY) su ustanovili poviSen nivo aktivne

neutrofilne kolagenaze u te¢nosti gingive kod pacijenata sa parodontitisom '**.
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1.9.3. Alkalna fosfataza (ALP)

Alkalna fosfataza (engl. alcaline phosphatase —ALP) je glikoprotein koji ucestvuje u procesima
ocuvanja alveolarne kosti 1 periodontalnog ligamenta. U gingivalnoj te¢nosti se ALP moze verovatno
naci kao posledica aktivnosti polimorfonuklearnih leukocita. Longitudinalne studije koje je realizovao
Nakashima sa saradnicima su pokazale da je koncentracija ALP veca u regiji inflamirane gingive nego
zdrave i do 20 puta. Aktivnost ALP je u korelaciji sa dubinom sondiranja parodontalnog ili gingivalnog
dzepa '. Tako se nivo ALP u gingivalnoj tetnosti iz parodontalnih dZepova moZe smatrati
indikatorom uniStavanja parodontalnog tkiva.

ALP osim neutrofilnh granulocita, 1 fibroblasti, osteoblasti, ali i bakterije unutar dentalnog plaka.
Porast koncentracije ALP se moze detektovati u stanjima izrazene osteoblastne aktivnosti i
remodelovanja koStanog tkiva. Stoga porast ALP nakon smirivanja inflamacije u parodoncijumu ne
mora ukazivati na recidiv oboljenja. S druge strane, smanjenje koli¢ine plaka kao izvora
mikroorganizama nije uvek u korelaciji sa smanjenjem koncentracije ALP u GCF. Udeo bakterijskog
ALP u ovoj tecnosti je manje od 20%, pa ukupni nivo ALP tacnije odrazava samo stanje
parodoncijuma '*°.

1.10. REZOLUCIJA INFLAMACIJE

Akutna inflamacija u parodoncijumu se javlja kao prva zastitna reakcija lokalnog imunog odgovora na
negativno dejstvo dentalnog plaka. Ukoliko ne dovode do eliminacije Stetnih agenasa 1 rezolucije tkiva,
ona prelazi postepeno u hroni¢ni oblik zapaljenja. Akutna inflamacija je fizioloski odgovor domacina u
vaskularizovanim tkivima, a sve u cilju odbrane domacina 1 odrzavanje homeostaze. Zapravo je
inflamacija kljucni faktor za opstanak i oCuvanje integriteta tkiva, organa i organizma i prva faza

.. .. . 1
procesa zarastanja i regeneracije tkiva '*’.

Nakon prelaska u hroni¢nu formu rezolucija tkiva postaje sve manje izvesna, a zarastanje se odvija u
smeru reparacije, tj. zamene fukcionalnog tkiva fibroznim tkivom. Polimorfonuklearne ¢elije, pre svega
neutrofili 1 makrofazi, bivaju zamenjeni limfocitima, mastocitima (tkivhim makrofazima), koji
ucestvuju u aktivaciji fibroblasta, a uz konstantnu destrukciju kolagenih vlakana i resorpciju kosti.
Oziljci 1 fibrozno tkivo su osnovni razlog nemguénosti povratka homeostaze u parodontitisu.

Ocigledno je da razreSenje zapaljenja predstavlja aktivni proces koji je regulisan posebnim
mehanizmima koji obnavljaju homeostazu
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1.11. REGENERACIJA

Regeneracija parodontalnog tkiva je jo§ uvek nedovoljno istrazena, zbog Cega su rezultati razliitih
terapijskih postupaka cesto nedovoljno kontrolisani i nepredvidivi. Prema definiciji, uspeSna
regeneracija parodontalnog tkiva podrazumeva uspesnu regeneraciju periodontalnog ligamenta zajedno
sa cementom korena zuba sa jedne strane i prave alveolarne kosti sa druge strane uz ta¢no definisanu

vremensku i prostornu distribuciju '*%.

Regeneracija zapocinje istovremeno sa inflamacijom tkiva. Migraciju odredenih ¢elija na mesto defekta
smenjuje njihova proliferacija i produkcija komponenata ekstracelularnog matriksa, kako bi se
formirala trodimenzionalna strukturna matrica kao osnova za dalju regeneraciju tkiva i povratak
homeostaze. Ovi procesi su koordinirani mnostvom solubilnih medijatora i faktora rasta, razli¢itim
tipovima c¢elija 1 brojnim unakrsnim interakcijama komponenata ekstracelularnog matriksa. Nakon
formiranja odgovarajucih stabilnih prostornih uslova, angiogeni signali i nove vaskularne mreze
pruzaju nutritivnu potporu za dalji rast i obnovu tkiva usmereni ka postizanju homeostaze. Jenom
formirani kostani i cementni matriks dovodi do organizacije kolagenih fibrila periodontalnog ligamenta
u tacno usmerene snopove vlakana koji povezuju zub i alveolarnu kost.

Zbog sloZenosti procesa regeneracije parodoncijuma, neophodne su kompleksne strategije za kontrolu
imunog odgovora domacina i polimikrobne infekcije.

Savremene regenerativne terapijske procedure moZemo podeliti prema postupku delovanja na proces
regeneracije tkiva:

o Pasivna regeneracija tkiva
o Aktivna regeneracija tkiva.

o Pasivna regenerecija tkiva obuhvata terapijske postupke koji ne uticu direktno na proces
regeneracije, ve¢ samo obezbeduju povoljne uslove za njeno odvijanje. Ovaj koncept podrazumeva
primenu:

-kostanih transplantata-matriksa

-usmerene tkivne regeneracije (engl. guided tissue regeneration -GTR).
NajceSce pasivna regeneracija tkiva obuhvata primenu koStanog transplantata autogenog porekla
(intraoralnog ili ekstraoralnog), alogenog porekla (engl. freeze-dried bone allograft — FDBA 1
decalcified freeze-dried bone allograft — DFDBA), aloplasti¢ne kostane transplantate (hidroksiapatit
— HA, beta-trikalcijum-fosfat — B-TCP), polimere i bioaktivna stakla ili koStane implantate,
najcesce govedeg porekla. Svi oni, osim biokompatibilnosti, moraju posedovati i odgovarajuce
fizicke osobine u smislu veli¢ine 1 oblika defekta tkiva, kao 1 povoljnog matriksa za migraciju,
proliferaciju ¢elija i njihovu medusobnu komunikaciju u toku procesa regeneracije tkiva. Neki od
njih imaju osteokonduktivne ili osteoinduktivne osobine, a neki i osteogeni potencijal '*°.
Sprecavajuéi migraciju epitelnih éelija i ¢elija granulacionog tkiva u prostor parodontalnog defekta,
stvaraju se optimalni uslovi za njegovu repopulaciju ¢elijama koStanog tkiva, periodontalnog
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ligamenta i omogucava obnova celularnog cementa. Ovo podrazumeva primenu usmerene tkivne
regeneracije semipermeabilnim membranama sa moguc¢noscu integracije u okolna tkiva ili bez ove
mogucénosti.

% Aktivna regeneracija tkiva predstavlja direktan uticaj na tok regeneracije, koji je poslednjih
decenija sve vise zastupljen u klini¢koj praksi. Obuhvata primenu:
» Biomimetike
» Tkivnog inZenjeringa.

» Koncept biomimetike (biomimikrije)

Aktivna regeneracija tkiva primenom koncepta biomimetike ili biomimikrije zasnovana je na mimikriji,
oponasanju prirodnih procesa koji se odigravaju u toku razvoja tkiva. Ovo podrazumeva primenu
proteina ekstracelularnog matriksa koji aktivno uti€u na regeneraciju tkiva i stimuliSu zarastanje
parodontalne rane.

-Primena proteina/peptida

Trenutno je moZzda najzastupljenija upotreba komercijalno dostupnih proteina/peptida: protein rasta
gledi (Straumann® Emdogain™) ili rekombinantni faktor rasta poreklom iz trombocita (engl.
recombinant human platelet-derived growth factor-BB (thPDGF-BB)) dopunjeno konceptom pasivne
regeneracije, tj. u kombinaciji sa beta tri kalcijum fosfatom (B-TCP).

Njihovo dejstvo se prepoznaje u pozitivnom uticaju na hemotaksu, Ccelijsku proliferaciju,
diferencijaciju, angiogenezu 1 sintezu komponenata ekstracelularnog matriksa.

Protein rasta gledi poreklom je iz ¢elija Hertvigove epitelne membrane. U toku razvoja korena zuba na
povrsini dentina se nalaze ove ¢elije, koje luce depozite proteina rasta gledi (PRG), uglavnom sacinjene
od amelogenina (90%), amelina, enamelina 1 proteaza. Dokazan je stimulatorni efekat PRG-a na
stvaranje i regeneraciju acelularnog cementa "°. Pretpostavlja se da je ovo omogucéeno njegovim
delovanjem na nediferentovane progenitorne ¢elije periodontalnog ligamenta. Na taj nacin su stvoreni
uslovi za inkorporiranje zavrSetaka kolagenih vlakana periodoncijuma u cement korena zuba i
podsticanje regeneracije kosti, a istovremeno inhibiranje proliferacije sulkusnog epitela u apikalnom

smeru duz korena zuba " 2. Ovakav proces u potpunosti imitira sam razvoj potpornog aparata zuba
193

» Koncept tkivnog inZenjeringa
Aktivna regeneracija tkiva primenom koncepta tkivnog inZenjeringa podrazumeva primenu osnovne
Htrijade”:
1. tkivni matriks kao potpora u in vivo ili in vitro uslovima za:

2. progenitorne celije i

3. faktore rasta.
Odvijanje aktivne regeneracije parodontalnih tkiva primenom tkivnog inZenjeringa je mogucée uz
pomo¢ faktora rasta, mati¢nih ¢elija, genske terapije ili trombocitnih koncentrata.
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B A o
J.& — STEM éelije

Faktori rasta

Matriks

Slika 1.3.- ,,Trijada tkivnog inZenjeringa
(preuzeto iz udzbenika Klinicka prodontologija, B. Dimitrijevic€ i sar. 1 modifikovano)

Faktori rasta oznacavaju grupu proteina koji imaju sposobnost kako stimulisanja ¢elijskog rasta, tako i
¢elijske diferencijacije i proliferacije. Kao signalni molekuli oni reguliSu razlicite intracelularne
procese po tipu hormonskog regulatornog signala, tj. vezivanjem za specificne receptore na povrsini

J , 1.« 194
ciljne éelije 7.

Brojni faktori rasta predstavljaju superfalimilje strukturno i evolutivno povezanih proteina:

-PDGF: stimuliSe sintezu kolagenaze, fibronektina i hijaluronske kiseline;

-TGF: ubrzava angiogenezu i produkciju kolagena;

-VEGF (engl. vascular endothelial growth factor): indukuje angiogenezu u uslovima hipoksije
tkiva;

-EGF (engl. epidermal growth factor): stimuliSe proliferaciju keratinocita i fibroblasta;

-FGF: ubrzava angiogenezu, produkciju granulacionog tkiva 1 eiptelizaciju;

-TGF-B: ima ulogu u formiranju granulacionog tkiva, remodelaciji ekstracelularnog matriksa,
angiogenezi, diferencijaciji nediferenciranih ¢elija u fibroblaste, hondroblaste 1 osteoblaste;
-IGF: ima uticaj na koStanu homeostazu, podiZe aktivnost alkalne fosfataze, podstie sintezu
kostanog matriksa.

Svaka od ovih familija sastoji se od vise razli€itih ¢lanova.
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Trombocitni faktor rasta - PDGF

Trombocitni faktor rasta — PGDF je familija faktora rasta koja se moze podeliti na 5 razli€itih disulfidnih
dimera: PGDF-AA, PGDF-AB, PGDF-BB, PGDF-CC i PGDF-DD. PGDF AB i BB imaju sistemsku
ulogu u rastu i razvoju organizma, dok PGDF AA deluje kao lokalni faktor rasta u kosti. Pokazalo se da
je PDGF-AA prvi faktor rasta prisutan u rani i klju¢ni posrednik u procesu zarastanja defekta kako
mekog, tako i kostanog tkiva '*°. Ovaj glikoprotein se oslobada iz a-granula trombocita, ali ga sintetidu
i makrofagi i endotelne ¢éelije '*°. Dok neutrofili uéestvuju u eliminaciji bakterija i Stetnih noksi,
makrofagi u€estvuju u procesu zarastanja luCenjem faktora rasta i aktivacijom fibroblasta.Tako je
koncentracija PDGF-a u pocetku najviSa i ima svoj pik treceg dana 7 Potom sa smanjenjem stepena
degranulacije trombocita, opada i koncentracija ovog faktora, ali je neosporno njegovo prisustvo tokom
Citavog procesa regeneracije tkiva. PDGF ima uticaj na proliferaciju mati¢nih celija, modulaciju
aktivnosti drugih faktora rasta, potenciranje angiogeneze i diferencijaciju fibroblasata u miofibroblaste
odgovorne za kontrakciju koaguluma. Znacajna uloga PDGF-a je u pokretanju regeneracije koStanog
tkiva pozitivnim uticajem na sintezu matriksa, proliferaciju osteoblasta i na kraju na sastav i
biomehani¢ka svojstva novog kotanog tkiva '**.

Fibroblastni faktor rasta-FGF

Fibroblastni faktor rasta-FGF ¢ini familija od 22 faktora rasta koji su uklju¢eni u proces embriogeneze,
razvoj &itavog organizma i njegove neuroloske funkcije, proces zarastanja rana i angiogeneze °°. FGF
produkuju fibroblasti, endotelne ¢elije 1 ¢elije glatke muskulature, keratinociti, mastociti 1 hondrociti. U
in vitro 1 in vivo uslovima je pokazano da FGF ucestvuje u ranom aktiviranju makrofaga, povecanju
komlgooonenti ECM, diferenciranju i proliferaciji neuroektodermalnih derivata, angiogenezi i epitelizaciji
rane * .

Izdvajaju se dve izoforme: kiseli fibroblastni faktor rasta (aFGF-1) 1 bazni fibroblastni faktor rasta
(bFGF-2). bFGF-2 je narocito zastupljen u prvim fazama u fluidu rane. U randomizovanom ispitivanju
pokazano je da FGF-2 poboljsava spajanje kosti °'. U pogledu regeneracije parodoncijuma, nakon
sprovedene hirurSke terapije parodontitisa, pokazalo se da bFGF-2 znacajno uti¢e na procenat
regeneracije kostanog tkiva nakon 36 nedelja **>. Rekombinantni FGF-2 se koristi za stimulaciju
proliferacije prekursora pulpnih C¢elija, ¢elija periodoncijuma, mezenhimnih Cdelija, fibroblasta i

preosteoblasta *°".

Faktor rasta sli¢an insulinu — IGF

Faktor rasta slican insulinu — IGF je polipeptid sa aminokiselinskom sekvencom sli¢nom insulinu . Ova
klasa faktora rasta, klasifikovana na IGF-I 1 IGF-II ima znafajnu ulogu u procesima odrzanja
homeostaze koitanog tkiva **. Prvi podsti¢e sintezu kolagenih i nekolagenih proteina ukljudenih u
stvaranje koStanog matriksa, dok drugi ima osim efekata na fibroblaste i1 osteoblaste, uti¢e 1 na
progenitore osteoklasta. Obe klase ovog faktora uti€u na sintezu osteokalcina i oba podsticu aktivnost
alkalne fosfataze. IGF-I deluje na migraciju prekursora osteoblasta, a IGF-II svoj efekat ostvaruje

preko indukcije deobe osteoblasta 2%,
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Pokazano je dalje da thGDF-5 (engl. recombinant human growth/differentiation factor-5) promovise
proliferaciju celija poreklom iz parodontalnog tkiva, ukljuujuéi cementoblaste, fibroblaste i
osteoblaste 2*°. Takode, ima hemotakti¢no dejstvo na progenitore osteoblasta i ubrzava diferencijaciju
osteoblasta. Predklini¢ke studije na psima i niZim primatima su pokazale da je leCenje rthGDF-5
rezultiralo regeneracijom alveolarne kosti, formiranjem cementa i periodontalnog ligamenta. U
nedavnoj studiji na ljudima, rhGDF-5 isporuc¢en u b-TCP nosacu rezultirao je izraZenim smanjenjem
dubine sondiranja i povecanjem nivoa pripojnog epitela, a regeneracija je potvrdena i histoloSkom

analizom 2%,

Primena razli¢itih proteina, pre svega faktora rasta, nameée se u regeneativnim terapijama zbog
njihovih brojnih bioloskih efekata. Ipak, moraju se prevaziéi problemi vezani za otpustanje optimalnih
klini¢kih doza ovih proteina s obzirom da su one po pavilu u prvih 24 sata nakon aplikacije daleko
iznad fizioloskih. Takve doze mogu povecati moguénost nastanka lokalnih i1 sistemskih nezeljenih
efekata. Stoga tehnologija treba da se razvija u pravcu pronalazenja pogodnih nosilaca ovih proteina
koji bi kontinuirano otpustali mnogo manje koli¢ine tokom duzeg vremenskog perioda, a koje bi i dalje

postizale Zeljene terapijske efekte. Takode, jedan od problema je i visoka cena njihove proizvodnje 2%,

1.12. KONCENTRATI TROMBOCITA

Savremena stomatologija se sve viSe razvija u pravcu upotrebe razliitih terapijskih procedura za
ubrzanje regeneracije tkiva *°" **®. Veliki napor je usmeren ka upotrebi bioloskih sredstava kao
kljuénih medijatora regeneracije tkiva. Neki od nedostataka upotrebe rekombinantnih faktora rasta
ukljuéuju upotrebu visokih (supra-fiziologkih) doza ovih faktora, kao i visoke materijalne troskove .
Ipak, pojedini faktori rasta su nasli Siroku primenu u mnogim klinickim procedurama u stomatologiji 1
medicini, kao §to je na primer rekombinantni faktor rasta dibijen iz trombocita (rPDGF), zbog svog

pozitivnog uticaja na regeneraciju tkiva *'°.

Sredinom proslog veka pojavljuju se razliCiti preparati koji osim zaustavljanja krvarenja, mogu da
ucestvuju 1 u brzoj obnovi tkiva. U pocetku, prvo su se u oblasti transfuziologije razvijali razliciti
koncentrati trombocita, koji su se koristili u terapiji prevencije krvarenja u stanjima i oboljenjima
pracenim trombocitopenijom (obilna krvarenja prilikom ve¢ih trauma ili dugotrajnih hirurskih zahvata,
medularna aplazija ili akutna leukemija).
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1.12.1. Fibrinski lepak (fibrin glue)

Sedamdesetih godina proSlog veka u nekim regenerativnim procedurama u stomatologiji 1 medicini
uveden je poseban preparat nazvan fibrinski lepak, koji kasnije dobija svoju Siru upotrebu. U njegovom
sastavu u povecanoj koncentraciji nalazi se nekoliko klju¢nih faktora rasta, medu kojima je i PDGF,

koji znagajno menjaju tok zarastanja tkiva >''.

Fibrinski lepak je bioloski adheziv, ¢iji efekat imitira zavrSne faze fizioloSke koagulacije
biostimulacijom koja pospesuje formiranje novog tkivnog matriksa *'>. Fibrinski lepak se sastoji iz dve
komponente koje se nalaze u odvojenim bocicama: koncentrat proteina koji su ukljuceni u procesu
zgruSavanja krvi, suvo smrznuti fibrinogen, faktor XIII i fibronektin - (zaptivac) i suvo smrznuti
trombin 1 kalcijum hlorid-(katalizator). Upotrebom fibrinskog lepka se dobija ugrusak koji potpomaze
hemostazu i1 zarastanje rane, a potpuno se apsorbuje bez pojave reakcije tkiva na strano telo ili pojave
opsezne fibroze. Indikacije za primenu fibrinskog lepka su bile brojne u podrucju kardiovaskularne
hirurgije, otorinolaringologije 1 neurohirurgije, zbog njegove efikasne prevencije lokalnih

hemoragijskih komplikacija *'*.

Tokom godina fokus istrazivanja usmerio se ka faktorima rasta poreklom iz ¢elija krvi ili krvne plazme,
a pogotovo onima koji ostaju zarobljeni u fibrinskoj mreZi. Upotreba autologih koncentrata trombocita

pokazalo se da isto kao i upotreba rekombinantnih faktora rasta pomaze regeneraciju tkiva *"°.

Danas fibrinski lepkovi poreklom iz humane plazme imaju vrlo Siroku primenu. Autologni fibrinski
lepkovi su najbolji izbor sa stanoviSta izbegavanja rizika transmisije krvno prenosivih bolesti, ali je
njihova upotreba ograni¢ena zbog veoma kompleksnog i skupog procesa proizvodnje *'2. Ovi lepkovi
predstavljali su jedno od prvih pomoc¢nih bioloskih sredstava razvijenth u modernoj eri hirurgije.
Kasnije je doSlo do razvoja novih koncentrata krvi , kao §to su ,,meSavine trombocit-fibrinogen-
trombin® ili ,,Zelatinozna trombocitna gel-pena*. Ovi koncetrati su obogaceni odredenom koli¢inom
zarobljenih trombocita u fibrinskoj mrezi, koji imaju pozitivni uticaj na pojedine faze koagulacije 1

ojatanje samog fibrinskog gela *'%.

Trombociti su anukleusne, bikonveksne ¢elije krvi, pre¢nika 2-4pum, ¢iji broj kod ljudi najcéesce varira
od 150 do 290 x 10°/L krvi. U procesu hematopoeze, nastaju fragmentacijom citoplazme megakariocita
1 njihov zivotni vek u cirkulaciji traje 7-10 dana. Sadrze brojne proteinske filamente (aktin, miozin 1
trombostenin), celijske organele (endoplazmatksi retikulum, GoldZijev kompleks i mitohondrije) 1
mnostvo granula koje su klasifikovane u tri grupe.

Najbrojnije su a-granule koje sadrze mnoStvo medijatora 1 klju¢nih faktora rasta, kao $to su PDGEF,
TGF, VEGF, EGF *'*.

Trombocitni preparati koriS¢eni su u pocetku samo kao tkivni adhezivi tj. pruzali su potporu
polimerizaciji fibrina 1 tako podsticali efikasnije zatvaranje rane. Brojni koncentrati trombocita u
upotrebi su 1 u dana$njoj klini¢koj praksi, narocito u oblasti orotopedije, sportske medicine, plasticne
hirurgije, maksilofacijalne i oralne hirurgije, a primenjuju se i tokom lecenja oboljenjenja
parodoncijuma *"°.
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Osnovna ideja koja spaja ovu heterogenu grupu preparata je da se centrifugiranjem krvi
ekstrahuju svi elementi koji ¢e pospeSiti proces zarastanja i tkivne regeneracije. Normalan krvni
ugrusak sadrzi blizu 95% eritrocita, oko 5% trombocita i manje od 1% leukocita, i mnostvo fibrinskih

niti 22,

Izraz ,plazma bogata trombocitima” (platelet-rich plasma — PRP) prvi je Kkoristio Kingzli
(Kingsly) 1954. godine u studijama koje su se bavile koagulacijom krvi *'°. Lokalna klini¢ka,
upotreba ovih preparata pocinje u godinama nakon prve Matrasove publikacije o fibrinskim
lepkovima, pod nazivom ,,trombocitno-fibrinogen-trombinske mesavine.

Prvi klinicar koji je pokazao da koncentrati trombocita promoviSu zarastanje rane je Najton
(Knighton), 1986. godine. On je koristio naziv ,faktori zarastanja rana izvedeni iz trombocita”
(engl. platelet-derived wound healing factors — PDWHF) za preparat koji se dobijao postupkom

dvostrukog centrifugiranja *'°.

Upotrebu koncentrata trombocita sa ciljem stimulacije zarastanja i zamene fibrinskog lepka, u

oblasti oralne i maksilofacijalne hirurgije, prvi je opisao Vitman (Whitman) sa saradnicima '’

1.12.2. Plazma bogata trombocitima (PRP)

Do 1998. godine, razvoj trombocitnih preparata iSao je prili€no sporo, dok Marx sa saradnicima nije
objavio svoj rad na temu preparata koji naziva ,,plazma bogata trombocitima — PRP” (engl. platelet
rich plasma). Tada krece eksplozija radova u literaturi i razvoja potpuno razli¢itih metodologija 1
preparata, koji se svi oznatavaju istim imenom ''. Iz komercijalnih razloga neke kompanije daju
drugacija imena svojim preparatima, iako po sastavu i bioloSkim karasteristikama, odgovaraju ve¢
postojeé¢im. *'®. Kompanija Endoret, Victoria, Biotechnology Institute iz Spanije, po metodologiji
Anitue i saradnika, 1999. godine izbacuje protokol za izradu plazme bogata faktorima rasta — PRGF-a
(engl. plasma/preparation rich in growth factors) koji se, uz manje izmene, 1 danas koristi. Iste godine
firma Alleroed iz Danske, pod komercijalnim imenom Vivostat PRF, promoviSe tehniku za
izradu preparata koji je po sastavu identi¢an PRP preparatu *'*,

PRP

Plazma bogata trombocitima (PRP) je dobijena iz pune krvi pacijenta centrifugiranjem i dodavanjem

antikoagulantnog sredstva (do suprafiozioloskih koncetracija faktora rasta iz trombocita) *"°.

Normalan broj trombocita u krvi proseéno je oko 2x10°/ul, dok je u PRP preparatu oko 1x10° /ul. PRP
je autologni izvor faktora rasta koji kontroliSe zarastanje rane i moZze imati aktivhu ulogu u
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regeneraciji parodoncijuma. Dobija se iz 35-50ml krvi (Curasan, PharmaGmbh AG, Germany), a
njenim centrifugiranjem 1 separacijom Celijskih elementa, stvara se 300 do 400% viSe trombocita u
odnosu na punu krv *'°.

Upotreba PRP-a je nasla svoje mesto u savremenim granama stomatologije i medicine kao $to su
oralnohirurSke, maksilofacijalne i parodontoloske, u razli¢itim postupcima ubrzanja zarastanja mekih 1
kostanih tkiva orofacijalne regije. Neki radovi pokazuju znacajne prednosti prilikom korSéenja samog
koncentrata, dok drugi potvrduju njegov pozitivni efekat u kombinaciji sa razli¢itim biomaterijalima,
kao 3to su kostani transplantati ili kolagene membrane **. Jedan od prijavljenih nedostataka PRP je
negativan uticaj antikoagulantnog sredstva na fiziloske procese regeneracije ili reparacije tkiva PRP .

Razvoj tehnologije proizvodnje PRP preparata je pruzio odli¢ne preliminarne rezultate u oftalmologiji,
neurohirurgiji 1 op$toj hirurgiji. Sve do 1997. godine, kada su objavljeni radovi Vitman-a (Whitman) 1
Mark-a (Mark) 1 saradnika u oralnoj i maksilofacijalnoj hirurgiji, dolazi do razvoja novih proizvoda
koji su se razli¢ito oznadavali, a zapravo konceptualno i fundamentalno bili sliéni *'". Krajem
dvadesetog veka su tako svi oni nazvani PRP, bez razmatranja njihovog sadrzaja ili arhitekture i ovaj
nedostatak terminologije je trajao mnogo godina.

Prate¢i brojne studije koje su istrazivale PRP, javila se potreba za unapredenjem koncentrata
trombocita izvedenih iz pune krvi bez upotrebe antkoagulanata  **'.

U Francuskoj je pocetkom 21.-og veka razvijen drugi oblik koncentrata trombocita 1 nazvan fibrin
bogat trombocitima (PRF), zbog jake polimerizacije fibrinskog gela u preparatu 1 specifi¢ne stukture
fibrinske mreZe koja obezbeduje postepeno oslobadanje faktora rasta '* **. Ova tehnika je bila tako
ocigledno razli¢ita od drugih PRP preparata, da je odmah bila nazvana "druga generacija" koncentrata
trombocita °.

PRP je frakcija krvne plazme koja za aplikovanje u parodontalnu ranu zahteva primenu nosaca,
dok PRF sam po sebi predstavlja autogenu biomembranu. Nedavna istrazivanja su pokazala da se u
prvim trenucima nakon aplikacije PRP u tretiranu regiju dolazi do otpusStanja signifikantno vece
koncentracije faktroa rasta u odnosu na PRF i druge njegove forme (A-PRF). Medutim, znacajno je da
se faktori rasta poreklom iz PRF detektuje otpustanje i nakon 10 dana, Sto znac¢ajno doprinosi procesu
regegneracije .

Jankovi¢ sa saradnicima 1 Aleksi¢ sa saradnicima su pokazali da primena plazme bogate trombocitima

zajedno sa transplantatom vezivnog tkiva u toku hirurSke terapije recesija gingive, moze dovesti do
njihovog statisticki znadajno smanjenja '® ***,
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1.12.3. Fibrin bogat trombocitima (PRF)

Fibrin bogat trombocitima (PRF), je trombocitni koncentrat druge generacije '>. Kompleksna
trodimenzionalna struktura fibrinske mreze pokazuje bolje mehani¢ke osobine od drugih koncentrata
trombocita zbog moguénosti zadrZavanja gotovo svih trombocita i faktora rasta u PRF ugrusku °. Do
danas, dragoceni efekti PRF-a pokazani su u razli€itim regenerativnim procedurama mekih i koStanih
tkiva, kao $to je augmentacija vilicnog sinusa, augmentacija grebena nakon vadenja zuba, plasticna
hirurgija lica, takode i kao dodatak regenerativnoj hirurskoj terapiji parodontalnog tkiva u toku
zbrinjavanja infrako3tanih defekata (IBD) i furkacionih defekata '+ 22> 2.

Klasifikacija koncentrata trombocita

Dohan i sar. su 2009. godine klasifikovali dotadasnje koncentrate trombocita, i u zavisnosti od primene
tehnoloskih postupaka, sadrzaja fibrina i leukocita izdvojili, su 4 kategorije:

1) Cdista plazma bogata trombocitima (P-PRP),

2) plazma bogata leukocitima i trombocitima (L-PRP),
3) Cisti fibrin bogat trombocitima (P-PRF),

4) fibrin bogat leukocitima i trombocitima (L-PRF) '°.
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1.4. Sematski prikaz ¢elija inkorporiranih u fibtinski matriks, Cetiri vrste koncentrata trombocita.
Uocava se fibrinski matriks PRF preparata vece gustine (svetlo smeda vlakna) i ve¢a koncentracija
leukocita (ljubicaste ¢elije) u preparatima L-forme.

(preuzeto iz rada Dohan i sar. '’ i modifikovano)

1. Cista plazma bogata trombocitima (P-PRP) — je preparat koji nakon aktivacije sadrzi osim
trombocita i nisku koncentraciju leukocita u fibrinskoj mrezi male gustine. Prema definiciji, svi
proizvodi ove porodice mogu se koristiti kao tecni rastvori ili u aktiviranom obliku — obliku gela.
OteZavajuéa je sama tehnika pripreme i potreba za ve¢im brojem pipetiranja .

2. Leukocitima i trombocitima bogata plazma (L-PRP) je preparat koji se posle aktivacije karakteriSe 1
sa leukocitima i sa fibrinskom mrezom niske gustine. Po definiciji, kao §to je P-PRP, svi proizvodi ove
porodice mogu da se koriste kao te¢ni rastvori ili u aktiviranom obliku gela ***.

3. Cisti fibrin bogat trombocitima (P-PRF) ili leukocit-siromasni fibrin bogat trombocitima - su
preparati bez leukocita i sa mrezom fibrina visoke gustine. Zbog svoje konzistencije gela u aktiviranom
obliku, ne mogu se ubrizgavati ili koristiti kao tradicionalni fibrinski lepkovi. Preparati iz ove
kategorije se takode dobijaju dvostrukim centrifugiranjem. Za prvo centrifugiranje koriste se
epruvete sa dodatim antikoagulansom 1 gelom za separaciju. Gornja dva sloja se nakon prvog
ciklusa centrifuge odvajaju pipetiranjem 1 prebaciju u epruvete sa kalcijum-hloridom, u ¢ijem
prisustvu se obavlja drugo centrifugiranje. Nakon zavrSetka drugog ciklusa, lako se odvaja stabilni PRF
ugrusak. Protokol je slican Anituinom PRGF protokolu, ali je finalni produkt gus¢i i stabilniji.

Visoka cena ga &ini neprivlaénim za svakodnevnu klini¢ku primenu .
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4. Leukocitima i trombocitima bogati fibrin (L-PRF) predstavlja preparatie bogate i leukocitima i
fibrinskom mrezom visoke gustine. Po definiciji, ovi proizvodi postoje samo u jako aktiviranom obliku
gela i ne mogu se ubrizgavati ili koristiti kao tradicionalni fibrinski lepkovi **.

-PRF A-PRF

Injectable platelet rich .
fibrin (2 mL)-Liquid Adyanced platelet rich
fibrin (2 mL volume)- Gel

CLOT —
G
60xg 2 208 xg

[

o =] PPP: Platelet poor plasma
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| - <]
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Ri Te =5
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g o 1594 x g . + Buffy Coat

pd + RBC Fraction
e
398 x ‘g/ \7‘08 Xg
S FIRST SPIN:
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discarded (2 mL) + Buffy Coat
P-PRP (2 mL): Plasma + RBC Fraction
+ Platelet Rich Plasma Transferred to a
+ Buffy Coat Fraction ™ Buffy coat Fresh Tube

Red blodd cells

Slikal.4. — Sematski prikaz razli¢itih vrsta koncentrata trombocita u zavisnosti od protokola
centrifugiranja
(preuzeto: https://www.mdpi.com/ijms/ijms-20-06243/article _deploy/html/images/ijms-20-06243-
£008.png)
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1.12.4. Injektabilni fibrin bogat trombocitima (i-PRF)

Injekatabilni fibrin bogat trombocitima (engl. injectable platelet rich fibrin — 1-PRF) je posebna, te¢na
forma PRF razvijena 2014.godine »*'. Zbog moguénosti aplikacije u injekcionom obliku nosi prefiks
injektabilni. Prema savremenim konceptima koncentrat krvi koji se dobija pri manjem broju obrtaja
poseduje vecu kolic¢inu leukocita, trombocita i poseduje kompleksniju fibrinsku mrezu, koja nije guste
strukture. Smanjenje centrifugalne sile je odredeno na samo 60g, a protokol centrifugiranja traje samo 3
minuta. Za razliku od L-PRF-a koji se centrifugira 12minuta na 2700 obrtaja (708g —g-sila) i A-PRFA-a koji se
centrifugira 14 minuta na 1300 obrtaja (200g sila po jedinici povrsine) i 8 minuta sa 1300 obrtaja za A-PRF-+,
ovaj protokol za i-PRF od 700 obrtaja u trajanju od 3 minuta donosi brojne prednosti. U svom te¢nom obliku
nakon centrifugiranja moze ostati i do 15 min. Protokol pripreme podrazumeva protokol bez dodavanja
antikoagulantnog sredstva koje moze usporavati proces zarastanja rane.

Trombociti u svojim alfa granulama (o-granule) sadrze preko 30 razlicitih faktora rasta **%. Fibrinska
mreza se odlikuje fibrinskim vlaknima koja su manja od 100 nm i svojom kompleksnom tetragonalnom
mrezom obezbeduju povoljne uslove za formiranje matrice u kojoj mogu opstati trombociti i leukociti,
kao 1 svi eksprimirani faktori rasta i medijatori zapaljenja u duZem vremenskom periodu. Njene
povoljne biomehanitke osobine i elasti¢nost omogué¢avaju laku manipulaciju i aplikaciju ***. Fibrinska
mreza je mnogo guscéa u i-PRF ugrusku nego u ugrusku krvi kada se posmatra pod SEM, posto u i-PRF
fibrinska vlakna poticu iz Citave plazme i fibronektina trombocita, dok se u krvnom ugrusku on
oslobada samo iz trombocita ***.

Slika 1.5. SEM prikaz i-PRF-a (a) 1 krvi (b); (a) trodimenzionalna struktura fibrinskog matriksa i
trombocita, leukocita i eritrocita - (b) izrazito tanja fibrinska vlakna krvi u odnosu na i-PRF
(preuzeto, izvor: https:/link.springer.com/article/10.1007%2Fs00784-018-2555-2)
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Zabelezeno je da koncentracije faktora rasta u i-PRF-u imaju veée vrednosti nego one koje se mogu
dobiti u PRP-u, a koje su 6-8 puta vece nego u krvi. Prvenstveno se odnosi na PDGF, VEGF 1 TGF-p1
3 Ovo indukuje ve¢u migraciju fibroblasta, angiogenezu i uspesniju regeneraciju kosti. U prva 24 sata
ovaj fibrinski koncentrat moZze indukovati i do 300% vecéu migraciju fibroblasta na mesto povrede. Isto
tako, on uti¢e na proliferaciju fibroblasta i na iRNK ekspresiju novih faktora rasta poreklom iz
fibroblasta parodoncijuma. U in vitro uslovima u kulturi tkiva, broj fibroblasta povecava se nakon 3 1
nakon 5 dana *°. Ekspresija kolagena-I je ve¢a nakon 10 dana u ugrusku i-PRF-a nego krvnom
ugrusku.

Uz ove faktore, postoji i veca koncentracija i FGF, IGF-1 1 EGF i epidermalnog faktora rasta dobijen iz
trombocita (PDEGF). Na taj na¢in je osigurano bolje okruZenje za regeneraciju i saniranje povrede 2.

Neki autori su pokazali da PDGF-BB, najpotentniji izomer PDGF-a, iz PRF-a ima sposobnost da
stimuliSe prijanjanje mati¢nih Celija periodontalnog ligamenta za povrSinu dentina, kao i ubrzanje
mitogene aktivnosti mezenhimnih ¢elija. Tome se pridruzuje njegov inhibitorni uticaj na proliferaciju
¢elija sulkusnog epitela i urastanje izmedu celija periodontalnog ligamenta i cementa korena zuba.

U kulturi ¢elija osteoblasta, i-PRF 1 PRP pokazuju dobru biokompatibilnost. Migracija osteoblasta je
bila ve¢a 280% u i-PRF grupi, dok je u PRP grupi bila 200% veca u odnosu na kontrolnu grupu
(kultura tkiva). Adhezivnost osteoblasta je bila priblizno jednaka u prvim satima nakon aplikacije.
Medutim, njihova proliferacija je signifikantno bila ve¢a nakon 3 1 5 dana i za PRP i za i-PRF grupu u
odnosu na kontrolnu grupu, s tim S$to je nakon 5 dana i-PRF grupa pokazivala jo§ potentniju
proliferaciju osteoblasta **. Ekspresija ALP-a od strane osteoblasta nakon 7 i 14 dana bila je
signifikantno veca u odnosu na grupu bez PRF-a, stim da je 1 nakon 7 i nakon 14 dana ova ekspresija
bila jo§ veca u i-PRF grupi nego u PRP grupi. I na kraju, posmatrana produkcija osteokalcina je bila
signifikantno ve¢a samo za i1-PRF grupu u odnosu na kontrolu, §to mozZe navesti na zakljuc¢ak da i-PRF
ipak ima veéi uticaj na diferencijaciju osteocita u odnosu na PRP "%,

Druge studije su zabeleZile da je prednost PRF $to sadrzi leukocite, koji sprecavaju infekciju upravo
svojim uticajem na imuni odgvovor domacina imedijatnom produkcijom citokina nakon aplikacije **'.
Sposobnost hemotakse leukocita tkiva se ispoljava pod dejstvom leukocita iz koncentrata, njihovom
aktivacijom i oslobadanjem citokina poput IL-1, IL-4, IL-6 i TNF-a. U in vitro uslovima je takode
pokazano da PRF ima inhibitorni uticaj na rast kolonija 4. a. i P. g. "°.
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Sumirano posmatrano, glavne karakteristike koncentrata trombocita i njihovi povoljni uticaji tokom
tkivnog zarastanja su sledeci:

biokompatibilnost: PRF nudi bioloski aktivnu supstancu sa oslobadanjem faktora rasta
povecanje vaskularizacije tkiva pove¢anom angiogenezom

regeneracija tkiva: PRF omogucava regeneraciju tkiva uz oslobadanje faktora rasta

poboljsanje sinteze kolagena

poboljsanje osteogeneze

ubrzanje proliferacije epitela i granulacionog tkiva

antimikrobni efekat

reakcija sa drugim materijalima: PRF ne reaguje ili ne ometa bilo koji drugi restaurativni
materijal.

PN R

1.13. INICIJALNA TERAPIJA

Znacaj kontrole prisustva dentalnog plaka u etio-patogenezi parodontitisa je detaljno proucena i
pokazana '*'. Inicijalna terapija parodontitisa obuhvata: identifikaciju dentalnog plaka, uklanjanje
¢vrstih 1 mekih supragingivalnih naslaga, obradu parodontalnog dzepa, uklanjanje jatrogenih fakora,
proveru okluzo-artikulacionih odnosa gornje 1 donje vilice 1 odrzavanje postignutih rezultata terapije.

Nakon uklanjanja C¢vrstih naslaga ultrazvuénim instrumentima, poliranjem zuba odgovarajué¢im
metodama, sledi obrada parodontalnih ili gingivalnih dZepova ru¢nim instrumentima (scaling and root
planing-SRP). Ona obuhvata uklanjanje svih naslaga sa povrSine zuba apikalno od ivice slobodne
gingive 1 iz prostora dZepa, a mozZe obuhvatiti 1 uklanjanje nekroticnog cementa sa povrSine korena
zuba kontaminiranog mikroorganizmima ili njihovim produktima. Upala gingive smatra se
neophodnim preduslovom za naredni razvojni stadijum: parodontitis 1 progresivni gubitak vezivno-
tkivnog pripoja ©’. Menadzment gingivitisa, dakle, kljuéna je primarna preventivna strategija za

e . .. . g .. 241
parodontitis 1 sekundarna preventivna strategija za recidiv parodontitisa “" .

Sistematski pregledi retrospektivnih studija pokazuju da je tokom vremena redovnog pracenja i1
odrzavanja oboljenja parodoncijuma u §to duzim intervalima remisije, gubitak zuba znacajno manji.
Gubitak zuba zbog parodontitisa kre¢e se od 1,5% do 9,8%, umesto od 36 do 89% kod netretiranih
osoba **%.

Medutim, postoje indicije da odredenom procentu pacijenata ovakav vid terapije nije dovoljan i da se
nakon kratke faze remisije faza egzacerbacije ubrzo vraca jo$ burnijeg toka. Zbog toga postoji potreba
za unapredenjem ovog terapijskog postupka, metodama koje nisu invazivne poput hirurSkih. U toku
inicijalne faze terapije ili nakon zavrSene terapije pored upotrebe antisepti¢nih rastvora ili antiseptika u
obliku gela, ispitivana je lokalna 1 sistemska upotreba antibiotika, tetraciklina, metformina,
asorvastatina, NSAID, dodatna terapija laserom ili fotodinamska terapija.
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Izvesno je da su prednosti primene PRF-a svakako brze zarastanje rane i regeneracija tkiva uslovljena
faktorima rasta, brza angiogeneza, niski materijalni troskovi i kompletna imunokompatibilnost sa

tkivom domaéina >*.

Antimikrobni efekat zbog prisustva i leukocita u koncentratu trombocita kao i anti-inflamatornih
citokina (pogotovo IL-4), negativho mogu uticati na stepen inflamacije parodoncijuma, pogotovo u
prvim nedeljama kada je neophodno obezbediti povoljne uslove za dominaciju procesa regeneracije
tkiva nad destruktivnim procesima.

Zbog rezultata koji su dobijeni dosadasnjom primenom dodatnih postupaka u inicijalnoj terapiji, sa
malim razlikom koja u vecini slucajeva nije statisticki znacajna, prevelikih materijalnih troskova za
pacijenta ili pojave rezistencije na antibiotike, istrazuju se nove terpijske mogucnosti.

Po ugledu na regenerativne procedure u parodontalnoj hirurgiji, a nakon sagledavanja svih biololoskih

osobina i-PRF-a, moze se postaviti hipoteza o pozitivnom efektu i-PRF-a na proces regeneracije
parodoncijuma, ali u toku inicijalne faze terapije parodontitisa.
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Ciljevi istrazivanja

Radna hipoteza: i-PRF ima uticaj na inicijalnu fazu terapije hroni¢nog parodontitisa u vidu ubrzanja
regeneracije svih tkiva parodoncijuma, smanjenja inflamacije i koncentracije mikroorganizama.

Ciljevi istrazivanja:
e Evaluacija efekta primene injektabilnog fibrina bogatog trombocitima na klinicke parametre u
toku inicijalne terapije hroni¢nog parodontitisa.

e Komparativna analiza klini¢kih rezultata nakon primene fibrina bogatog trombocitima u
kombinaciji sa inicijalnom terapijom parodontitisa u odnosu na samostalnu inicijalnu terapiju.

e Procena klinickih rezultata i znacajnost unapredenja rezultata terapije.

e Procena kvantitativne promene koncentracije parodontopatogenih mikroorganizama u
gingivalnoj te¢nosti, dokazivanjem bakterijskog molekula DNK, nakon primene jedne ili obe
vrste terapije.

e Procena promene kvalitativnog sastava parodontopatogenih mikroorganizama u gingivalnoj
te¢nosti, dokazivanjem bakterijskog molekula DNK, nakon primene jedne ili obe vrste terapije.

e Utvrdivanje promena koncentracije pojedinih biomolekula gingivalne te¢nosti, koji su
referentni markeri patogeneze hroni¢nog parodontitisa, nakon primene jedne i obe vrste terapije.

e Utvrdivanje faktora predikcije za razlicit terapijski ishod nakon primene oba terapijska
postupka.
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3.1. ETICKI STANDARD

Studija je sprovedena na Klinici za parodontologiju i oralnu medicinu StomatoloSkog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu, nakon dobijanja odobrenja Eti¢kog komiteta Stomatoloskog fakulteta u martu
2015. godine, pod rednim brojem 36/11. Protokol studije je u skladu sa Edinburskom revizijom
Helsinske deklaracije. Nakon detaljnog predstavljanja i jasnog objaSnjenja protokola istrazivanja,
neophodan je bio pisani pristanak svakog pacijenta i saglasnost radi ukljuc¢enja u studiju. Pacijenti su
bili u moguénosti da u bilo kojoj fazi na sopstveni zahtev prekinu ucesce u istrazivanju.

3.2. SELEKCIJA PACIJENATA

U studiji je ucestvovalo 30 pacijenata sa hroni¢nim parodontitisom koji su se lecili na Klinici za
parodontologiju i oralnu medicinu, Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Ispitivanje je
pratilo takozvani dizajn ,,podeljenih usta” (engl. split mouth). Metodom sluc¢ajnog izbora bacanjem
novc€ic¢a, kod svakog ispitanika je odredeno koja ¢e strana biti studijska, a koja kontrolna (leva ili
desna). Klini¢ko istraZivanje obuhvatilo je preciznu verifikaciju ispitivanih parametara pre inicijalne
terapije, kao 1 1 mesec, 3 meseca 1 6 meseci nakon terapije.

Kriterijumi za izbor pacijenata koji su ucesvovali u studiji bili su sledeci:

. starost > 18 godina;

. odsustvo sistemskih oboljenja;

. postavljena dijagnoza hroni¢nog parodontitisa;

. terapija oboljenja parodoncijuma poslednji put sprovedena najmanje 6 meseci ranije;

. prisustvo najmanje 6 zuba u svakom ispitivanom kvadrantu;

. izmerena dubina sondiranja (engl. periodontal pocket depth - PPD) > 4 mm 1 nivo pripojnog

epitela (engl. clinical attachment level - CAL) > 3 mm u regiji najmanje jednog zuba po kvadrantu, uz
prisustvo horizontalne koStane resorpcije, potvrdene radiografskim nalazom,;

. izostanak furkacionih defekata klase II i III, potvrden klinickim pregledom i radiografskim
nalazom;

. indeks krvarenja na provokaciju (engl. bleeding on probing - BOP) veéi > 40% sa obe strane

vilice;

. postojanje bar dva parodontalna dzepa iste dubine sondiranja u dva rali¢ita kvadranta.
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Kriterijumi za iskljucenje pacijenta iz studije:

0 sistemska oboljenja koja menjaju inflamatorni odgovor parodoncijuma, neposredno ili
posredno kao posledica primenjene terapije;
0 antibiotska terapija primenjena u poslednjih 6 meseci;
0 kauzalna faza terapije sprovedena u poslednjih 6 meseci,
0 hirurska terapija paordoncijuma sprovedena u poslednjih 12 meseci;
0 sistemska terapija lekovima koji imaju wuticaj na imuni odgovor (kortikosteroidi,
imunosupresivi):
0 upotreba lekova koji direktno uti¢u na stanje gingive (npr.hiperplazija);
0 upotreba psihoaktivnih supstanci;
0 nepotpisan informisani pristanak;
0 trudnice i dojilje;
0 pusaci.
3.3. PARODONTALNI STATUS PACIJENTA

Nakon popunjavanja evidencionog kartona i potpisivanja informisanog pristanka, sproveden je klinicki
pregled stanja parodoncijuma. Dvadeset i Cetiri sata nakon ovog pregleda zakazan je termin za
uzimanje uzoraka i sprovodenje predvidene terapije. Uzorak gingivalne te¢nosti je uziman u regiji dva
kontralateralna zuba aplikacijom sterilnih papirnih poena (Periopaper Strip®) u prostor pardontalng
dzepa u trajanju od 30 sekundi.

Pre pocetka terapije, prema utvrdenoj metodologiji, evaluacija stanja parodontalnih tkiva sprovedena u
4 ili 6 definisanih tacaka u regiji svakog zuba (mezi - bukalna, medijalno - bukalna, disto - bukalna,
**mezio - lingvalna, medijalno - lingvalna i disto — lingvalna), odredivanjem slede¢ih klini¢kih
parametara:

-PPD — engl. periodontal pocket depth — dubina sondiranja

-LGM - engl. level of gingival margin — nivo ivice gingive

-CAL —engl. clinical attachment level — nivo propojnog epitela
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- BOP — engl. bleeding on probing — indeks krvarenja na provokaciju (Miihlemann — Son) **

- PI - engl. plaque index — plak indeks po Silness — Lée-u **.

Evaluacijom navedenih klinickih parametara utvrdivano je stanje parodontalnih tkiva i nivoa oralne
higijene.

Dubina sondiranja — PPD je klinic¢ki parametar koji definiSe rastojanje od ivice slobodne gingive do
koronarnog kraja pripojnog epitela. Odreduje se parodontalnom graduisanom sondom, zaobljenog vrha.
PPD parametar je odredivan u 6 tacaka. Prosecna vrednost je izraCunavana deljenjem ukupne zbirne
vrednosti sa brojem 6.

Nivo ivice gingive — LGM predstavlja rastojanje od slobodne ivice gingive do gledno - cementne
granice zuba. Ovom parodontalnom indeksu se moze dodeljivati pozitivna vrednost, ukoliko je ivica
gingive koronarnije pozicionirana od gledno — cementne granice, dok se negativna vrednost dodeljuje
ukoliko je polozaj ivice gingive apikalnije od nje. Ovaj parametar je takode bio odredivan u 6 tacaka i
na isti na¢in je dobijana njegova srednja vrednost.

Nivo pripojnog epitela — CAL je najznaCajniji parametar za odredivanje parodontalnog statusa
pacijenta. Ovaj parametar direktno ukazuje na stepen destrukcije €itavig parodoncijuma. Odreduje se
merenjem rastojanja od gledno — cementne granice do koronarnog kraja pripojnog epitela. Ukoliko se
prilikom sondiranja ne moze detektovati gledno — cementna granica to znaci da je pripojni epitel i dalje
na ovom nivou i vrednosti nivoa pripojnog epitela se tada pripisuje nula. Za sva druga odstojanja
pripojnog epitela od ove referentne tacke na zubu, CAL parametar dobija pozitivne vrednosti. Takode
je meren u 6 tacaka na razli¢itim stranama zuba 1 srednja vrednost izracunavana sabiranjem svih
vrednosti i deljenjem sa brojem 6.

Krvarenje na provokaciju — BOP je parametar koji prvi ukazuje na postojanje inflamacije u
parodoncijumu. Prisustvo krvarenja nakon sondiranja u vidu jedne tacke, kapljice, linijskog ili
profuznog krvarenja je mereno u 4 tacke na razli€itim povrSinama zuba (3 sa vestibularne strane zuba i
1 sa oralne strane zuba) 1 dodeljivana je odgovarajuca vrednost ovog parametra. Zbirna vrednost je na
kraju deljena sa brojem 4.
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Plak indeks — PI predstavlja indeks naslaga na povrSini zuba. Vrednosti ovog parametra su bile
srazmerene koli¢ini mekih, odnosno Cvrstih naslaga. Takode je odredivan u 4 razlicite tacke na jednom
zubu i dobijene srednje vrednosti su izracunavane deljenjem ukupnog zbira sa brojem 4.

3.4. TERAPIJSKI POSTUPAK

Inicijalna terapija sprovedena je po protokolu ustanovljenom na Klinici za parodontologiju i oralnu
medicinu. Pacijentima je pre pocetka uklanjanja supragingivalnih naslaga ultrazvu¢nim instrumentom
detaljno objasnjen postupak pravilnog odrzavanja higijene uz vizuelnu detekciju postojecih naslaga na
povrsini zuba. Preporucena tehnika pranja zuba je bila Bas-ova (Bass) metoda. Ova tehnika omogucéava
uklanjanje mekih naslaga sa vestibularnih, oralnih i okluzalnih povrSina zuba, iz subgingivalne regije,
kao 1 delimi¢nog uklanjanja iz interdentalnih prostora. Podrazumeva horizontalne vibracione pokrete
cetkicom. Meke naslage iz interdentalnih prostora je savetovano uklanjati interdentalnim cetkicama ili
zubnim koncem.

Terapijski postupak je podrazumevao uklanjanje supragingivalnih mekih i ¢vrstih naslaga. Nakon
zavrSetka debridmana ultrazvuénim instrumentom piezoelektricnog efekta (EMS miniPiezon, EMS
Swiss), zubi su polirani Cetkicama i pastom za poliranje zuba pri malom broju obrtaja nasadnim
instrumentom. Ukoliko je bilo potrebno u uslovima lokalne anestezije, sprovedena je obrada
parodontalnih dzepova specijalnim Grejsi (Gracey) kiretama (Hu-Friedy, Chicago, IL, USA).
Debridman je uraden od strane obucenog lekara specijaliste parodontologije i1 oralne medicine, koji nije
bio upoznat sa daljim protokolom istrazivanja.

Po zavrSetku inicijalne terapije, randomizovanim odabirom jenog kvadranta, aplikovan je 1-PRF kroz
perforacije na individualno izradenom silikonskom splintu u regiji parodontalnih dzepova sa jedne
strane vilice, dok je sa suprotne strane aplikovan fizioloski rastvor. Pacijenti su zamoljeni da 15 min
sacekaju zavrSetak koagulacije i-PRF-a u stomatoloSkoj stolici, otvorenih usta i sa obostrano
postavljenim vaterolnama 1 saugeroma za skupljanje pljuvacke, nakon Cega je tretman bio zavrsSen.
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3.5. PROTOKOL ZA PRIPREMU i-PRF-a

Za pripremu i-PRF-a je neophodno bilo prikupiti oko 9ml venske krvi u dve sterilne vakuumirane
plasti¢ne epruvete, bez antikoagulantnog sredstva. Epruvete su postavljane u laboratorijsku centrifugu -
A Duo centrifuge (Process for PRF, Nice, France) Klinike za parodontologiju i oralnu medicinu, za
izdvajanje fibrinskog ugruska bogatog trombocitima iz periferne krvi. Centrifugiranjem brzinom od
700 obrtaja u minuti u trajanju od 3 minuta, izdvajala su se tri sloja krvi. Gornji sloj predstavlja
acelularnu krvnu plazmu, srednji sloj injektabilni fibrin bogat trombocitima i donji sloj u kome su
istaloZeni eritrociti. Gornji 1 srednji sloj aspirirani su brizgalicom sa iglom 31G. Nakon prikupljanja i-
PRF, neophodno je bilo vrlo brzo i spretno ga aplikovati u prostore parodontalnih dzepova jednog,
odabranog kvadranta. Uspeh ove terapije u potpunosti zavisi od vremena proteklog od izdvajanja
venske krvi do postavljanja u parodontalne dzepove. lako u manjem procentu nego u staklenim
epruvetama, u kontaktu trombocita 1 sa povrSinom plasticne epruvete dolazi do njihove aktivacije i
kaskade reakcija ukljucenih u koagulaciju krvi. Iz tog razloga i-PRF perzistira oko 15 minuta u tecnom
obliku do prelaska u formu gela.

Slika 3.1. Izdvojen i-PRF svetlo smede boje u gornjem delu epruvete nakon
centrifugiranja krvi (700 obrtaja/min u toku 3 minuta)
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3.6. UZORKOVANIJE GINGIVALNE TECNOSTI

Uzorkovanje gingivalne tecnosti pre terapije i nakon jednog meseca, 3 meseca i 6 meseci od
sprovedene terapije bilo je potrebno radi ispitivanja uticaja Citavog postupka na kvalitativan i
kvantitativan mikrobioloski sastav gingivalne tecnosti, kao i koncetraciju odabranih biomolekula.

Uzorci su uzimani 24h nakon pregleda pacijenta da bi se izbegla kontaminacija krvlju. U istoj seansi se
otpoCinjalo sa terapijom. Uzorci su uzimani sterilnim papirnim poenom (Periopaper Strip®) iz
najdubljeg parodontalnog dzepa. Mesto uzorkovanja je izolovano od pljuvacke vaterolnama i blago
posuseno vazduhom iz pustera. Supragingivalni plak je pazljivo uklanjan sterilnim kuglicama vate. Po
4 papirna poena su postavljana u parodontalni dZzep do blagog otpora u trajanju od 30 sekundi. Papirni
poeni koji su evidentno kontaminirani krvlju nisu kori$éeni za analize. Uzorci su stavljani u sterilne
tube zapremine 1,5 ml (Eppendorf) i Cuvane na temperaturi -70°C do otpocinjanja laboratorijskih
analiza.

3.7. LABORATORIISKI POSTUPCI

3.7.1. Mikrobiolosko ispitivanje

Dokazivanje prisustva bakterijske DNK je vrSeno primenom metode lan¢ane reakcije polimeraze (engl.
polymerase chain reaction, PCR) u Laboratoriji za molekularnu genetiku, StomatoloSkog fakulteta u
Beogradu.

DNK je izolovana iz ¢elija bakterija dodavanjem 300 pl 50 mM NaOH u svaki uzorak. Potom je svaki
uzorak vorteksovan 10 sekundi i1 postavljan u termoblok gde je zagrevan do 95 °C uz zadrZavanje od 5
minuta, nakon ¢ega je dodato 30 ul 1M TrisHCI (pH=8) i uzorci us centrifugirani 2 minuta na 1300
obrtaja.

Nakon ovakve pripreme uzoraka, primenom PCR metode dokazano je postojanje specificnih segmenata
bakterijskog genoma. Osnovni princip PCR-a je umnozavanje kratke ciljne sekvence iz male koli¢ine
pocetnog uzorka, pomocu enzima DNK polimeraze (Taq polimeraza, stabilna i otporna na visoke
temperature).

Standardna PCR reakcija sastoji se od sledec¢ih faza:
1) Inicijalna denaturacija — faza tokom koje dolazi do aktivacije enzima DNK polimeraze, koja se
odvija na 95°C u trajanju od 5 minuta,

2) Amplifikacija — faza koja se sastoji od 30-40 istih ciklusa. Svaki ciklus amplifikacije sastoji se
od tri koraka:
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a. Denaturacije — odvajanje dvolancanog u dva jednolan¢ana molekula DNK (95°C u
trajanju od 1 minut),
b. hibridizacije — vezivanje prajmera za specifican region bakterijske DNK (55°C u
trajanju od 1 minut) i
c. ekstenzije — novi lanci DNK su sintetisani komplementarno sa matri¢nim, a u nastavku
vezanih prajmera (72°C u trajanju 3 minuta).
3) Ekstenzija — faza koja traje 7 minuta na pomenutoj temeraturi.

Ovo rezultuje eksponencijalnim amplifikacijama pocetnog niza tokom ranih ciklusa, kada su PCR
komponente uglavnom dostupne. Kako vreme odmice proizvod reakcije se nakuplja, koncentracija
supstrata se smanjuje, Sto dovodi do inhibicije reakcije (Fraga et al. 2014; Valasek 1 Repa 2005).
Reakcionu smesu za PCR, zapremine 25 pl PCR ¢inili su: 2,5 pl 10 x koncentrovanog PCR pufera (radi
postizanja finalne koncentracije, MBI Fermentas, Lithuania), 0,2 mM dezoksinukleotid trifosfata
(dNTPs), 1 pl rastvora MgCl,, jedna jedinica (1U) odnosno 0,2 ul DNK Taq polimeraze (MBI
Fermentas, Lithuania), po 1 pl svakog prajmera (radne koncentracije SuM, ¢ime je postizana finalna
koncentracija od 0,2uM), 13,5 ul destilovane vode i 5 pul uzorka.
Prajmeri koji su koris¢eni u PCR reakcijama specifi¢ni su za svaku ispitivanu bakteriju:
za Aggregatibacter actinomycetemcomitans:

Fwd 5-GCTAATACCGCGTAGAGTCGG-3" 1

Rv 5-ATTTCACACCTCACTTAAAGGT-3";
za Porphyromonas gingivalis:

Fwd 5'-AGGCAGCTTGCCATACTGCG-3" i

Rv 5'-ACTGTTAGCAACTACCGATGT-3";
za Prevotella intermedia-u:

Fwd 5'-CGTGGACCAAAGATTCATCGGTGGA-3" i

Rv 5"-CCGCTTTACTCCCCAACAAA-3’;
1 za Tannerella forsythia-u:

Fwd 5-GCGTATGTAACCTGCCCGCA-3"1

Rv 5-TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT-3".
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Umnozavanje bakterijske DNK u materijalu sprovedeno je u PCR aparatu (PeqStar; PeqLab, Erlangen,
Nemacka).

U svakoj PCR reakciji, osim uzoraka, koriS¢ene su pozitivna i negativna kontrola. Pozitivna kontrola je
izolovana iz potvrdenog uzorka odredenog bakterijskog genoma. Pozitivne kontrole su bile sledece
¢elijske linije:

= Agreggatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 33384),
= Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277),

= Prevotella intermedia (ATCC 33563) 1

= Tannarella forsythia (ATCC 43037).

Negativna kontrola je bila destilovana voda.

Nakon umnozavanja, provera PCR reakcije odnosno vizuelizacija dobijenih produkata je postignuta
primenom poliakrilamidne gel elektroforeze (engl. polyacrylamide gel electrophoresis — PAGE).
Metoda se bazira na primeni polimerne smese akrilamida i bisakrilamida, polimerizovane dodavanjem
rastvora TEMED (tetrametiletilendiamina) i APS (amonijum persulfata), koja omoguc¢ava da se DNK
molekuli vodeni strujom, razdvajaju prema svojoj molekulskoj masi, odnosno duzini DNK fragmenata.
Elektroforeza je izvodena na 8% gelu u 1x TBE puferu sa konstantnim naponom od 200 V tokom 30
minuta. Fragmenti dobijeni PCR amplifikacijom su duzine: A. actinomycetemcomitans 500 bp; P.
gingivalis 400 baznih parova (bp); P. intermedia 259 bp 1 T. Forsythia 641 bp. Nakon separacije gel
elektroforezom, gel je bojen potapanjem u rastvor etidijum bromida i dobijeni PCR produkti su
detektovani na UV transiluminatoru (Power Station 300plus, Labnet International, INC, USA) i
identifikovani na osnovu broja baznih parova umnozene sekvence, odnosno polozaja trake na gelu
(slika 3.2.).
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Slika 3.2. Agarozna gel elektroforeza umnozenih delova genoma 4. a.

3.7.2. Odredivanje kvantitativnog sastava mikroorganizama u GCF

Za procenu ukupne koncentracije bakterija u GCF kori$¢ena je metoda lancane reakcije polimeraze u
»realnom vremenu” (engl. real-time polymerase chain reaction — real time PCR), takode poznatu kao
kvantitativnu lancanu reakciju polimeraze (engl. quantitative polymerase chain reaction — qPCR).
Metoda omogucava kvantifikovanje specifi¢nih nukleinskih kiselina u sloZenoj smesi, ¢ak 1 ako je
pocetna koli¢ina niske koncentracije. Metoda real time PCR Cesto se primenjuje za kvantifikaciju
bakterijskog 1 virusnog genoma, za procenu broja kopija onkogena u malignim ¢elijama, a najceSce se
koristi za analizu nivoa genske ekspresije, nakon reakcije reverzne transkripcije.

Reakcija qPCR bazira se na istim principima kao 1 PCR, s tim $§to je koli¢inu dobijenog produkta nakon
svakog ciklusa amplifikacije moguce pratiti zahvaljujuci primeni fluorescentnih boja i mogu se jasno
razlikovati tri faze umnozavanja PCR produkta: eksponencijalna, linearna i plato. Prva faza reakcije je
eksponencijalna faza, kada reakcija napreduje sa neSto manje od 100% efikasnosti (pazljivom
optimizacijom uslova postize se priblizno 100% efikasnost) 1 kada se koli¢ina PCR amplifikata
udvostrucava u svakom ciklusu. Dok se proizvod reakcije kontinuirano nakuplja, PCR sastojci se trose,
efikasnost reakcije opada i1 ulazi se u drugu, linearnu fazu, a zbog daljeg smanjenja dostupnih reagenasa
reakcija ¢e se u nekom trenutku usporiti i u¢i u plato fazu.

Fluorescentne boje koje se uobiCajeno koriste u real time PCR reakcijama su SYBR Green i
EvaGreen®. Obe su po svojim karakteristikama interkalirajuée boje, Sto znaci da se ugraduju izmedu
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lanaca dvolan¢anih DNK struktura koje nastaju kroz proces amplifikacije. Kada su takve boje slobodne
u rastvoru, pokazuju relativno nisku fluorescenciju, skoro nedetektabilnu, ali kada se vezu za
dvolanc¢anu DNK, njihova se fluorescencija povecava preko 1000 puta. PCR aparat u kome se izvodi
reakcija ima pobudivac¢ i detektor fluorescence, pa na kraju svakog od ciklusa registruje koli¢inu
ugradene boje Sto omoguéava pracenje toka PCR reakcije. Kada fluorescentni signal ulazi u
eksponencijalnu fazu, zapo¢ne dupliranje PCR produkta i taj ciklus se oznaCava kao Ct (engl. Cycle
threshold). Sto je vise DNK u uzorku, kraée je vreme potrebno da se dostigne prag fluorescence, tj. Ct
vrednost je manja. Uporedo sa uzorcima, u svaku reakciju je uklju¢en niz desetostrukih razblazenja
referentne DNK (soj Prevotella melaninogenica ATCC 25845: 32,4 fg - 32,4 ng) da bi se generisala
standardna kriva. Ukupni broj kopija gena bakterija odreden je interpolacijom na standardnoj krivi, kao
Sto je prethodno opisano (Brajovi¢ i dr. 2016).

U naSem eksperimentu, reakciona smesa je sadrzala 2 pl uzorka bakterijske DNK, 7,5 ul real-time -
PCR master miksa (SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX Kit - Bioline), po 1 ul EuF
(5’TCCTACGGGAGCACAGT3’) i EuR (5GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT3’) prajmera i
3,5 ul vode bez nukleaza. EuF i EuR predstavljaju univerzalne bakterijske prajmere koji se vezuju za
visoko konzervirane regione 16S ribozomske DNK (rDNK).

Real time PCR analize su radene u Gene-K Fluorescence PCR sistemu za detekciju (BIOER
Technology, Sangaj, Kina) pod slede¢im uslovima: Inicijalna denaturacija 95°C 3 minuta; 40 ciklusa
denaturacije na 95°C 30 sekundi, vezivanje prajmera na 60°C 30 sekundi i elongacija na temperaturi
72°C 1 minut; zavr$na elongacija na 72°C trajala je 5 minuta.

3.7.3. Ispitivanje biohemijskih parametara

Uzorkovanje GCF koriS¢eno je 1 za utvrdivanje koncentracije MMP-8, TNF-a i ALP upotrebom
odgovaraju¢ih ELISA. ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) omogucava detekciju i
kvantifikaciju proteina u tecnom uzorku, a zasnovana je na reakciji antigen-antitelo. Uzorak sa
nepoznatom koli¢inom antigena imobilizira se na ¢vrstom nosacu (mikrotitar ploc¢a od polistirena) ili
nespecificno (adsorpcijom na povrsinu) ili specificno (tako Sto ga hvata prvo antitelo specifi¢no za
antigen; ovaj tip ELISA testa se oznacava kao "sendvi¢" ELISA). Zatim se na povrSinu dodaje antitelo
sa kovalentno vezanim enzimom, a u poslednjem koraku dodaje se rastvor koji sadrzi supstrat enzima.
Reakcija koja usledi izmedu enzima 1 supstrata daje vidljivu reakciju, najcesée rezultuju¢i promenom
boje rastvora. Nakon $to je antigen imobilizovan, dodaje se antitelo za otkrivanje, formiraju¢i kompleks
sa antigenom. Izmedu koraka plo¢a se obicno pere blagim rastvorom deterdzenta za uklanjanje svih
proteina ili antitela koja se nisu specificno vezala, a nakon poslednjeg koraka pranja, ploca se razvija
dodavanjem enzimatskog supstrata za proizvodnju vidljivog signala.

Kvantifikacija proteina izvedena je prema preporukama proizvodaca koriS¢enjem slede¢ih ELISA
setova: Human Total MMP-8 Kuantikine ELISA Kit (R&D Sistems, Minneapolis, MN, USA); Faktor
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nekroze humanog tumora nekroze (TNF-a) i ELISA kompleti za ljudsku alkalnu fosfatazu (ALP)
(Elabscience Biotechnologi, Vuhan, Kina). Uzorci nisu bili stariji od 3 meseca i ¢uvani su na -70°C.
Priprema standarda i njegova razblazenja su sprovedena prema uputstvu proizvodaca. Uzorci GCF su
eluirani sa papirnih poena dodatkom 1000 pl rastvora fosfatnog pufera (pH=7,4), nakon ¢ega su uzorci
centrifugirani 20 minuta na 3000 obrtaja u minutu.

Neposredno nakon centrifugiranja, supernatant je sakupljen i koris¢en za dalje ispitivanje.

Postupak je bio sledeci:

1.

Dodavano je 100 pl standarda i svakog uzorka u bunari¢e mikrotitar ploce koja je nakon toga

inkubirana 90 min na 37 °C (Slika 12).
v Ve
'AG & Analyte

-9\'
Wrﬁr ﬁr Slika 3.3.

Potom je te¢nost uklanjana iz svakog bunari¢a mikrotitar ploc¢e i dodavan Biotinirani rastvor za
detekciju Ab pripremljenog na definisan na¢in. Nakon paZljivog meSanja, inkubirano je sve na
37°C sat vremena (Slika 13).

Biotin

Y Y

Slika 3.4.

. 1 ovaj rastvor je aspiriran 1 uklonjen, a potom je dodato 350 pl pufera za ispiranje 1 posupak

ponovljen 3 puta. Nakon dodavanja 100 pl HRP konjugata, ploca je inkubirana 30 minuta na
37°C (Slika 14).
W HRP
Streptavidin .!

ﬁ-’r’ 8L NS

‘ Wﬁ( Slika 3.5.

Sadrzaj svakog bunarica je aspiriran 1 bunari¢i su isprani jo§ 5 puta. Sledilo je dodavanje 90 pl
supstratnog reagensa i1 inkubacija 15 minuta na 37°C (Slika 15).
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.L Tﬁéﬁ,_
ﬁr' ﬁrﬁr Slika 3.6.

5. Poslednji korak je bio dodavanje 50 ul STOP rastvora (Slika 16).
Stop solution @

Y Yy

6. Postupak odredivanja opticke gustine i koncentracije bio je sli¢an za ALP, MMP-8, kao i TNF-
a (Slika 17).

Slika 3.7.

\V( ﬁrﬁr Slika 3.8.

(Slike 3.3.-3.8.-preuzete i modifikovane : https://ruo.mbl.co.jp/bio/e/support/method/elisa.html )

Upotrebom cita¢a za mikrotitar plo¢e (RT 2100C, Raito Life i Analiticke nauke, Shenzhen, Kina)
podesenog na 450 nm 1 570 nm, odredena je opticka gustina, a koncentracije testiranih proteina su
odredene 1z generisane standardne krive (Slika 18).
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Metodologija
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Slika 3.9. — Koncentracija ALP-a (pg/mL) (izvor:
https://www.elabscience.com/phuman_alpl(alkaline_phosphatase, liver_bone_kidney) elisa_kit-19907.html )

3.8. RIZIK

U literaturi ne postoje podaci o rizicima vezanim za ovakvu vrstu procedure.
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Metodologija

3.9. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statistickom analizom obuhvaceni su svi parametri ukljuceni u klinicka i laboratorijska ispitivanja.
Koris¢en je statistiCki programski paket SPSS za Windows (verzija 20.0). Posmatrane numericke
varijable su opisane klasicnim merama centralne tendencije: aritmetickom sredinom i medijanom, kao i
merama varijabiliteta: standardnom devijacijom, minimalnom i maksimalnom vredno$¢u. Procena
vrednosti posmatranih varijabli izmerenih u uzorku je opisana 95% intervalom poverenja. Dobijeni
rezultati predstavljeni su tabelarno. Raspodele svih vrednosti rezultata ispitivane su koriS¢enjem testa
normalnosti Kolmogorov-Smirnov i u zavisnosti od distribucije, vrednosti dobijene u dve studijske
grupe uporedivane su korisS¢enjem Student-ovog t-testa ili Vilkokson-ovog (Wilcoxon) testa. Poredenja
svih merenja unutar svake pracene grupe izvrSena su ANOVA testom ponovljenih merenja sa
Bonferoni (Bonferroni) korekcijom ili Fridman (Friedman) i Vilkokson testom rangiranja.
Univarijantni 1 multivarijantni logisti¢ki regresioni modeli kori§¢eni su za procenu prediktora razlike
izmedu kontrolne i studijske grupe. Razlike su smatrane znacajnim kada je p vrednost bila < 0,05.
Snaga studije izracunata je koriS¢enjem DSS Research, za primarni ishod (CAL) nakon 6 meseci 1 bila
je iznad 90%. Grani¢na vrednost za prihvatanje hipoteze o postojanju razlike izmedu testiranih grupa u
analiziranim varijablama, kao 1 unutar grupa izmedu posmatranih vremena merenja, postavljena je na p
<0,05.
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Rezultati

4.1. STATISTICKA ANALIZA REZULTATA

U odabranoj grupi ispitanika, metodom ,,podeljenih usta” su posmatrani efekti dva terapijska postupka
primenjena u toku leCenja parodontitisa. Posmatrani su efekti inicijalne terapije u kombinaciji sa

aplikacijom i-PRF-a u odnosu na efekte samo inicijalne terapije parodontitisa.

Tabela 4.1. Demografske karakteristike ispitanika

Posmatrani parametri

Dobijene vrednosti

Starost
X£SD godina
(Med; min-max)

Zenski
Pol
Muski

Ukupan broj ispitanika

38,00+10,12
(36,50; 22-64)

17 (56,7%)
13 (43,3%)
30 (100,0%)

Prosecna starost pacijenata ukljucenih u studiju bila je 38.0+10.1 godina, od kojih je nesto vise bilo
osoba Zenskog pola 56,7%, dok je osoba muskog pola bilo 43,3%.
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DUBINA SONDIRANIJA (engl. periodontal pocket depth — PPD)

Tabela 4.2.1. Medugrupno 1 unutargurpno poredenje srednjih vrednosti PPD =+ standrardna devijacija
(SD) izraZzene u milimetrima (Med; min-max)

PPD
x£SD mm Grupa

(Med; min-max)

Vreme merenja P C Zna&ajnost
) 3,735+0,863 3,696+0,851
0 meseci ‘p=0,429
(3,800; 1,63- 5,13 ) (3,820; 1,67-4,96)
2,398+0,792 2,876+0,804
1 mesec °p=0,000%*
(2,2700; 1,21-3,65) (2,930; 1,32-4,28)
1,990+0,640 2,567+0,701
3 meseca “p=0,000%*
(1,910; 1,09-3,03) (2,4300; 1,22-3,88)
1,77840,542 2,409+0,640
6 meseci “p=0,000*
(1,720; 1,08-2,68) (2,250; 1,20-3,72)
Znacajnost * ‘p=0,000* p=0,000*

P- ispitavana grupa; C — kontrolna grupa

* — Unutargrupno poredenje izmedu vremena posmatranja; jednofaktorska analiza varijanse sa
ponovljenim merenjem

°_ Poredenje izmedu grupa

‘~ T-test za vezane uzorke

¢_ Wilcokson-ov test za vezane uzorke

*_ Statisticki znaCajna razlika, p<0,05

Poredenjem vrednosti dubine sondiranja (PPD) pre pocetka inicijalne terapije nije uocCena statisticki
znacajna razlika izmedu ispitivane (P) i1 kontrolne (C) grupe (Tabela 4.2.1). Daljom analizom vrednosti
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PPD izmedu navedenih grupa u vremenima posmatranja: 1 mesec, 3 meseca i 6 meseci nakon
sprovedene inicijalne terapije, uocava se statisticki znacajna razlika u vrednostima PPD 1 to tako da su
ove vrednosti bile statisticki znacajno veée u C grupi u odnosu na P grupu (Grafikon 4.3).
Unutargrupnim poredenjem uocena je statistiCki znacajna razlika medu vrednostima PPD izmedu svih
vremena Sestomesecnog perioda posmatranja (Tabela 4.2.2.), tokom koga su se vrednosti ovog
parametra statisticki znacajno smanjivale (Grafikon 4.1.14.2.).

Tabela 4.2.2. Unutargrupno poredenje vrednosti PPD u svakom pojedina¢nom intervalu merenja

PPD
Vreme merenja
Grupe Om Im 3m
(mesect)

Im *p=0,000* / *p=0,000*
P 3m *p=0,000* *p=0,000* /

6m *p=0,000* *p=0,000* *p=0,000%*

Im *p=0,000* / *p=0,000%*
C 3m *p=0,000* *p=0,000* /

6m *p=0,000* *p=0,000* *p=0,000*

*“Bonferoni test: unutargrupno poredenje

P- ispitavana grupa; C — kontrolna grupa
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Dubina sondiranja - PPD u P grupi

Grafikon 4.1. Srednje vrednosti dubine sondiranja (PPD) + standrardna devijacija (SD) izrazene u
milimetrima u odnosu na razli¢ita vremena posmatranja ovog parametra u P grupi sa intervalom
poverenja od 95%.

(53]

PPD (mm)

[#%]

[}
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Dubina sondiranja - PPD u kontrolnoj C grupi

Grafikon 4.2. Srednje vrednosti dubine sondiranja (PPD) + standrardna devijacija (SD) izrazene u
milimetrima u odnosu na razliita vremena posmatranja ovog parametra u kontrolnoj (C) grupi sa

intervalom poverenja od 95%

pre th (kauzalna) 1. mesec 3. mesec 6. mesec

PPD (mm)

]
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Medugrupno poredenje dubine sondiranja — PPD

Grafikon 4.3. Srednje vrednosti dubine sondiranja (PPD) + standrardna devijacija (SD) izrazene u
milimetrima u odnosu na razli¢ita vremena posmatranja ovog parametra u ispitivanoj (P) i1 kontrolnoj
(C) grupi, sa intervalom poverenja od 95%

5.00
grupa
M kauzalna th
M kauzalna th+Prf
500
= 400
E
E
[m]
o
L 300
2.00
1.00
pre th 1. mesec 3. mesec 6. mesec

vreme merenja
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NIVO IVICE GINGIVE (engl. level of gingival margin — LGM)

Tabela 4.2.3. Medugrupno i unutargurpno poredenje srednjih vrednosti LGM = standrardna devijacija
(SD) izraZzene u milimetrima (Med; min-max)

LGM

X £SD mm

Grupa

(Med; min-max)

Vreme merenja P C Znag&ajnost
1,737+0,567 1,787+,589
0 m °p=0,575
(1,790; 0,02-2,50) (1,770; 0,62-2,54)
0,948+0,573 1,150+0,462
1 m ‘p=0,016*
(1,040; -0,78-1,80) (1,200; 0,27-1,85)
0,782+0,580 0,877+0,533
3m ‘p=0,249
(0,811; -0,72-1,66) (0,880; -0,45-1,83)
0,808+0,518 0,794+0,457
6 m ‘p=0,871

(0,755; 0,08-2,38)

Znadajnost * 4p=0,000*

P- ispitavana grupa; C — kontrolna grupa

(0,805; -0,15-1,72)
4=0,000*

* — Unutargrupno poredenje izmedu vremena posmatranja; jednofaktorska analiza varijanse sa

onovljenim merenjem

— Poredenje izmedu grupa
°~ T-test za vezane uzorke
4 Wilcokson-ov test za vezane uzorke
*— Statisti¢ki znacajna razlika, p < 0,05
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Tabela 4.2.4. Unutargrupno poredenje vrednosti LGM u svakom intervalu merenja

LGM
Vreme merenja
Grupe Om Im 3m
(meseci)

Im *p=0,000* / *p=0,003*
P 3m *p=0,000* *p=0,003* /

6m *p=0,000* *p=0,933 “p=0,999

Im *p=0,000* / *p=0,003*
C 3m *p=0,000* *p=0,003* /

6m *p=0,000* *p=0,000* “p=0,527

*“Bonferoni (Bonferroni) test: unutargrupno poredenje
P- ispitavana grupa; C — kontrolna grupa
*— Statisti¢ki znacajna razlika, p < 0,05

Vrednosti nivoa ivice gingive (LGM) izmerene pre inicijalne terapije nisu se statisticki znacajno
razlikovale izmedu ispitivane (P) 1 kontrolne (C) grupe (Tabela 4.2.3.). Nakon 1.-og meseca od
sprovedene terapije statisti¢ki znacajno vece vrednosti ovog parametra su uocene u C grupi (Tabela
4.2.3., Grafikon 4.6.). Daljim poredenjem vrednosti ovog parametra nakon 3 i 6 meseci od sprovedene
terapije nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu P i C grupe (Tabela 4.2.3., Grafikon 4.6.).

Unutargrupnim poredenjem uocena je statisticki znacajna razlika u P i C grupi u vrednosti LGM-a
merenih pre terapije i 1 mesec, 3 meseca i 6 meseci nakon terapije (Tabela 4.2.3.). Poredenjem
vrednosti LGM-a izmedu pomenutih vremena merenja u P grupi statisti¢ki znacajna razlika nije nadena
samo izmedu 1. 1 6. meseca merenja i 3. 1 6. meseca merenja (Tabela 4.2.4.). Posmatranjem ovog
parametra u C grupi statisticki znacajna razlika nije nadena samo izmedu 3. i 6. meseca merenja
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(Tabela 4.2.4.). Analizom dobijenih rezultata moze se uociti da je zabeleZen statisticki znacajan pad
vrednosti LGM-a 1 mesec nakon terapije 1 da je taj pad bio vec¢i u P grupi, a da do kraja perioda
pracenja nisu zabeleZene statisticki znacajne promene vrednosti ovog parametra (Grafikon 4.4.,4.5. 1

4.6.).

Nivo ivice gingive — LGM u ispitivanoj — P grupi

Grafikon 4.4. Srednje vrednosti LGM = standrardna devijacija (SD) izraZene u milimetrima u odnosu
na razli¢ita vremena posmatranja ovog parametra u ispitivanoj (P) grupi sa intervalom poverenja od
95%.

LGM (mm)

o

pre th (kauzalna i Prf) 1. mesec 3. mesec 8. mesec
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Nivo ivice gingive — LGM u kontrolnoj — C grupi

Grafikon 4.5. Srednje vrednosti LGM = standrardna devijacija (SD) izrazene u milimetrima u odnosu
na razli¢ita vremena posmatranja ovog parametra u kontrolnoj (C) grupi sa intervalom poverenja od

L TT:

pre th (kauzalna) 1.mesec 3. mesec 6. mesec

LGM (mm)
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Medugrupno poredenje vrednosti nivoa ivice gingive - LGM

Grafikon 4.6. Srednje vrednosti LGM = standrardna devijacija (SD) izraZzene u milimetrima u odnosu
na razli¢ita vremena posmatranja ovog parametra u ispistivanoj (P) i kontrolnoj (C) grupi, sa
intervalom poverenja od 95%

3.00
grupa
B kauzalna th
M auzalna th+Prf
2.00
E
E
= 100 .
[T
|
.00
7o
o]
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NIVO PRIPOJNOG EPITELA (engl. clinical attachment level — CAL)

Tabela 4.2.5. Medugrupno i unutargurpno poredenje srednjih vrednosti CAL + standrardna devijacija
(SD) izrazene u milimetrima (Med; min-max)

CAL

x+SD mm

(Med; min-max)

Grupa

(1,115;0,12-2,41)

(1,655; 0,20-2,85)

Vreme merenja P C Znacajnost b
) 2,009+0,724 2,018+0,715
Omeseci ‘p=0,773
(1,965; 0,25-3,31) (2,045; 0,42-3,46)
1,453+0,643 1,755+0,654
Imesec “p=0,000*
(1,420; 0,17-2,73) (1,845; 0,29-3,02)
1,237+0,610 1,619+0,618
3meseca ‘p=0,000*
(1,165; 0,12-2,28) (1,735; 0,22-2,83)
1,226+0,580 1,585+0,619
6 meseci “p=0,000*

Znacajnost *

4p=0,000*

4p=0,000*

P- ispitavana grupa; C — kontrolna grupa
? — Unutargrupno poredenje: izmedu vremena posmatranja; Jednofaktorska analiza varijanse sa

ponovljenim merenjem
b_ Poredenje izmedu grupa
— T-test za vezane uzorke

L Vilkoksonov (Wilcokson) test za vezane uzorke
*— Statisti¢ki znacajna razlika, p < 0,05

Posmatranjem nivoa pripojnog epitela (CAL) pre pocetka inicijalne terapije parodontopatije, nije
uocena statisticki znacajna razlika izmedu leve i desne strane u gornjoj ili donjoj vilici ispitivanih
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pacijenata. Medugrupnim poredenjem nakon mesec dana, 3 meseca, ali isto tako 1 nakon 6 meseci od
sprovedene terapije, u grupi P je zabelezen statistiCki znacajan pad vrednosti ovog parametra u odnosu
na grupu C. Moze se uociti pozitivan uticaj primene i-PRF-a na promenu vrednosti CAL i nakon
celokupnog Sestomesecnog intervala prac¢enja (Tabela 4.2.5. 1 Grafikon 4.9.).

Vrednost CAL posmatrana u toku vremena i u jednoj i u drugoj grupi se statisticki znac¢ajno smanjivala
(Grafikon 4.7.14.8.) 1 (Tabela 4.2.6.).

Tabela 4.2.6. Unutargrupno poredenje vrednosti CAL u svakom intervalu merenja

CAL
Grupe Vrememerenja Om Im 3m
Im *p=0,000* / *p=0,000%*
3m *p=0,000* *p=0,000* /

P 6m *p=0,000* *p=0,000* *p=0,000%*
Im *p=0,000%* / *p=0,000*
3m *p=0,000* *p=0,000* /

C 6m *p=0,000%* *p=0,000* *p=0,000*

*~ Bonferoni (Bonferroni) test
P- ispitavana grupa; C — kontrolna grupa
*— Statisti¢ki znacajna razlika, p < 0,05
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Nivo pripojnog epitela — CAL u ispitivanoj — P grupi

Grafikon 4.7. Srednje vrednosti CAL =+ standrardna devijacija (SD) izrazene u milimetrima u odnosu na
razli¢ita vremena posmatranja ovog parametra u ispitivanoj (P) grupi sa intervalom poverenja od 95%.

CALp 0 (mm) CALp Tm CALp 3m CALp Bm
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Nivo pripojnog epitela — CAL u kontrolnoj — C grupi

Grafikon 4.8. Srednje vrednosti CAL =+ standrardna devijacija (SD) izrazene u milimetrima u odnosu na
razli¢ita vremena posmatranja ovog parametra u kontrolnoj (C) grupi sa intervalom poverenja od 95%.

CALcO CALc Tm CALc 3m CALc 6m
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Medugrupno poredenje vrednosti nivoa pripojnog epitela — CAL

Grafikon 4.9. Srednje vrednosti CAL =+ standrardna devijacija (SD) izrazene u milimetrima u odnosu na
razli¢ita vremena posmatranja ovog parametra u ispitivanoj (P) i kontrolnoj (C) grupi, sa intervalom
poverenja od 95%

4.00
grupa
Ekauzalna th
B auzalna th+Prf
3.00
E
E
= 200
=
8]
1.00
o]
00
pre th 1. mesec 3. mesec 6. mesec

vreme merenja
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KRVARENJE NA PROVOKACIU (engl. bleeding on probing — BOP)

Tabela 4.2.7. Medugrupno i unutargurpno poredenje srednjih vrednosti BOP =+ standrardna devijacija

(SD) ; medijana, minimalna i maksimalna vrednost (Med; min-max)

BOP
x+SD

(Med; min-max)

Grupa

Vreme merenja P C Znad&ajnost ”
1,418+0,714 1,345+0,711
0 meseci ‘p=0,063
(1,380; 0,25-2,68) (1,345; 0,00-2,63)
0,649+0,454 1,005+0,562
1 mesec p=0,000%*
(0,655; 0,00-1,55) (1,065; 0,08-1,88)
0,298+0,280 0,601+0,392
3 meseca “p=0,000*
(0,195; 0,00-0,85) (0,520; 0,00-1,38)
0,098+0,090 0,257+0,167
6 meseci “p=0,000*
(0,600; 0,00-0,26) (0,235; 0,00-0,59)
Znacajnost 4p=0,000* 4p=0,000*

P- ispitavana grupa; C — kontrolna grupa
* —Unutargrupno poredenje izmedu vremena posmatranja; jednofaktorska analiza varijanse sa
ponovljenim merenjem
b ..
— Poredenje izmedu grupa
‘— T-test za vezane uzorke
_ Vilkoksonov (Wilcokson) test za vezane uzorke
*— StatistiCki znacajna razlika, p<0,05

Pre pocetka terapije vrednost krvarenja na provokaciju (BOP), testirane izmedu P i C grupe nije
pokazivala statisticki znacajnu razliku. Kada su ove vrednosti uporedivane 1.-og meseca, 3.-eg meseca
1 6.-og meseca uocena je statisticki znacajna razlika (Tabela 4.2.7.).

Unutargrupnim poredenjem, tj. poredenjem vrednosti BOP sa strane vilice koja je tretirana i-PRF-om u
sklopu kauzalne terapije doslo je do statisticki znacajnog smanjenja vrednosti ovog parametra i to se
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uocava uporedivanjem svih vremena pracenja (Tabela 4.2.8., Grafikoni 4.10. 1 4.11.). Za razliku od ove
grupe, vrednost BOP sa strane vilice koja je leCena samo kauzalnom terapijom nije pokazala statistic¢ki
znacajne promene nakon prvog meseca pracenja (Tabela 4.2.8.).

Tabela 4.2.8. Unutargrupno poredenje vrednosti BOP u svakom intervalu merenja

BOP
Vreme merenja
Grupe (mesect) Om Im 3m
Im *p=0,000* / *p=0,000*
3m *p=0,000* *p=0,000* /

P 6m *p=0,000* *p=0,000* *p=0,000*
Im *p=0,077 / *p=0,000*
3m *p=0,000* *p=0,000* /

C 6m *p=0,000* *p=0,000* *p=0,000*

*“Bonferoni (Bonferroni) test
P- ispitavana grupa; C — kontrolna grupa
*— Statisti¢ki znacajna razlika, p<0,05
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Krvarenje na provokaciju — BOP u ispitivanoj — P grupi

Grafikon 4.10. Srednje vrednosti BOP =+ standrardna devijacija (SD) u odnosu na razli¢ita vremena
posmatranja ovog parametra u ispitivanoj (P) grupi sa intervalom poverenja od 95%

3.0

25

20

BOP

15
1.0

:i#iéi.

pre th (kauzalna i Prf) 1. mesec 3. mesec 8. mesec
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Krvarenje na provokaviju — BOP u kontrolnoj — C grupi

Grafikon 4.11. Srednje vrednosti BOP =+ standrardna devijacija (SD) u odnosu na razli¢ita vremena
posmatranja ovog parametra u kontrolnoj (C) grupi, sa intervalom poverenja od 95%
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Medugrupno poredenje krvarenja na provokaciju — BOP

Grafikon 4.12. Srednje vrednosti BOP =+ standrardna devijacija (SD) u odnosu na razli¢ita vremena
posmatranja ovog parametra u ispitivanoj (P) i kontrolnoj (C) grupi, sa intervalom poverenja od 95%
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PLAK INDEKS (engl. plaque index — PI)

Tabela 4.2.9. Medugrupno i unutargurpno poredenje srednjih vrednosti PI + standrardna devijacija
(SD); medijana, minimalna i maksimalna vrednost (Med; min-max)

PI
x+SD Grupa

(Med; min-max)

Vreme merenja P-grupa C-grupa Znadajnost °
) 1,231+0,559 1,241+0,565
Omeseci ‘p=0,895
(1,220; 0,31-2,38) (1,220; 0,31-2,56)
0,255+0,202 0,250+0,185
Imesec ‘p=0,796
(0,250; 0,00-1,00) (0,190; 0,00-1,00)
0,236+0,254 0,212+0,182
3meseca ‘p=0,597
(0,185; 0,00-1,15) (0,190; 0,00-1,00)
0,199+0,185 0,203+0,184
6meseci ‘p=0,508
(0,180; 0,00-1,00) (0,180; 0,00-1,00)
Znacajnost * 4p=0,000* 9p=0,000*

P- ispitavana grupa; C — kontrolna grupa
* —Unutargrupno poredenje izmedu vremena posmatranja; jednofaktorska analiza varijanse sa
ponovljenim merenjem
b ..
— Poredenje izmedu grupa
‘— T-test za vezane uzorke
4 Vilkoksonov (Wilcoxon) test za vezane uzorke
*— StatistiCki znacajna razlika, p< 0,05
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Rezultati

Tabela 4.2.10. Unutargrupno poredenje vrednosti PI u svakom intervalu merenja

PI
Vreme merenja
Grupe (mesect) Om Im 3m
Im p=0,000* / *p=0,016*
3m *p=0,000* p=0,016* /

P 6m p=0,000* p=0,006* *p=0,023*
Im *p=0,000* / *p=0,006*
3m p=0,000* p=0,006* /

C 6m *p=0,000* p=0,001* “p=0,004*

*“Bonferoni (Bonferroni) test: medugrupno poredenje
P- ispitavana grupa; C — kontrolna grupa
*— Statisti¢ki znacajna razlika, p< 0,05

Na pocetku terapije, kao ni tokom celokupnog terapijskog postupka, nije postojala statisticki znacajna
razlika izmedu izmerenog plak indeksa (PI) izmedu ispitivane (P) i kontrolne (C) strane vilice
pacijenata (Tabela 4.2.9., Grafikon 4.15.). Nakon sprovedena obe terapijske metode, tokom
Sestomesecnog perioda pracenja u svakom merenom intervalu, uocava se statisticki znaajno smanjenje
vrednosti plak indeksa (Tabela 4.2.10., Grafikon 4.13 1 4.14.).
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Plak indeks — PI u ispitivanoj — P grupi

Grafikon 4.13. Srednje vrednosti PI & standrardna devijacija (SD) izrazene u milimetrima u odnosu na
razli¢ita vremena posmatranja ovog parametra u ispitivanoj (P) grupi, sa intervalom poverenja od 95%
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Plak indeks — PI u kontrolnoj — C grupi

Grafikon 4.14. Srednje vrednosti PI + standrardna devijacija (SD) izraZzene u milimetrima u odnosu na
razli¢ita vremena posmatranja ovog parametra u kontrolnoj (C) grupi, sa intervalom poverenja od 95%
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Rezultati

Medugrupno poredenje plak indeksa — PI

Grafikon 4.15. Srednje vrednosti PI + standrardna devijacija (SD) izraZzene u milimetrima u odnosu na
razli¢ita vremena posmatranja ovog parametra u ispitivanoj (P) i kontrolnoj (C) grupi, sa i ntervalom

poverenja od 95%
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Rezultati

PARODONTOPATOGENI MIKROORGANIZMI

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (4. a.)

Tabela 4.3.1. Procentualna zastupljenost pozitivnih i negativnih uzoraka u ispitivanoj P grupi

Aggregatibacter actinomycetemcomitans- u PRF-grupa (P)

FRENEREREEE Ukupno - Znacajnost”

- 6 (20,0%) 0 (0,0%) 6 (20,0%)

+ 19 (63,3%) 5 (16,7%) 24 (80,0%) °p=0,000*
Ukupno 25 (83,3%) 5(16,7%) 30(100,0%)

- 21 (70,0%) 4 (13,3%) 25 (83,3%)

+ 1(3,3%) 4 (13,3%) 5(16,7%)  °p=0,375
Ukupno 22 (73,3%) 8 (26,7%) 30(100.0%)

- 13 (43,3%) 9 (30,0%) 22 (73,3%)

+ 0 (0,0%) 8 (26,7%) 8 (26,7%) ap=0,004*
Ukupno 13 (43,3%) 17 (56,7%) 30(100.0%)

- 6 (20,0%) 7 (23,3%) 13 (43,3%)

+ 0 (0,00%) 17 (56,7%) 17 (56,7%) °p=0,016*
Ukupno 6 (20,00%) 24 (80,0%) 30(100.0%)

P- ispitavana grupa;
a
distribucija;

b *_ Statisticki znacajna razlika, p < 0,05

Maknemarov (McNemar) test —unutargrupno poredenje izmedu razli¢itih vremena, binominalna

Pre pocetka terapije u P grupi, u koj je sprovedena inicijalna terapija u kombinaciji sa i-PRF-om, u 24
ispitivane regije (80,0%) je uzorak GCF pokazivao prisustvo Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(4.a.), dok je u 6 (20,0%) slucajeva uzorak bio negativan (Tabela 4.3.1.). Na kraju prvog meseca 25
(83,3%) uzoraka je bilo negativno, dok je 5 (16,7%) uzoraka bilo pozitivno. ZapaZa se smanjenje broja
pozitivnih uzoraka u P grupi mesec dana nakon sprovedene terapije, ali nije pokazana statisticka

znacajnost.

Izmedu prvog i treCeg meseca pracenja postterapijskih rezultata, uocava se dalje smanjenje broja
pozitivnih uzoraka na A. a. koje takode nije statisticki znacajno u odnosu na prvi mesec. Na kraju 3.-eg
meseca u 8 (26,7%) uzoraka je potvrdeno prisustvo 4. a., dok je 22 (73,3%) uzorka nije detektovana

DNK ovog mikroorganizma.
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Izmedu 3. i 6. meseca primecuje se porast uzoraka pozitivnih na A. a., koji sada pokazuje statisticku
znacajnost. Na kraju 6. meseca vise od polovine ispitanih uzoraka, tj. 17 (56,7%) je bilo pozitivno na 4.
a., a samo preostalih 13 (43,3%) bilo je negativno. Ukoliko uporedimo broj pozitivnih uzoraka pre
terapije (24 ili 80,% uzoraka) i1 nakon 6 meseci 17 (56,7%), videCemo da postoji statisticki znacajno
smanje u broju obolelih mesta kod kojih je prisutna A4. a..

Tabela 4.3.2. Procentualna zastupljenost pozitivnih i negativnih uzoraka u C grupi

Aggregatibacter actinomycetemcomitans- C kontrolna grupa (AaC)

- +
NREHERIEREES Ukupno - Znacajnost’
- 6 (20,0%) 0 (0,0%) 6 (20,0%)
+ 6 (20,0%) 18 (60,0%) 24 (80,0%)  °p=0,031*

Ukupno 12 (40,0%) 18 (60,0%) 30(1000,0%)
- 10 (33,3%) 2 (6,7%) 12 (40%)
+ 4 (13,3%) 14 (46,7%) 18 (60,0%)  °p=0,687

Ukupno 14 (46,7%) 16 (53,3%) 30(1000,0%)

11 (36,7%) 3(10,,0%) 14 (46,7%)
0 (0,0%) 16 (53,3%) 16 (53,3%)  °p=0,250
11 (36,7%) 19 (63,3%) 30(1000,0%)

= 6 (20,0%) 5(16,7%) 11 (36,7%)
+ 0 (0,00%) 19 (63,3%) 19 (63,3%) °p=0,063
Ukupno 6 (20,0%) 24 (80,0%) 30 (100,0%)

C - kontrolna grupa
¥ Maknemarov (McNemar) test —unutargrupno poredenje izmedu razli¢itih vremena, binominalna
distribucija

b~ *_ Statistiki znacajna razlika p<0,05

U C-grupi uzoraka nije uocena statisticki znacajna razlika u broju uzoraka pozitivnih na 4. a. tokom
Sestomesecnog perioda pracenja (Tabela 4.3.2.). Na samom pocetku pracenja, pre sprovedene inicijalne
terapije, u 24 (80,0%) uzorka je potvrdeno prisustvo 4. a.. Na kraju prvog meseca pracenja 18 (60,0%)
uzoraka je bilo pozitivno na A4. a., Sto je pokazalo statisticki znacajno smanjenje koncentracije ove
bakterije. Nakon 3 meseca 16 (53,3%), a nakon 6 meseci 19 (63,3%) pozitivnih uzoraka ukazivali su na
promene koncentracije ove bakterije koje potom nisu bile statisticki znacajne, u smislu smanjenja ii
povecanja ovih vrednosti.
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Na pocetku istraZivanja nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u broju uzoraka pozitivnihna 4. a. u P 1 C
grupi po 80,0% (Tabela 4.3.3., Grafikon 4.16.). Posle mesec dana u svakoj grupi postojala je statisticki
znafajna razlika u broju pozitivnih uzoraka izmedu C 1 P: 18 (60,0%) uzoraka kontrolne grupe bilo je
pozitivno na 4. a., a svega 5 (16,7%) uzoraka P grupe. Preostalo je svega 5 pozitivni uzoraka od
pocetnih 18. Takode, posle 3 meseca statisticki znacajna razlika se uo€ava u broju pozitivnih nalaza na
A. a. izmedu grupa 1 prisutno je statisticki znafajno manje pozitivnih uzoraka u P grupi. Svega 8
(26,7%) uzoraka je bilo pozitivno na A. a. u P grupi, dok je duplo viSe uzoraka 16 (53,3%) bilo u C
grupi. Na kraju 6. meseca nije uocena statisticki znacajna razlika u broju uzoraka GCF uzetih sa C ili P
strane u kojima je pronadena A. a. U 17 (56,7%) uzoraka je potvrdena sa P strane, a u 19 uzoraka
(63,3%) sa kontrolne strane usta pacijenata koji su ucestvovali u ovoj studiji.

Tabela 4.3.3. Medugrupno poredenje proceuntalno zastupljenih pozitivnih 1 negativnih uzoraka 4. a. u
P i C grupi

Aggregatibacter actinomycetemcomitans P versus C grupa

. - +
SRR Jkupno P

6 (20,0%) 0 (0,0%) 6 (20,0%)
0 (0,0%) 24 (80,0%) 24(80,0%) 2p=0,999
6 (20,0%) 24 (80,0%) 30 (100%)

AaP-1m
- 12 (40,0%) 0 (0,0%) 12(40,0%)
AaC-1m + 13 (43,3%) 5(16,7%) 18 (60,0%) °p=0,000*
Ukupno 25 (83,3%) 5 (16,7%) 30 (100%)
- 14 (46,7%) 0 (0,0%) 14 (46,7%)
AaC-3m + 8 (26,7%) 8 (26,7%) 16 (53,3%) °p=0,008*
Ukupno 22 (73,3%) 8 (26,7%) 30 (100%)
AaP-6m
- 11 (36,7%) 0 (0,0%) 11 (36,7%)
AaC-6m + 2 (6,7%) 17 (56,7%) 19(63,3%) “p=0,500
Ukupno 13 (43,3%) 17 (56,7%) 30 (100%)



Rezultati

Grafikon 4.16. Medugrupno poredenje koncentracije 4. a. (P 1 C grupa)
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Rezultati

Porphyromonas gingivalis (P. g.)

Analizom uzoraka GCF pre pocetka terapije u svim uzorcima (100,0%) je pronadeno prisustvo P. g.
Nakon mesec dana od sprovedene inicijalne terapije u kombinaciji sa i-PRF-om prisustvo P. g. je
potvrdeno u samo 12 (40,0%) uzoraka. Nakon tri meseca je doslo do povecanja ovog broja 21 (70,0%).

Tabela 4.3.4. Procentualna zaspuljenost pozitivnih 1 negativnih uzoraka P. g. u P grupi

Porphyromonas gingivalis-P grupa

- +
\' j Uk
S AR o i

- 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
+ 18 (60,0%) 12 (40,0%) 30(100,0%) °p=0,999
Ukupno 18 (60,0%) 12 (40,0%) 30(100,0%)

- 7 (23,3%) 11 (36,7%) 18 (60,0%)
+ 2(6,7%) 10 (33,3%) 12 (40,0%)  °p=0,022*
Ukupno 9 (30,0%) 21 (70,0%) 30(100,0%)
1(3,3%) 8(26,7%) 9 (30,0%)
1(3,3%) 20 (66,7%) 21(70,0%)  °p=0,039*
2(6,7%) 28 (93,3%) 30(100,0%)
0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
2 (6,7%) 28 (93,3%) 30(100,0%) °p=0,999
Ukupno 2(6,7%) 28 (93,3%) 30(100,0%)

Maknemarov (McNemar) test —unutargrupno poredenje izmedu razli¢itih vremena, binominalna
distribucija
“*— Statisti¢ki znacajna razlika p< 0,05
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Tabela 4.3.5. Procentulana zastupljenost pozitivnuh i negativnih uzoraka u C grupi

Porphyromonas gingivalis- C grupa

VREME MERENIA Ukupno :
- 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
+ 2 (6,7%) 28 (93,3%) 30(100,0%) ap=0,999

Ukupno 2(6,7%) 28 (93,3%) 30(100,0%)
- 0(0,0%) 2(6,7%) 2(6,7%)
+ 3 (10,0%) 25 (83,3%) 28(93,3%)  °p=0,999
Ukupno 3 (10,0%) 27 (90,0%) 30(100,0%)
1(3,3%) 2(6,7%) 3 (10,0%)
0(0,0%) 27 (90,0%) 27(90,0%)  °p=0,500
1(3,3%) 29 (96,7%) 30(100,0%)
0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
1(3,3%) 29 (96,7%) 30(100,0%)  “p=0,999
Ukupno 1(3,3%) 29(96,7%) 30(100,0%)

¥ Maknemarov (McNemar) test —unutargrupno poredenje izmedu razli¢itih vremena, binominalna
distribucija

b~ %_ Statisticki znacajna razlika p< 0,05

U kontrolnoj C grupi, je nakon pocetnog detektovanja prisustva P. g u svim GCF uzorcima, posle mesec dana
bilo 28 (93,3%) pozitivnih uzoraka, a nakon 3 meseca 27 (90,0%) uzoraka. Promene u koncentraciji ovog
mikroorganizma nisu pokazivale statisticki znacajnu razliku (Tabela 4.3.5.).

Na pocetku istrazivanja nije bilo statisticki znacajne razlike u broju uzoraka pozitivnihna P. g.u P 1 C
grupi po 100,0% (Tabela 4.3.6., Grafikon 4.17.), niti tokom ¢itavog perioda ispitivanja izmedu C 1 P
grupe. Nakon 6 meseci moze se uociti da je P. g. ponovo detektovana kod svih uzoraka kako u C grupi, tako i u
P grupi.
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Tabela 4.3.6. Medugrupno poredenje koncentracije P. g. (P 1 C grupa)

Porphyromonas gingivlis - P versus C grupa

. = + v . a
Vreme merenja PgP-0m Ukupno Znacajnost
- 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
PgC-Om + 0 (0,0%) 30 (100,0%) 30(100,0%)  °p=0,999

Ukupno 0 (0,0%) 30 (100,0%) 30(100,0%)
PgP-1m
= 1(3,3%) 1(3,3%) 2(6,7%)
+ 17 (56,7%) 11 (36,7%) 28(93,3%)  °p=0,000*
Ukupno 18 (60,0%) 12 (40,0%) 30 (100%)
PgP-3m
- 2(6,7%) 1(3,3%) 3 (10,0%)
PgC-3m + 7 (23,3%) 20 (66,7%) 27 (90,0%)  °p=0,040*
Ukupno 9 (30,0%) 21 (70,0%) 30 (100%)
PgP-6m
- 1(3,3%) 0 (0,0%) 1(3,3%)
PgC-6m + 1(3,3%) 28 (93,3%) 29 (96,7%) °p=0,999
Ukupno 2 (6,7%) 28 (93,3%) 30 (100%)

¥ Maknemarov (McNemar) test —unutargrupno poredenje izmedu razli¢itih vremena, binominalna
distribucija

b~ *_ Statisticki znacajna razlika p< 0,05
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Grafikon 4.17. Medugrupno poredenje uzoraka P. g. u svim vremensskim intervalima
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Rezultati

Prevoltella intermedia — P. i.

Tabela 4.3.7. Unutargrupno poredenje u P grupi

Prevotella intermedia-P grupa

L s s Ukupno Znacainost

3 (10,0%) 0 (0,0%) 3(10,0%)

+ 15 (50,0%) 12 (40,0%) 27(90,0%) ap=0,000*
18 (60,0%) 12 (40,0%) 30(100%)
11 (36,7%) 7 (23,3%) 18(60,0%)

2 (6,7%) 10 (33,3%) 12(40,0%) ap=0,180
13 (43,3%) 17 (56,7%) 30(100%)
8 (26,7%) 5(16,7%) 13(43,3%)

0 (0,0%) 17 (56,7%) 17(56,7%) ap=0,063
8 (26,7%) 22 (73,3%) 30(100%)
3 (10,0%) 0 (0,0%) 3(10,0%)

5(16,7%) 22 (73,3%) 27(90,0%) ap=0,063
8 (26,7%) 22 (73,3%) 30(100%)

a-

Maknemarov (McNemar) test —unutargrupno poredenje izmedu razli¢itih vremena, binominalna
distribucija

b~ *_ Statisticki znacajna razlika p< 0,05

Pre pocetka terapije u P grupi, u koj je sprovedena inicijalna terapija u kombinaciji sa i-PRF-om, u 27 ispitivanih
regija (90,0%) je uzorak GCF pokazivao prisustvo P. i. (Tabela 4.3.7.). Na kraju prvog meseca 12 (40,0%)
uzoraka je bilo pozitivno, dok je 18 (60,0%) uzoraka bilo negativno. Zapaza se smanjenje broja pozitivnih
uzoraka u P grupi mesec dana nakon sprovedene terapije, ali nije pokazana statisticka znacajnost. Na kraju 3.-eg
meseca u 17 (56,7%) uzoraka je potvrdeno prisustvo P. i., dok je 13 (43,3%) uzorka nije detektovana DNK ovog
mikroorganizma. Izmedu 3. i 6. meseca primecuje se porast uzoraka pozitivnih na P. i. Ukoliko uporedimo broj
pozitivnih uzoraka pre terapije (27 ili 90,0% uzoraka) i nakon 6 meseci 22 (73,3%), ipak ne postoji statisticki
znacajno smanje u broju obolelih mesta kod kojih je prisutan mikroorganizam P. i..
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Tabela 4.3.8. Unutargrupno poredenje koncentracije P. i. — C grupa

Prevotellaintermedia-C-grupa

Vreme merenja “- * Ukupno P
- 3 (10,0%) 0 (0,0%) 3 (10,0%)
+ 4 (13,3%) 23 (76,7%) 27 (90,0%)  °p=0,125
Ukupno 7 (23,3%) 23 (76,7%) 30(100,0%)
- 7 (23,3%) 0 (0,0%) 7 (23,3%)
+ 3 (10,0%) 20 (66,7%) 23(76,7%)  °p=0,250
Ukupno 10 (33,3%) 20 (66,7%) 30(100,0%)
- 6(20,0%) 4 (13,3%) 10 (33,3%)
+ 0(0,0%) 20(66,7%) 20(66,7%) °p=0,125
Ukupno 6 (20,0%) 24 (80,0%) 30(100,0%)
3 (10,0%) 0 (0,0%) 3 (10,0%)
3 (10,0%) 24 (80,0%) 27 (90,0%)  °p=0,250
6 (20,0%) 24 (80,0%) 30(100,0%)

a-

Maknemarov (McNemar) test —unutargrupno poredenje izmedu razli¢itih vremena, binominalna
distribucija

b~ *_ Statistiki znacajna razlika p<0,05

U kontrolnoj C grupi je nakon pocetnog detektovanja prisustva P. i. u 27 (90,0%) uzoraka, posle mesec dana
bilo 23 (76,7%) pozitivnih uzoraka, a nakon 3 meseca 20 (66,7%) uzoraka. Promene u koncentraciji ovog
mikroorganizma nisu pokazivale statisticki znacajnu razliku ni posle 6 meseci (24 ili 80,0% pozitivnih uzoraka)
(Tabela 4.3.8.).

Na pocetku istrazivanja nije bilo statisticki znacajne razlike u broju uzoraka pozitivnihna P. i, uP i C
grupi po 27 (90,0%) pozitivnih uzoraka (Tabela 4.3.9., Grafikon 4.18.). Nakon mesec dana zabelezena
je statisticki znacajna razlika zmedu P (40,0%) 1 C grupe (76,0%). Nakon 3 i 6 meseci ne moZe se uociti
statisticki znacajna razlika izmedu ovih grupa u broju pozitivnih uzotaka.
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Tabela 4.3.9. - Medugrupno poredenje koncentracije P. i. — P I C grupa

Prevotellaintermedia- P versusC-grupa

- +
Vrememerena [ pipom RGN P

- 3 (10,0%) 0 (0,0%) 3 (10,0%)

+ 0 (0,0%) 27 (90,0%) 27 (90,%) °p=0,999
Ukupno 3 (10,0%) 27 (90,0%) 30 (100,0%)

Pip-1m

- 7 (23,3%) 11 (36,7%) 18(60,0%)

+ 0(0,0%) 12 (40,0%) 12(40,0%) °p=0,001*
Ukupno 7 (23,3%) 23 (76,7%) 30 (100,0%)

- 8 (26,7%) 5 (25,0%) 13 (43,3%)

+ 2(6,7%) 15 (50,0%) 17 (56,7%)  °p=0,453
Ukupno 10 (33,3%) 20 (66,7%) 30 (100,0%)

- 5(16,7%) 3 (10,0%) 8 (26,7%)

+ 1(3,3%) 21 (70,0%) 22(73,3%)  °p=0,625
Ukupno 6 (20,0%) 24 (80,0%) 30 (100,0%)

a-

Maknemarov (McNemar) test —unutargrupno poredenje izmedu razli¢itih vremena, binominalna
distribucija

b~ *_ Statistiki znacajna razlika p<0,05
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Grafikon 4.18. Medugrupno poredenje P. i. u svim vremenima pracenja
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Tannerella forsythia — T. f.

Tabela 4.3.10. Unutargrupno poredenje koncentracije 7. f. — P grupa

Tannerellaforsythia- P grupa

. - +
Jreme merenis gl i
- 6 (24,0%) 0 (0,0%) 6 (20,0%)
+ 17 (56,7%) 7 (23,3%) 24(80,0%) °p=0,000*

Ukupno 23 (76,7%) 7 (23,3%) 30(100,0%)

- 18 (60,0%) 5(16,7%) 23 (76,7%)

+ 1(3,3%) 6 (20,0%) 7 (23,3%) °p=0,219
Ukupno 19 (63,3%) 11 (36,7%) 30(100,0%)

- 12 (40,0%) 7 (23,3%) 19 (63,3%)

+ 1(3,3%) 10 (33,3%) 11 (36,7%)  °p=0,070
Ukupno 13 (43,3%) 17 (56,7%) 30(100,0%)

= 6 (24,0%) 0 (0,0%) 6 (24,0%)

+ 7 (23,3%) 17 (56,7%) 24 (80,0%)  °p=0,016
Ukupno 13 (43,3%) 17 (56,7%) 30(100,0%)

¥ Maknemarov (McNemar) test —unutargrupno poredenje izmedu razli¢itih vremena, binominalna

distribucija

b~ *_ Statisticki znacajna razlika p<0,05

U P grupi je analizom GCF pre pocetka terapije u 24 (80,0%) uzorka pronadeno prisustvo 7. f. . Nakon
mesec dana od sprovedene inicijalne terapije u kombinaciji sa i-PRF-om prisustvo 7. f. je potvrdeno u

samo 7 (23,3%) uzoraka. Nakon tri meseca je doslo do povecanja ovog broja 11 (36,7%), dok se nakon
6 meseci ovaj mikroorganizam detektuje kod svih pacijenata kod kojih je pronaden pre pocetka terapije

(Tabela 4.3.10.).
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Tabela 4.3.11.- Unutargrupno poredenje koncentracije 7. f. — C grupa

Tannerellaforsythia- Cgrupa

. - +
JHEME MEtEhiS Jkupno i
- 4 (13,3%) 2 (6,7%) 6 (20.0%)
+ 3 (10,0%) 21 (70,0%) 24(80,0%) °p=0,999

Ukupno 7 (23,3%) 23 (76,7%) 30(100,0%)

- 5(16,7%) 2(6,7%) 7(2,3%)

+ 1(3,3%) 22 (73,3%) 23(76,7%)  °p=0,999
Ukupno 6 (20,0%) 24 (80,0%) 30(100,0%)

- 4 (13,3%) 2(6,7%) 6 (20.0%)

+ 2(6,7%) 22 (73,3%) 24 (80,0%)  °p=0,999
Ukupno 6 (20.0%) 24 (80,0%) 30(100,0%)

= 4 (13,3%) 2(6,7%) 6 (20.0%)

+ 2(6,7%) 22 (73,3%) 24 (80,0%)  °p=0,999
Ukupno 6 (20.0%) 24 (80,0%) 30(100,0%)

¥ Maknemarov (McNemar) test —unutargrupno poredenje izmedu razli¢itih vremena, binominalna

distribucija

b~ *_ Statisticki znacajna razlika p<0,05

U kontrolnoj C grupi je nakon pocetnog detektovanja prisustva P. i. u 24 (80,0%) uzoraka, posle mesec dana
bilo 23 (76,7%) pozitivnih uzoraka. Broj pozitivnih uzoraka se vratio na pocetnu vrednosst ve¢ nakon 3 meseca i

zadrzao i nakon 6 meseci 24 (80,0% ) (Tabela 4.3.11.).

Na pocetku istrazivanja nije bilo statisticki znacajne razlike u broju uzoraka pozitivnihna 7. £ u P 1 C
grupi po 24 (80,0%) pozitivnih uzoraka (Tabela 4.3.12., Grafikon 4.19.). Nakon mesec dana zabelezena
je statisticki znacajna razlika zmedu P (23,3%) 1 C grupe (76,7%), kao 1 nakon 3 meseca: P (36,7%) i C
(80,0%). Nakon 6 meseci ne moZe se uociti statisticki znacajna razlika izmedu ovih grupa u broju pozitivnih

uzotaka, jer su identi¢ne pocetnim vrednostima.
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Tabela 4.3.12. Medugrupno poredenje 7. f. — P 1 C grupa

Tannerellaforsythia— P versusC grupa
- +

Vreme merenja Ukupno Znaéajnosta
: 6 (20,0%) 0 (0,0%) 6 (20,0%)
Tfc-Om + 0 (0,0%) 24 (80,0%) 24 (80,0%)  °p=0,999
Ukupno 6 (20,0%) 24 (80,0%) 30 (100%)
Tfp-1m
- 7 (16,7%) 16 (53,3%) 23 (76,7%)
+ 0 (0,0%) 7 (16,7%) 7(16,7%)  °p=0,000*
Ukupno 7 (16,7%) 23 (76,7%) 30(100,0%)
Tfp-3m
= 5(16,7%) 14 (46,7%) 19 (63,3%)
+ 1(3,3%) 10 (33,3%) 11(36,7%) °p=0,001*
Ukupno 6 (20,0%) 24 (80.0%) 30(100.0%)
Tfp-6m
4 (13,3%) 9 (30,0%) 13 (43.3%)
2(6,7%) 15 (50,0%) 17 (56,7%)  °p=0,065
6 (20,0%) 24 (80.0%) 30(100.0%)

a-

Maknemarov (McNemar) test —unutargrupno poredenje izmedu razli¢itih vremena, binominalna
distribucija

b~ *_ Statisticki znacajna razlika p<0,05
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Grafikon 4.19. Medugrupno poredenje 7. /. — P i C grupa

Tannerella forsythia

90%
9 80,0% 80,0%
- 80,0% 76.6% 6 6

[ JN|
S
X X

Ul
o
X

36,7%

N
Q
X

w
o
X

23,3%
20%

Ucestalost pozitivnih uzoraka

10%

0%
0 mesec 1 mesec 3 mesec 6 mesec

Kauzalna terapija+I-PRF  ® Kauzalna terapija

112



Rezultati

4.4. Alkalnafosfstaza (ALP), faktor nekroze tumora-o (TNF-a)) i matriksna metaloproteinaza-8 (MMP-8)

Tabela 4.4.1. Koncentracija alkalne fosfataze (ALP) u pg/ml

ALP (pg/ml)
X+SD mm

(Med; min-max)

Vreme merenja

P

C

Znacajnost °

280,496+95,941

280,852+96,263

0 meseci ‘p=0,753
(301,335; 106,456- 436,353) (301,335; 107,146-436,352)
116,936+37,529 199,666+76,413
1 mesec ‘p=0,000*
(109,707; 58,321-225,092) (190,566; 76,413-100,642)
145,716+49,959 216,835+79,486
3 meseca ‘p=0,000*
(129,760; 77,266-274,844) (202,401;99,764-379,115)
237,554+79,872 268,905+90,331
6 meseci ‘p=0,000*

(247,508; 87,058-397,300)

(283,667; 102,171-421,622)

Znacajnost *

4=0,000%*

4=0,000%*

P—ispitavana grupa; C- kontrolna grupa
* —Unutargrupno poredenje izmedu vremena posmatranja; jednofaktorska analiza varijanse sa ponovljenim

merenjem

*_ Poredenje izmedu grupa

°— T-test za vezane uzorke

¢ Vilkoksonov (Wilcokson) test za vezane uzorke
*_Statisticki znacajna razlika, p < 0,05

Poredenjem uzoraka GCF uzetih sa ispitivane P i kontrolne C strane usta u trenutku prvog pregleda, a pre
otpocinjanja inicijalne terapije, nije bilo statisticki zna¢ajne razlike u izmerenim koncentracijama alkalne

fosfataze (ALP) (Tabela 4.4.1.). Nakon sprovedene terapije uocava se statisticki znacajno smanjenje

koncentracije ALP izmedu ovog vremena merenja i mesec dana nakon terapije u ispitivanoj grupi uzoraka
(Tabela 4.4.2.). U slede¢im merenjima dolazi do statisticki znacajnog povecanja koncentracije ALP-a, ali se na
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kraju Sestomesecnog perioda pracenja ne dostize pocetna vrednost (Grafikon 4.20. 1 4.21.). Sli¢ne vrste promena
u koncentraciji se uocavaju i u kontrolnoj grupi, sa tom razlikom da se promena koncentracije ALP-a izmedu
prvog i tre¢eg meseca statisticki ne razlikuje (Tabela 4.4.2.). I pored sli¢nosti u na¢inu promena vrednosti
koncentravija ALP-a izmedu grupa u svakom postterapijskom merenju ipak postoji statisticki znacajna razlika,
koja se zadrzava i do kraja 6.-og meseca (Tabela 4.4.1, Grafikon 4.22.).

Tabela 4.4.2. Unutargrupno poredenje u pojedinim vremenima merenja

ALP
Vreme merenja
Grupe Om Im 3m
(meseci)

Im “p=0,000* / ‘p=0,000*
P 3m “p=0,000* “p=0,000%* /

6m “p=0,000* ‘p=0,000* ‘p=0,000*

Im “p=0,000* / *p=0,210
C 3m “p=0,000* *p=0,210 /

6m “p=0,007* “p=0,000%* “p=0,000%*

*“Bonferoni (Bonferroni) test: unutargrupno poredenje
P-ispitivana grupa; C- kontrolna grupa

*—Statisticki znacajna razlika, p < 0,05
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Grafikon 4.20. Srednje vrednosti koncentracije (Mean) alkalne fosfataze (ALP) pg/ml u ispitivanoj P grupi sa
standardnim devijacijama (SD) u razli¢itim vremenima merenja; interval poverenja 95%
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Grafikon 4.21. Srednje vrednosti koncentracije (Mean) alkalne fosfataze (ALP) pg/ml u kontrolnoj C grupi sa
standardnim devijacijama (SD) u razli¢itim vremenima merenja; interval poverenja 95%.
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Grafikon 4.22. Medugrupno poredenje srednjih vrednosti koncentracije (Mean) alkalne fosfataze (ALP) pg/ml u
ispitivanoj i kontrolnoj C grupi sa standardnim devijacijama (SD) u razli¢itim vremenima merenja; interval
poverenja 95%
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MMP -8

Tabela 4.4.3.Koncentracija matriksne-mateloproteinaze-8 (MMP-8) u pg/ml

MMP-8 (pg/ml)
X+SD mm

(Med; min-max)

Vreme merenja P C Zna&ajnost °
11,315+1,741 11,336+1,720
0 meseci ‘p=0,671
(10,525; 9,220- 15,248) (10,706; 9,920-15,248)
7,906+1,356 9,964+1,488
1 mesec ‘p=0,000*
(8,112; 4,388-10,441) (10,220; 5,765-13,257)
6,010+1,357 9,061+1,364
3 meseca “p=0,000*
(5,872; 3,140-8,957) (9,138;6,593-12,685)
4,681+1,465 8,642+1,303
6 meseci “p=0,000*
(4,400; 2,433-7,895) (8,900; 5,309-11,922)
Znacajnost * "p=0,000* *p=0,000*

P — ispitavana grupa; C — kontrolna grupa

* — Unutargrupno poredenje izmedu vremena posmatranja; jednofaktorska analiza varijanse sa ponovljenim
merenjem

°_ Poredenje izmedu grupa

c— T-test za vezane uzorke

d- Vilkoksonov (Wilcokson) test za vezane uzorke

*_Statisticki znacajna razlika, p < 0,05

Analizom rezulata dobijenih merenjem koncentracije MMP-8 u uzorcima GCF uzetih sa ispitivane i kontrolne
strane usta pre pocetka terapije, uocava se odsustvo statisticki znacajne razlike (Tabela 4.4.3.). Posmatranjem
rezultata dobijenih merenjem nakon mesec dana, tri meseca i Sest meseci, uocava se statisticki znacajno
smanjenje u P grupi uzoraka (Tabela 4.4.4. i Grafikon 4.23). U kontrolnoj grupi uzoraka se isto tako uocava
statisticki znacajno smanjenje koncentracije MMP-8, osim izmedu treceg i Sestog meseca merenja (Tabela 4.4.4.
i Grafikon 4.24.).

Izmedu ove dve grupe postoji statisticki znacajna razlika u svakom vremen merenja unutar i nakon
Sestomesecnog perioda prac¢enja (Grafikon 4.25.). Moze se reci da je aplikacija i-PRf-a imala uticaj na
koncentraciju matriksne metalo proteinze 8 u GCF.
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Tabela 4.4.4. Unutargrupno poredenje u pojedinim vremenima merenja

MMP-8
Vreme merenja
Grupe Om Im 3m
(meseci)

Im ‘p=0,000* / “p=0,000%*
P 3m ‘p=0,000* ‘p=0,000* /

6m ‘p=0,000* ‘p=0,000* ‘p=0,000*

Im “p=0,000%* / “p=0,000%*
C 3m “p=0,000* “p=0,000%* /

6m ‘p=0,000* ‘p=0,001* *p=0,288

*“Bonferoni test: unutargrupno poredenje
P-ispitivana grupa; C- kontrolna grupa

*_Statisticki znaCajna razlika, p < 0,05
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Grafikon 4.23. Srednje vrednosti koncentracije (Mean) matriksne-metaloproteinaze-8 (MMP-8) pg/ml u
ispitivanoj P grupi sa standardnom devijacijom (SD) u razli¢itim vremenima merenja; interval poverenja 95%.
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Grafikon 4.24. Srednje vrednosti koncentracije (Mean) matriksne-metaloproteinaze-8 (MMP-8) pg/ml u
kontrolnoj C grupi sa standardnim devijacijama (SD) u razliitim vremenima merenja; interval poverenja 95%.
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Grafikon 4.25. Medugrupno poredenje srednjih vrednosti koncentracije (Mean) matriksne-metaloproteinaze-8
(MMP-8) pg/ml u ispitivanoj i kontrolnoj C grupi sa standardnom devijacijom (SD) u razli¢itim vremenima
merenja; interval poverenja 95%.
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Faktor nekroze tumora-o (TNF-a)

Tabela 4.4.5. Koncentracija faktora nekroze tumora-o (TNF-a) u pg/pl

TNF-a
X+SD mm

(Med; min-max)

Grupa

Vreme merenja P C Zna&ajnost
0,925+0,109 0,918+0,105
0 meseci ‘p=0,000*
(0,955; 0,715- 0,103) (0,957; 0,702- 1,103)
0,382+0,040 0,782+0,092
1 mesec ‘p=0,000*
(0,393; 0,297- 0,472) (0,785; 0,596- 0,945)
0,259+0,040 0,587+0,104
3 meseca ‘p=0,000*
(0,247; 0,456- 0,353) (0,594; 0,412- 0,880)
0,238+0,034 0,456+0,072
6 meseci “p=0,000*
(0,335; 0,208- 0,342) (0,458; 0,316- 0,648)
Znacajnost * "p=0,000* "p=0,000*

P—ispitavana grupa; C— kontrolna grupa

* — Unutargrupno poredenje izmedu vremena posmatranja; jednofaktorska analiza varijanse sa ponovljenim
merenjem

°_ Poredenje izmedu grupa

‘— T-test za vezane uzorke

¢ Vilkoksonov (Wilcokson) test za vezane uzorke

*— Statistiki znacajna razlika, p < 0,05

Merenjem vrednosti koncentracija TNF-o pre pocetka terapije u GCF ispitivane i kontrolne strane usta nije
pronadena statisticki zna¢ajna razlika. U ispitivanoj P grupi uzoraka uocava se statisti¢ki znac¢ajno smanjenje
koncentracije ovog interleukina do kraja perioda pracenja (Tabela 4.4.5., Tabela 4.4.6. i Grafikon 4.26.), kao i u
kontrolnoj grupi (Tabela 4.4.5., Tabela 4.4.6. 1 Grafikon 4.27.) . Izmedu pojedinih grupa uzoraka u prvom i
tre¢em mesecu nakon sprovedene terapije se uocava statisticki znacajna razlika, dok nakon 6 meseci ta razlika
vise ne pokazuje statisticku znacajnost (Tabela 4.4.5.).
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Tabela 4.4.6. Unutargrupno poredenje u pojedinim vremenima merenja

TNF-a
Vreme merenja
Grupe Om Im 3m
(meseci)

Im ‘p=0,000* / ‘p=0,000*
P 3m ‘p=0,000* ‘p=0,000* /

6m p=0,000* “p=0,000%* “p=0,004*

Im ‘p=0,000* / ‘p=0,000*
C 3m ‘p=0,000* ‘p=0,000* /

6m “p=0,000* “p=0,000%* “p=0,000%*

*“Bonferoni (Bonferroni) test: unutargrupno poredenje

P-ispitivana grupa; C- kontrolna grupa

*—Statisticki znacajna razlika, p < 0,05
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Grafikon 26. Srednje vrednosti koncentracije (Mean) faktora nekroze tumora-a (TNF-a) pg/ul u ispitivanoj P
grupi sa standardnom devijacijom (SD) u razli¢itim vremenima merenja; interval poverenja 95%.
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Grafikon 4.27. Srednje vrednosti koncentracije (Mean) faktora nekroze tumora-a (TNF-a) pg/ul u kontrolnojC
grupi sa standardnom devijacijom (SD) u razli¢itim vremenima merenja; interval poverenja 95%.
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Grafikon 4.28. Medugrupno poredenje srednjih vrednosti koncentracije (Mean) faktora nekroze tumora-o (TNF-
o) pg/pl u ispitivanoj P i kontrolnoj C grupi sa standardnim devijacijama (SD) u razli¢itim vremenima merenja;
interval poverenja 95%.

1.20 grupa
M kauzalna th
M kauzalna th+Prf
1.00
o]
80
=
oD
= )
& 60
[+
L.
=
|_
— —
00
pre th 1. mesec 3. mesec 8. mesec

vreme merenja

127



Rezultati

4.5. Ukupna koncentracija mikroorganizama u GCF odredena metodom PCR — realtime

Tabela 4.5.1.

PCR realtime
X+SD mm

(Med; min-max)

Grupa

Vreme merenja P C Znadajnost °
2408369,00+3488796,726 2372881,00+3483340,472
0 meseci °p=0,821
(704500,00; 1240- 10640000) (702500; 1220- 10480000)
27708,86+60036,838 323142+458640
1 mesec ‘p=0,000*
(3625; 3604421864,781- 60036,838) (106500; 0106- 1680000)
825098,93+4246296,647 226048,10+:680604
3 meseca ‘p=0,001*
(11700,00; 143- 613000) (75000,00; 183-3760000)
_ 71493,73+95627,954 336812,27£1057691
6 meseci “p=0,000*

(61000,00; 732-528000)

(93700; 938-5870000)

Znacajnost *

4p=0,000%*

95=0,000*

P—ispitavana grupa; C— kontrolna grupa
* —Unutargrupno poredenje izmedu vremena posmatranja; jednofaktorska analiza varijanse sa ponovljenim

merenjem

°_ Poredenje izmedu grupa

— T-test za vezane uzorke

¢ Vilkoksonov (Wilcokson) test za vezane uzorke
*— Statistiki znacajna razlika, p < 0,05

Analizom rezultata dobijenih merenjem koncentracije ukupnih bakterija u uzorku GCF ispitivane i kontrolne
strane, na pocetku studije se ne uocava statisticki znacajna razlika. U toku pojedinih vremena merenja se uocava
statisticki zna¢ajna promena ove koncentracije u ispitivanoj grupi uzoraka (Tabela 4.5.2., Grafikon 4.29.). U
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kontrolnoj grupi se ove koncentracije statisticki ne razlikuju poredenjem vrednosti Sestog meseca nakon terapije
sa merenjima dobijenim prvog i treCeg meseca nakon terapije (Tabela 4.5.2., Grafikon 4.30.). Medugrupnim
posmatranjem dobijenih rezultata u svakom vremenu merenja se uocava statisticki znacajna razlika (Tabela
4.5.1., Grafikon 4.31.).

Tabela 4.5.2.
PCR real-time
Vreme merenja
Grupe Om Im 3m
(meseci)
Im ‘p=0,000* / ‘p=0,000*
P 3m ‘p=0,000* ‘p=0,005* /
6m “p=0,000%* “p=0,002* “p=0,003*
Im ‘p=0,000* / ‘p=0,000*
C 3m ‘p=0,000* ‘p=0,013* /
6m “p=0,000* *p=0,147 *p=0,072

*“Bonferoni (Bonferroni) test: unutargrupno poredenje

P— ispitavana grupa; C— kontrolna grupa

*— Statisticki znacajna razlika, p < 0,05
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Grafikon 4.29. Srednje vrednosti koncentracije svih mikroorganizama u ispitivanoj P grupi sa standardnom
devijacijom (SD) u razli¢itim vremenima merenja; interval poverenja 95% - PCR-P grupa

5000000 -1
4000000
*
£ 3000000
L]
2
14
& 2000000
o
1000000
[s]
; :
. —— —
pre th (kauzalna) 1. mesec 3. mesec 6. mesec

130



Rezultati

Grafikon 4.30. Srednje vrednosti koncentracije svih mikroorganizama u ispitivanoj P grupi sa standardnom
devijacijom (SD) u razli¢itim vremenima merenja; interval poverenja 95% - PCR-P grupa PCR-C-grupa
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Grafikon 4.31. Medugrupno poredenje srednjih vrednosti ukupne koncentracije mikroorganizama u GCF u
ispitivanoj P i kontrolnoj C grupi sa standardnim devijacijama (SD) u razli¢itim vremenima merenja; interval

poverenja 95% -PVR P vs C grupa
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4.6.REGRESIONA ANALIZA

Tabela 4.6.1. Regresiona analiza prediktora razlike izmedu svih analiziranih parametara merenih pre
pocetka terapije i tokom Sestomesecnog perioda pracenja, koji ¢e dovesti do razlike u ishodu SRP

terapije i SRP terapije u kombinaciji sa i-PRF-om.

Univarijantni model

Multivarijantni model

Parametri Exp(B) (95%CI)" Sig. Exp(B) (95%CI)* Sig.

PPDp 0 m 1,057 (0,580 - 1,928) p=0,857

PPDp Im 0,471 (0,240 - 0,924) p=0,028* 731,320 (2,651 - p=0,021%*
201775,563)

PPDp 3m 0,278 (0,117 - 0,661) p=0,004* 0,033 (0,000 - 123,398) p=0,417

PPDp 6m -0,167 (0,058 - 0,482) p=0,001* 0,006 (0,000 - 1,931) p=0,083

CALpOm 0,982 (0,480 - 2,008) p=0,961

CALp Im 0,479 (0,209 - 1,097) p=0,082

CALp 3m 0,356 (0,144 - 0,877) p=0,025* 0,658 (0,004 - 113,702) p=0,873

CALp 6m 0,360 (0,143 - 0,906) p=0,030* 2,241 (0,009 - 558,523) p=0,774

BOPp 0 1,160 (0,563 -2,392) p=0,687

BOPp 1m 0,258 (0,089 - 0,749) p=0,013* 2,401 (0,098 - 58,986) p=0,592

BOPp 3m 0,066 (0,011 - 0,413) p=0,004* 0,072 (0,000 - 32,190) p=0,398

BOPp 6m 0,000 (0,000 - 0,016) p=0,001* 0,000 (0,000 - 0,054) p=0,013*

PIp 0 0,967 (0,387 - 2,416) p=0,942

PIp Im 1,148 (0,080 - 16,428) p=0,919

Plp 3m 1,661 (0,155 - 17,746) p=0,675

Plp 6m 0,895 (0,055 - 14,495) p=0,938

Tnf-a-p 0 1,854 (0,015 —229,164) p=0,802

Tnf-a-p Im 1,9313E-112 (0,000-0,000) | p=0,994

Tnf-a-p 3m 2,567E-192 (0,000-0,000) | p=0,992

Tnf-0-p 6m 0,000 (0,000-0,001) p=0,985

MMP-8-p 0 0,967 (0,714 - 1,309) p=0,827

MMP-8-p Im | 0,370 (0,218-0,626) p<0,001* 1,620 (0,163-16,113) p=0,681

MMP-8-p 3m | 0,267 (0,144-0,496) p<0,001* 0,588 (0,038-9,087) p=0,704

MMP-8-p 6m | 0,221(0,101-0,483) p<0,001* 0,081 (0,008-0,881) p=0,039

ALP-p 0 1,000 (0,995 - 1,005) p=0,988

ALP-p Im 0,975 (0,961-0,989) p=0,001* 0,950 (0,873-1,033) p=0,232

ALP-p 3m 0,984 (0,974-0,993) p=0,001* 1,000 (0,943-1,061) p=0,988

ALP-p 6m 0,996 (0,990-1,002) p=0,159

PCR-p 0 1,0 (1,0-1,0) P=0,968

PCR-p Im 1,0 (1,0-1,0) p=0,028* 1,00 (0,684 - 1,462) p=0,128

PCR-p 3m 1,0 (1,0-1,0) p=0,142

PCR-p 6m 1,0 (1,0-1,0) p=0,064

-p — ispitavana grupa
*Statisti¢ki znacajna razlika, p < 0,05
*Nestandardizovani koeficijent B
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Na osnovu dobijenih rezultata u regresionom modelu, mozemo zakljuciti da ¢emo dodavanjem i-PRF-a
uvek imati bolje ishodiSne rezultate, tj.manje vrednosti parametra PPD mesec dana nakon sprovedene
terapije 1 manje vrednosti indeksa BOP 6 meseci nakon terapije. Sve ovo dovodi do zakljucka da ¢e
dodatna aplikacija i-PRF-a dovesti do poboljSanja klinickih parametara nakon ovog terapijskog
postupka.
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Tabela 4.6.2. Analiza uticaja posmatranih klini¢kih i laboratorijskih parametara na vrednosti PPD
izmerene mesec dana nakon sprovedene terapije: univarijantna i multivarijantna regresiona analiza

Univarijantni model Multivarijantni model "R*adj = 0,969
Parametri B (95%CI) Sig. B (95%CI) Sig.
PPDp 0 (m) | 0,878 (0,767 - 0,988) p<0,001* 0,394 (0,044-0,744) p=0,030*
PPDp 3m 1,092 (1,008 - 1,177) p<0,001* 0,618 (0,037 - 1,199) p=0,038*
PPDp 6m 1,127 (0,993-1,261) p<0,001* | -0,157 (-0,844 - 0,530) p=0,636
LGMp 0 (m) | 0,770 (0,450-1,090) p<0,001*  -0,161 (-0,471-0,149) p=0,289
LGMp I m 0,988 (0,666-1,310) p<0,001* 0,351 (0,045-0,657) p=0,027*
LGMp 3 m 0,737 (0,395-1,078) p<0,001*  -0,011 (-0,393-0,370) p=0,950
LGMp 6 m 0,495 (0,065-0,925) p=0,025% | 0,066 (-0,220-0,0352) p=0,632
CALpO(m) | 0,806 (0,587-1,025) p<0,001* | -0,790 (-1,585-0,006) p=0,051
CALp Im 0,919 (0,696-1,143) p<0,001* 0,815 (-0,231-1,861) p=0,119
CALp 3m 0,962 (0,743-1,190) p<0,001* 0,557 (0,058 - 1,057) p=0,031*
CALp 6m 1,017 (0,792-1,243) p<0,001*  -0,343 (-1,178 - 0,492) p=0,398
BOPp 0 0,564 (0,295-0,833) p<0,001* | 0,049 (-0,097-0,195) p=0,488
BOPp Im 1,009 (0,703-1,314) p<0,001* | -0,005 (-0,258 - 0,248) p=0,967
BOPp 3m 1,457 (1,012-1,902) p<0,001* 0,145 (0,225 - 0,514) p=0,420
BOPp 6m 2,878 (1,699-4,056) p<0,001* 0,470 (-0,506 - 1,445) p=0,324
PIp 0 0,515 (0,149-0,881) p=0,007* | 0,115 (-0,055-0,285) p=0,171
PIp Im 0,955 (-0,150-2,060) p=0,089
PIp 3m 0,374 (-0,614-1,362) p=0,451
PIp 6m 0,360 (-0,822-1,542) p=0,544
Aap 0 m 0,848 (0,358-1,339) p=0,001* | -0,002 (-0,251-0,2446) p=0,985
Aap Im 0,411 (-0,019-0,841) p=0,061
Aap 3m 0,549 (0,133-0,965) p=0,011* | -0,055 (-0,227-0,116) p=0,504
Aap 6m 0,546 (0,130-0,962) p=0,011* | 0,022 (-0,261-0,304) p=0,874
Pgp Om
Pgp Im 0,553 (0,119-0,986) p=0,013*  -0,034 (-0,199-0,130) p=0,664
Pgp 3m 0,621 (0,108-1,135) p=0,019* | 0,057 (-0,097-0,211) p=0,449
Pgp 6m 0,313 (-0,673-1,299) p=0,528
Pip Om 0,565 (-0,138-1,268) p=0,113
Pip Im 0,775 (0,387-1,162) p<0,001*  -0,086 (-0,271-0,100) p=0,343
Pip 3m 0,527 (0,106-0,949) p=0,015*  -0,230 (-0,510-0,050) p=0,102
Pip 6m 0,645 (0,165-1,126) p=0,009* 0,073 ( -0,137-0,284) p=0,472
Tfp Om 0,401 (-0,127-0,930) p=0,134
Tfp Im 0,535 (0,127-0,942) p=0,011* 0,012 (-0,163-0,186) p=0,889
Tfp 3m 0,510 (0,094-0,926) p=0,017* 0,070 (-0,151-0,291) p=0,511
Tfp 6m 0,425 (-0,024-0,875) p=0,063
Tnf-o-p 0 3,279 (1,420 — 5,139) p=0,001*  -0,849 (-1,950-0,251) p=0,122
Tnf-o-p Im 1,210 (0,243-2,176) p=0,015*  -0,455 (-2,645-1,755) p=0,675
Tnf-a-p 3m 1,246 (0,103-2,389) p=0,033* 0,128 (-1,587-1,844) p=0,876
Tnf-a-p 6m 1,945 (0,259-3,631) p=0,025* | 0,391 (-1,071-1,853) p=0,580
MMP-8-p0 | 0,097 (-0,029 - 0,223) p=0,128
MMP-8-p Im | 0,124 (0,003-0,246) p=0,044* | -0,023 (-0,101-0,055) p=0,538
MMP-8-p 3m | 0,132 (0,031-0,234) p=0,011* 0,099 (-0,035-0,234) p=0,138
MMP-8-p 6m | 0,121 (0,037-0,206) p=0,006*  -0,078 (-0,164-0,008) p=0,074
ALP-p 0 0,004 (0,002 - 0,006) p<0,001* 0,002 (-0,001-0,004) p=0,164
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ALP-p Im 0,005 (0,002-0,008) p<0,001* | 0,000 (-0,002-0,002) p=0,786
ALP-p 3m 0,003 (0,001-0,006) p=0,015* 0,002 (-0,001-0,005) p=0,145
ALP-p 6m 0,005 (0,002-0,007) p<0,001*  -0,003 (-0,007-0,001) p=0,179
PCR-p 0 1,300E-7 (0,000 - 0,000) | p<0,001* | 9,917E-9 (0,000 - 0,000) p=0,445
PCR-p Im 9,772E-7 (0,000 - 0,000)  p=0,001* | -1,747E-8 (0,000 - 0,000) p=0,911
PCR-p 3m 3,070E-7 (0,000 - 0,000) | p=0,163

PCR-p 6m 1,185E-7 (0,000 - 0,000) | p=0,410

-p — ispitavana grupa

*Statisticki znacajna razlika, p <0,05
*Nestandardizovani koeficijent B

b Koeficijent determinacije

U linearnom regresionom modelu u kome je dubina sondiranja (PPD) izmerena nakon mesec dana od
sprovedene terapije postavljena kao zavisna varijabla, u univarijantnoj regresionoj analizi kao
statisticki znacajni izdvojili su se slede¢i parametri: vrednosti PPD, LGM, CAL i BOP - izmerene pre
terapije i u svim posmatranim vremenima (1, 3 i 6 meseci), kao i vrednost PI i koncentracija 4. a. pre
pocetka terapije, koncentracija P. g., P. i.1 T. /. — 1 1 3 meseca nakon sprovedene terapije, alii P .i. 6
meseci nakon terapije; takode, vrednosti Tnf-a i ALP u svim posmatranim vremenima, MMP-8 nakon
1, 3 1 6 meseci od sprovedene terapije 1 vrednost PCR pre 1 jedan mesec nakon terapije. Svi ovi
parametri usli su u multivarijantni regresioni model, gde su se kao statisti¢ki znacajni izdvojili
vrednosti PPD izmerene pre terapije 1 3 meseca posle terapije, LGM 1 mesec nakon terapije 1 vrednost
CAL izmerena 3 meseca posle terapije. Vrednost koeficijenta determinacije za ovaj multivarijantni
model iznosio je 96,9, §to znaci da je varijabilitet ishodi$ne varijable PPD - mesec dana posle terapije
sa 96,9% opisan ovim varijablama. Analizom dobijenih prediktora mozemo re¢i da su kod ispitanika sa
manjim vrednostima PPD - 1, uvek bili izmerene i manje vrednosti ovog parametra pre pocetka
terapije, kao i manje vrednosti LGM -1 mesec nakon terapije i PPD i CAL - 3 meseca nakon terapije
(faktori rizika).

Dobijeni rezultati nam pokazuju da se kao faktor rizika za losiji terapijski ishod PPD i CAL nakon 3
meseca izdvaja PPD nakon prvog meseca. Kod pacijenata kod kojih je pre terapije izmerena manja
vrednost PPD parametra kao i1 kod pacijenata sa manjom vredno§¢u LGM parametra nakon mesec
dana, uvek ¢e biti izmerena manja vrednost PPD parametra nakon meseca dana. Sa ovim prediktorima
opisan je 95,8% varijabiliteta ishodi$ne varijable.
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Tabela 4.6.3. Linearni regresiona analiza parametra PPD nakon 6 meseci i svih analizizranih

parametara

Univariantni model Multivarijantni model
Parametri B (95%CI) Sig, B (95%CI) Sig,
PPDp 0 (mm) 0,592 (0,456 - 0,728) p<0,001* 0,232 (-0,064 - 0,529) p=0,118
PPDp Im 0,737 (0,649 - 0,824) p<0,001* -0,019 (-0,372 - 0,334) | p=0,911
PPDp 3m 0,891 (0,829 - 0,952) p<0,001* 0,717 (0,393 - 1,040) p=0,000*
CALp 0 (mm) 0,525 (0,321 - 0,729) p<0,001* -0,257 (-0,772 - 0,257) p=0,309
CALp Im 0,659 (0,457 - 0,861) p<0,001* 0,099 (0,587 - 0,784) p=0,767
CALp 3m 0,709 (0,507 - 0,912) p<0,001* 0,176 (-0,194 - 0,546) p=0,333
CALp 6m 0,754 (0,552 - 0,956) p<0,001* -0,086 (-0,637 - 0,464) | p=0,746
BOPp 0 0,276 (0,038 - 0,513) p=0,024* -0,080 (-0,174 - 0,015) | p=0,094
BOPp 1m 0,793 (0,541 - 1,045) p<0,001* 0,074 (-0,096 - 0,245) p=0,374
BOPp 3m 1,176 (0,816 - 1,537) p<0,001* -0,168 (-0,445 - 0,109) | p=0,220
BOPp 6m 2,364 (1,417 - 3,310) p<0,001* 0,475 (-0,105 - 1,054) p=0,103
PIp 0 0,281 (-0,026 — 0,588) | p=0,072
Plp Im 0,745 (-0,150 — 1,640) | p=0,101
Plp 3m 0,108 (-0,694 —0,910) | p=0,788
Plp 6m 0,175 (-0,783 - 1,133) | p=0,716
Tnf-0-p 0 (pg/ul) | 2,417 (0,885 - 3,948) p=0,003* -0,236 (-0,874 - 0,402) | p=0,450
Tnf-a-p Im 1,496 (0,773 - 2,219) p<0,001* -1,366 (-2,649 - 0,084) | p=0,038*
Tnf-0-p 3m 1,640 (0,780 - 2,499) p<0,001* 0,891 (-0,184 - 1,966) p=0,099
Tnf-0-p 6m 2,431 (1,157 - 3,704) p<0,001* 0,056 (-1,067 - 1,180) p=0,918
MMP-8-p 0,091 (-0,008 - 0,191) p=0,071
0(pg/ul)
MMP-8-p Im 0,150 (0,058 - 0,242) p=0,002* -0,029 (-0,079 - 0,021) | p=0,244
MMP-8-p 3m 0,158 (0,084 - 0,233) p<0,001* 0,016 (-0,068 - 0,100) p=0,695
MMP-8-p 6m 0,155 (0,095 - 0,214) p<0,001* 0,012(-0,048 - 0,072) p=0,681
ALP-p 0 (pg/ml) | 0,002 (0,000 - 0,004) p=0,013* -0,001 (-0,002 - 0,001) | p=0,517
ALP-p Im 0,005 (0,003 - 0,007) p<0,001* 0,001 (-0,001 - 0,003) p=0,222
ALP-p 3m 0,003 (0,001 - 0,006) p=0,002* 0,000 (-0,001 - 0,002) p=0,563
ALP-p 6m 0,003 (0,001 - 0,005) p=0,002* 6,134E-5(-0,002 - p=0,960

0,003)

PCR real time-p 0 | 9,925E-8 () p<0,001* -2,071E-9 (0,00 - 0,00) | p=0,833
PCR-p Im 1,019E-6 () p<0,001* 6,535E-8 (0,00 - 0,00) p=0,580
PCR-p 3m 1,470E-7 () 0,411
PCR-p 6m 1,125E-7 () 0,333

-p — ispitavana grupa
*Statisticki znacajna razlika
*Nestradnardizovan koeficijent B

U linearnom regresionom modelu u kome je dubina sondiranja (PPD) izmerena nakon 6 meseci od
sprovedene terapije postavljena kao zavisna varijabla, u univarijantnoj regresionoj analizi kao
statisti¢ki znacajni izdvojili su se sledeci parametri: vrednosti PPD, CAL i BOP - izmerene pre terapije
1 u svim posmatranim vremenima (1, 3 1 6 meseci), kao 1 svi biohemijski parametri osim MMP-8 pre
terapije 1 vrednost PCR pre i jedan mesec nakon terapije. Svi ovi parametri usli su u multivarijantni
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regresioni model, gde su se kao statisticki znacajni izdvojili vrednost PPD izmerena 3 meseca posle
terapije i TNF-a mesec dana nakon terapije. Vrednost koeficijenta determinacije za ovaj multivarijantni
model iznosio je 95, Sto znaci da je varijabilitet ishodisne varijable PPD — 6 meseci posle terapije sa
95% opisan ovim varijablama. Analizom dobijenih prediktora mozemo rec¢i da su kod ispitanika sa
manjim vrednostima PPD - 6, uvek bili izmerene i manje vrednosti ovog parametra 3 meseca nakon
terapije, kao i manje vrednosti TNF-a mesec dana nakon terapije.

Mozemo zakljuciti da je smanjenje vrednosti TNF-a nakon mesec dana u ispittvanoj P — grupi uticalo
na smanjenje vrednosti PPD nakon 3 meseca i izdvojilo kao faktor predikcije za statisticki znacajnu
razliku PPD nakon 6 meseci.
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Tabela 4.6.4. Linearna regresiona analiza vrednosti

posmatranih parametara

parametra CAL nakon 6 meseci i ostalih

Univarijantni model Multivarijantni model "R*adj = 0,98
Parametri B (95%CI) Sig, ‘B (95%CI) Sig,
PPDp 0 (mm) 0,531 (0,399 - 0,663) | <0,001* 0,009 (-0,165 - 0,183) 0,917
PPDp Im 0,574 (0,447 - 0,702) | <0,001* 0,077 (-0,316 - 0,163) 0,514
PPDp 3m 0,635 (0,484 - 0,786) | <0,001* 0,124 (-0,167 - 0,414) 0,389
PPDp 6m 0,651 (0,477 - 0,825) | <0,001* 0,059 (-0,198 - 0,316) 0,638
CALp 0 (mm) 0,816 (0,736 - 0,896) | <0,001* 0,053 (-0,385 - 0,491) 0,806
CALp Im 0,925 (0,880 - 0,970) | <0,001* 0,685 (0,233 - 1,137) 0,005%
CALp 3m 0,944 (0,882 - 1,007) | <0,001* 0,082 (0,213 - 0,378) 0,570
BOPp 0 0,326 (0,112 -0,541) | 0,004* 0,028 (-0,039 - 0,096) 0,392
BOPp Im 0,699 (0,456 - 0,941) | <0,001* -0,057 (0,178 - 0,064) 0,343
BOPp 3m 1,067 (0,726 - 1,407) | <0,001* -0,008 (-0,219 - 0,202) 0,936
BOPp 6m 2,372 (1,525 - 3,220) | <0,001* 0,152 (-0,267 - 0,571) 0,462
Tnf-o-p 0 (pg/ul) | 3,466 (2,224 - 4,709) | <0,001* -0,008 (-0,559 - 0,543) 0,978
Tnf-o-p Im 1,066 (0,354 - 1,778) | 0,019* -0,104 (-1,076 - 0,867) 0,827
Tnf-0-p 3m 1,218 (0,384 - 2,052) | 0,005* ,0176 (-0,614 - 0,966) 0,650
Tnf-0-p 6m 1,661 (0,411 -2,911) | 0,010% -0,524 (-1,343 - 0,295) 0,199
MMP-8-p 0 (pg/ul) | 0,076 (0,017 - 0,169) | 0,108
MMP-8-p 1m 0,083 (-0,008 - 0,174) | 0,074
MMP-8-p 3m 0,088 (0,012 - 0,165) | 0,024* -0,030 (-0,083 - 0,023) 0,258
MMP-8-p 6m 0,074 (0,009 - 0,138) | 0,026* 0,019 (-0,023 - 0,062) 0,364
ALP-p 0 (pg/ml) 0,003 (0,002 - 0,005) | <0,001* -0,001 (-0,002 - 0,001) 0,413
ALP-p 1m 0,004 (0,002 - 0,006) | <0,001* 0,000 (-0,001 - 0,002) 0,386
ALP-p 3m 0,003 (0,001 - 0,005) | 0,001* -0,001 (-0,002 - 0,001) 0,301
ALP-p 6m 0,004 (0,003 - 0,006) | <0,001* 0,001 (-0,001 - 0,003) 0,242
PCR real time-p 0 | 7,198E-8 () 0,002* -4,669E-9 () 0,496
PCR-p Im 5,061E-7 () 0,019*
PCR-p 3m 6,499E-8 () 0,696
PCR-p 6m 3,073E-8 () 0,777

U linearnom regresionom modelu u kome je vrednost nivoa pripojnog epitela (CAL) izmerena nakon 6
meseci od sprovedene terapije postavljena kao zavisna varijabla, u univarijantnoj regresionoj analizi
kao statisticki znacajni izdvojili su se sledeci parametri: vrednosti PPD, CAL 1 BOP - izmerene pre

terapije i u svim posmatranim vremenima (1, 3 i 6 meseci), vrednost PCR pre i jedan mesec nakon
terapije, kao 1 svi biohemijski parametri osim MMP-8 pre terapije i mesec dana nakon terapije. Svi ovi
parametri usli su u multivarijantni regresioni model, gde se kao statisticki znacajna izdvojila vrednost
CAL izmerena mesec dana posle terapije. Vrednost koeficijenta determinacije za ovaj multivarijantni
model iznosio je 98, Sto znaci da je varijabilitet ishodiSne varijable CAL — 6 meseci posle terapije sa
98% opisan ovim varijablama. Analizom dobijenih prediktora mozemo rec¢i da su kod ispitanika sa
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manjim vrednostima CAL - 6, uvek bili izmerene i manje vrednosti ovog parametra 1 mesec nakon
terapije.

Iz ovoga mozemo zakljuciti da ¢e kauzalna terapija imati bolje rezultate i nakon duzeg vremenskog
perioda ( 6 meseci) ako je vrednost ovog parametra bolja nakon mesec dana.
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Postizanje optimalnog terapijskog koncepta u toku lecenja parodontitisa izuzetno je znacajno za
celokupnu svetsku populaciju. Parodontitis se javlja kod vise od 50% adultnih osoba u svetu *. U
pojedinim delovima sveta evidentirana je prevalenca ovog oboljenja i kod 90% populacije **.
Progresija parodontitisa je povezana sa genetskom predispozicijom **7, imunskim statusom domacina
41 staroséu **, polom, mikrobioloskom florom usne duplje i parodontalnih prostora, ali i sa dejstvom

C oy eer we v . 128 . i - v .. . . 249
spoljasnjih Cinilaca, pusenjem ", psiholoSkim, drustvenim i socioekonomskim statusom “*.

Inflamatorna oboljenja parodoncijuma karakteriSu se kako lokalizovanom destrukcijom svih tkiva
potpornog aparata zuba, tako i1 povecanim rizikom od nastanka odredenog broja sistemskih oboljenja,
kao Sto su ishemijski ili hemoragi¢ni mozdani udar, kardiovaskularna oboljenja, infarkt miokarda 1
druga sistemska oboljenja % **'.

Parodontitis predstavlja jedan od dva glavna uzro¢nika gubitka zuba i narusavanja kvaliteta Zivota.
Stoga protokoli leCenja ovog oboljenja ostaju decenijama u fokusu interesovanja naucne i stru¢ne

. . 252
javnosti 2.

Dokazano je da inicijalna terapija kao kaonvencionalni pristup u le€enju parodontitisa, uklanjanjem
supra- 1 sub-gingivalnih naslaga kao etioloskog faktora, predstavlja standardni terapijski postupak koji
ima povoljni ishod leGenja *>*. Medutim, faza obrade parodontalnog dZepa rezultuje ranom velike
povrsine u ve¢ inflamiranom parodontalnom tkivu. Brzina zarastanja i regeneracije tkiva je zasnovana
na imunom odgovoru domacina koji je regulisan brojnim celijama 1 medijatorima zapaljenja . lako
mikrobna infekcija predstavlja inicijalni faktor nastanka oboljenja, imuni odgovor domacina ima

glavnu ulogu u progresiji ovog hroni¢nog oboljenja **.

Svako terapijsko stredstvo sa regenerativnim 1 antiinflamatornim osobinama moZe se primeniti kao
pomoc¢no sredstvo u toku lecenja parodontitisa. Novi modaliteti leCenja koji se aktivno istrazuju
ukljucuju antibiotsku terapiju, terapiju modulacijom imunog odgovora domacina, terapiju oralnim

antisepticima, terapiju laserom i terapiju tkivnim inZenjeringom 3,

Upotreba antibiotika u toku leenja parodontitisa, lokalna 1 sistemska, dozvoljena je u strogo
odredenim i proverenim uslovima, sa jasno definisanim indikacijama, a uz stalni rizik od pojave novih

rezistentnih baketrijskih sojeva ili alergizacije samog organizma .

Pomoc¢na terapijska procedura koja podrazumeva upotrebu lasera u leCenju parodontitisa je
procenjivana u velikom broju savremenih nauc¢nih istazivanja, zbog antiinflamatornih, antiedematoznih
i bioloskih efekata **°. Rezultati su kontradiktorni u pogledu vrste lasera, njegovih svojstava i na¢ina

sporvodenja same terapije. U pojedinim istrazivanjima se upotreba antibiotika pokazala delotvornijom
257

Brojna istrazivanja dejstva primenjenih bioaktivnih faktora rasta u povecanim koncentracijama su
nakon ispitivanja u in vitro uslovima sprovedena 1 na Zivotinjskim modelima. Nikos Donos (Nikos
Donos) je sa svojim saradnicima pokazao da je u saglasnosti sa drugim istraziva¢ima jednog
preglednog rada eksperimentalnih sudija na Zivotinjama u pogledu primene autologih trombocitnih
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koncentrata (APC). U poredenju sa spontanim zarastanjem koStanih defekata pokazali su poboljSane

rezultate u pogledu koli¢ine i kvaliteta novoformirane kosti *.

Evaluacijom klinickih istrazivanja sprovedenim na ljudima uglavnom se uoc¢avalo ubrzanje zarastanja
parodontalne rane, epitelizacije mekih tkiva usne duplje i smanjenje postoperativnhog bola nakon
vadenja zuba, ali nije bilo jasnih pokazatelja povoljnog delovanja na regeneraciju kostanog tkiva, kao 1
na stabilnost i stepen prezivljavanja implantata ugradenih u regenerisanu kost >*. Iako su pojedine
studije imale kontradiktorne zakljucke, klinicka ispitivanja udruzene primene APC-a sa koStanim
zamenicima nude obecavajuce rezultate u poveéanju grebena u toku njegove augmentacije.

Plazma bogata trombocitima (PRP) je bila krajem dvadesetog veka zajednicki naziv za mnoge
trombocitne koncentrate autologog porekla. Njihova upotreba u savremenoj medicini tokom vremena
eksponencijalno se povecala, pogotovo u oblasiti oralne i maksilofacijalne hirurgije.

Poznato ja da je koncentracija faktora rasta u PRP-u 6 do 8 puta vecéa nego u krvi **°. Pokazalo se da
PRP uti¢e na ¢elijski rast i diferencijaciju, a posledi¢no ubrzava i remodelaciju kostanog tkiva **'. Na
polju stomatologije, veliki broj studija je ukazao na pozitivne efekte PRP na koStanu regeneraciju
nakon vadenja zuba, rano formiranje kosti oko implantata, kao i uvecanje volumena kosti u kombinaciji
sa koStanim transplantatima u toku postupka podizanja poda maksilarnog sinusa i1 regenerativnih
postupaka u toku leenja infrakostanih i furkacionih defekata *°* 2. Uprkos rastucoj popularnosti i
upotrebi PRP-a u ranim 90-im godinama proslog veka, uocen je znacajan nedostatak. Dodatna upotreba
antikoagulantnih supstanci i govedeg trombina, moze dovesti do negativnog uticaja na zaratstanje rana
sprecavanjem stvaranja krvnog ugruska, negativnim dejstvom na kinetiku oslobadanja faktora rasta i na
njihovu ukupnu koli¢inu, kao i ispoljavanjem citotoksi¢nog efekta u in vitro uslovima *'** ***. Bez
obzira na €injenicu da je zabeleZena manja koncentracija faktrora rasta u PRP koncentratu nego u PRF,

vecina faktora rasta biva oslobodena u prva 24 sata nakon aplikacije, a gotovo svi u toku prvih 5 dana
23,232

Posledi¢no se nametnula potreba za pronalazenjem novog koncentrata trombocita koji ne¢e zahtevati
upotrebu antikoagulanasa. Sokrun (Choukroun J ) je 2001. godine uveo u svet medicine fibrin bogat
trombocitima (engl. platelet rich fibrin — PRF) '2. Nedavno su u borjnim preglednim radovima
prikazani dugoroéni efekti PRF preparata na proces zarastanja tkiva >°°. Dve osnovne dokumentovane
prednosti PRF su Cinjenice da sadrzi i celije imuniteta 1 povecanu koncentraciju faktora rasta
zahvaljujuéi novom konceptu centrifugiranja i novom na¢inu formiranja fibrinske mreze **°. U pogetku
je PRF bio formiran pri velikim brzinama, §to je omogucavalo isklju€ivo formiranje trodimenzionalne
fibrinske mreZe kao potpore za zarastanje tkiva. Kada je re¢ o PRF ugrusku, on se formira ve¢ u toku
centrifugiranja krvi pacijenta. Naime, u kontaktu sa staklenim zidom epruvete, dolazi do pucanja
trombocita i do zapo¢injanja kaskadne reakcije koagulacije krvi *°°. Odmah nakon centrifugiranja,
dobijen PRF matriks se sastoji od fibrinske mreZe u kojoj su zarobljeni trombociti, leukociti, proteini
plazme i faktori rasta.

Kasnije je razvojem low speed centrifugation concept (LSCC) — koncepta manje brzine, sile
centrifugiranja u toku kra¢eg vremenskog perioda, omoguceno formiranje tetragonalne strukture
fibrinske mreZe u kojoj se zdrzava viSe faktora rasta, 97% trombicita krvi i preko 50% leukocita krvi,

kao i odloZen po&etak procesa koagulacije **°.
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Zanimljivo je da je proslo vise od jedne decenije (13 godina) od kada je razvijen PRF do pojave
njegove injektabilne forme, (injectable platelet rich fibrin - i-PRF). Tokom 2014. godine razvijen je
koncept injektabilnog fibrina bogatog trombocitima - i-PRF-a **'. Mnogi klini¢ari sada ukazuju na
brojne prednosti njegove upotrebe i moguénosti kombinacije sa razli¢itim biomaterijalima, kao i
jedinsvene moguénosti ubrizgavanja ovakve forme tromocitnog koncentrata bez dodavanja
antikoagulantnog sredstva 2’

i-PRF

Injektibilni PRF (i-PRF) je te¢ni oblik PRF-a. Koncentrat i-PRF je bioaktivno sredstvo dobijeno
centrifugiranjem prema konceptu LSCC — definisan protokolom nizeg broja obrtaja u kracem
vremenskom intervalu i pri smanjenoj sili centrifugiranja (700 obrtaja/min u toku 3min i 60G). I-PRF
se centrifugira u plasticnim epruvetama, kako bi se izbeglo preuranjeno zapoc€injanje procesa
koagulacije (usled trenute aktivacije veceg broja trombocita pri kontaktu sa staklom) i omogucilo
manipulisanje te¢nim oblikom u trajanju od 15-30 min na sobnoj temperaturi ***. Zbog toga operater
ima dovoljno vremena za njegovo odvajanje od ostatka centrifugata i aplikovanje u prostor
parodontalnog dzepa. Takode, nophodna je i1 plasti¢na brizgalica za njegovu aplikaciju. Nakon ovog
perioda formira se stabilni fibrinski ugrusak, kompleksne tetragonalne strukture *®’, koji je zbog
upotrebe manje sile centrifugiranja u odnosu na konvencionalni PRF ugrusak obogacen leukocitima
(viSe od 55% leukocita krvi), ve¢om koncentracijom trombocita od 97% iz krvi 1 signifikantno ve¢om
koncetracijom klju¢nih faktora rasta (VEGF), (EGF) i PDGF-a (PDGF-BB, PDGF-AB, i PDGF-AA ),
kao i TGF- B12”, *"!. Novije studije pokazuju da se ovi faktori rasta otputaju u vremenskom periodu
duzem od 10 dana *"'. Stavise, zabelezeno je oslobadanje faktora rasta iz i-PRF-a i nakon perioda od

21- 28 dana, dok se PRP u potpunosti razgradi nakon 10 dana *’*.

Navedeni faktori su glavni €inicioci regeneracije tkiva, narocito epitelizacije 1 angiogeneze vezivnog
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tkiva, ali i remoelacije kostanog tkiva *”°, *"".

Od trenutka zapocinjanja upotrebe PRF-a u razli¢itim stomatoloSkim i1 medicinskim terapeutskim
postupcima dolazi do preokreta u postignutim rezultatima zahvaljujuéi istaknutoj ulozi u ubrzavanju
regeneracije tkiva i njegovom protivupalnom efektu *’*. Pored toga, razvoj i primena i-PRF-a moze
imati jo§ bolje efekte, otkako su Doan (Dohan) i saradnici pokazalili da i-PRF sadrZi viSe faktora rasta
nego PRF, koji je bogatiji ovim faktorima od PRP-a *% 27,

U in vitro studijama, i-PRF pokazao je odli¢nu éelijsku biokompatibilnost *°. Aplikacija i-PRF-a u
populaciji fibroblasta humanog porekla dovela je do njihove signifikantno vece proliferacije i aktivacije
(ekspresiju mRNA TGF-b, PDGF i1 COL1a2). Proliferacija je uvecana ¢ak 1 do 270%, za razliku od
PRP kod koga je povecana za 180% **”. U visokim koncentracijama faktori rasta poreklom iz i-PRF-a
mogu pokrenuti i migraciju fibroblasta »*’. Takode, dejsvto i-PRF-a na endotelne éelije u in vitro
uslovima prouzrokovalo je formiranje signifikantno veceg broja struktura sliénim krvnim sudovima u
poredenju sa netretiranim endotelnim ¢elijama **. U in vivo studijama dokazan je signfikantno veéi
stepen vaskularizacije tkiva tretiranog PRF-om koji je pripremljen prema konceptu LSCC nego kod
onog tretiranog konvencionalnim metodama *”°.
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Sa druge strane, sagledavanjem procesa koji se odigravajau na celijskom nivou, mogu se objasniti
mehanizmi delovanja bioloski aktivnih preparata.

Fizioloski proces zarastanja rane prolazi kroz tri faze: inflamacija, proliferacija i regeneracija *'°.
Cinjenica je da trombociti, leukociti i njihovi signalni molekuli predstavljaju glavne &inioce prve faze,
tj. faze inflamacije *’’. Neposredno nakon nakupljanja ovih éelija i oslobadanja velike koli¢ine citokina
i faktora rasta kao signalnih molekula, sledi i aktivacija fibroblasta i endotelnih éelija *”’. Medutim,
mikrookruzenje hroni¢no inflamiranog tkiva sa dominacijom destruktivnih procesa nad reparatornim
procesima, razlikuje se od fizioloskog zarastanja tkiva. Hroni¢nim ranama primarno nedostaje
vaskularizacija §to oteZava regenerciju tkiva ***. U takvom mikro okruZenju, pod uticajem aplikovanog
i-PRF-a, moze se izvrsiti kljuéni (pozitivan) utacaj na inflamatornu neravnotezu i ubrzati obnavljanje
tkiva podsticajem angiogeneze i regrutacojom mati¢nih éelija koje su u njemu sadrzane *’°. Pored toga,
oslobadanje EGF-a iz i-PRF-a podrzava proces epitelizacije, pa se zatvaranje rane postize bez
o¢iglednih stvaranja oziljaka ili fibroze *”°.

Ovo isrtrazivanje je sprovedeno u skladu sa principima dobre stomatolSske prakse i uz postovanje
osnovnih terapijskih protokola u toku lecenja pacijenata obolelih od parodontitisa. Svakom pacijentu je
detaljno objasnjen postupak pravilnog odrzavanja oralne higijene.

U ovoj studiji je prvi put upotrebljena injektabilna forma PRF-a — i-PRF u toku nehirurske terapije
parodontitisa (tokom lecenja parodontitisa aplikacjia PRF je jedino bila u obliku fibrinske membrane
tokom hirurSkih procedura). Ispitivana (P) i1 kontrolna (C) grupa predstavljaju kontralateralne strane
jedne vilice, zbog ¢ega nije postojala razlika u godinama, polu, opStem zdravstvenom stanju i drugim
opstim faktorima koji mogu uticati na sam tok parodontitisa, kao ni na tok 1 ishod bilo kog terapijskog
postupka.

U cilju procene stanja parodoncijuma, pre i posle terapije parodntitisa, koriS¢eni su parodontalni
indeksi: PPD, LGM, CAL, BOP i PI. Na samom pocetku studije, pre pocetka primene terapije, zbog
odabira pacijenata sa simetricno rasporedenim stepenom progresije parodontitisa, nije zabeleZena
statistiCki znaCajna razlika medu merenim parametrima izmedu kontrolne i ispitivane strane usne
duplje. Nakon inicijalne terapije prodontitisa, u kombinaciji sa i-PRF-om ili bez njega, pozitivni
klini¢ki rezultati su o&ekivani imajuéi u vidu dosadasnje klinic¢ke studije *’. Tako kauzalna terapija
uklanjanja supra- i subgingivalnih ¢vrstih 1 mekih naslaga predstavlja ,zlatni standard” u lecenju
parodontitisa, ona pokazuje neke nedostatke i ograni¢enja, posebno kod dubokih parodontalnih
dZepova, komlikovane strukture, kao 1 onih sa nepovoljnom morfolgijom korena zuba ili kod
postojanja furkacionih defekata **. Inicijalnoj, tj. kauzalnoj terapiji se zbog toga dodaju pomoéna
terapijska sredstva, kao §to je sistemska i lokalna primena antibiotika ili lokalna primena antiseptika >>
1 Kao §to je ve¢ navedeno, upotreba antibiotika i lasera u toku inicijalne terapije parodontitisa
pokazuje brojne nedostatke i kontradiktorne rezultate °’** **3. Zbog toga se ulazu sve veéi napori za
pronalazak novih terapijskih postupaka. Zagovornici tkivnog inZenjeringa podrzali su upotrebu
razli€itth izvora autolognih faktora rasta tokom parodontalne hirurske terapije, tj. razlicitih
koncentratata trombocita nazvanih u po&etku plazma bogata trombocitima (PRP) °.
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PPD

Dubina sondiranja parodontalnog dzepa (PPD) predstavlja glavni pokazatelj stepena inflamacije
parodontalnog tkiva.

U naSoj studiji vrednosti PPD, nakon upotrebe i-PRF-a u kombinaciji sa inicijalnom terapijom,
pokazale su statisticki manje vrednosti nakon vremenskog perioda od 1. meseca, a razlika se zadrzala i
nakon 3. i 6. meseca. Smanjenje prosecne vrednosti PPD-a nakon mesec dana u ispitivanoj grupi bilo je
za priblizno 1,34 mm, nakon 3 meseca 1,76 mm i nakon 6 meseci 1,96 mm. U istim vremenskim
intervalima u kontrolnoj grupi je redom doslo do smanjenja prose¢ne vrednosti PPD-a za priblizno 0,82
mm, 1,13 mm i na kraju za 1,29 mm. Dobijene vrednosti su u skladu sa ranijim istrazivanjima.
Pretpostavljamo da je glavni uticaj primene i-PRF bio na efikasnije smanjenje inflamacije u
parodoncijumu, $to je u skladu sa proverenom koncentracijom mikroorganizama nakon ovih
vremenskih intervala, kao i posmatranih citokina (TNF-o i MMP-8).

Rezultati pojedinih studija upucuju na to da su u toku terapije hronicnog parodontitisa samo uz primenu
SRP-a prosecna smanjenja PPD-a od 1,29 mm do 2,16, kao $to su studije Van der Veijden-a i Kob
(Van der Weijden FA, Cobb CM) i koautora *** . U nekim preglednim radovima, dodatna smanjenja
PPD—azzgls)og pridodatih sistemskih antibiotika pokazuju srednje razlike u rasponu od 0,18 do 1,26 mm
(PPD) “*.

Prednost i-PRF je viSestruka. Osim kompleksnije fibrinske strukture u kojoj su zarobljeni svi faktori
rasta u duzem vremenskom periodu poreklom iz trombocita, ove krvne plo€ice sadrze 1 granule bogate
citokinima i hemokinima. Njihovim oslobadanjem dolazi do regrupisanja celija zapaljenja, poput
neutrofila 1 makrofaga. Pod uticajem faktora hemotakse bivaju rasporedeni 1 aktivirani na samom mestu

zapaljenja .

Smanjenjem sile centrifugiranja u i-PRF koncentratu zaostaje veéi procenat leukocita iz uzorka krvi >,
Kao glavne imune ¢elije organizma, znacajnu ulogu imaju u samom odvijanju procesa inflamacije, kao
i pokazanom antibakterijskom efektu u skora$njim studijama '’. Leukociti kao osnovni elementi
imunoloSkog sistema koji sadrze razli¢ite antimikrobne peptide i enzime (npr. defenzine, katelicidine,
lizozim, mijeloperoksidaze) imaju presudnu ulogu u odbrani od mikroorganizama kroz oksidativne 1
neoksidativne reakcije “°'. Iz toga proisti¢e da leukociti doprinose antimikrobnom dejstvu i-PRF u in
vitro uslovima, iako precizan mehanizam nije dovoljno rasvetljen ***. Nekoliko studija pokazuje da
leukociti iz i-PRF imaju ulogu u spretavanju infekcije regulisanjem imunog odgovora **’. U in vitro
ispitivanju Kardi (Kardee) 1 saradnika, i-PRF je testiran na supragingivalnom plaku i pokazao je
maksimalnu zonu inhibicije, znatno vise od PRP i PRF". Rezultati druge studije ukazuju na sli¢ne
ishode, tj. maksimalno antibakterijsko delovanje u sluc¢aju P. g. (ali ne za 4. a.), neSto manje od strane
PRP-a, a najmanje antibakterijsko dejstvo pokazao je PRF “°. Osim toga §to uéestvuju u redukciji
koncentracije mikroorganizama na obolelom mestu, leukociti uc¢estvuju u angiogenezi i limfogenezi,
dok je fibrinska mreza klju¢ni igra¢ u ranim fazama zarastanja rana, Sto daje svoje sinergisticke efekte

sa trombocitima i funkciju rezervoara citokina *".

Pored antibakterijskog dejstva, opisani su i antiinflamatorni efekti PRF-a. Doan sa saradnicima navodi

da PRF ima imunoloska svojstva zbog odvijanja procesa degranulacije leukocita i oslobadanja nekih
pro- i antiinflamatornih citokina kao &to je IL-4 *™*.
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CAL

Nivo pripojnog epitela (engl. clinical attachment level-CAL) je najznaCajniji pokazatelj stepena
destrukcije parodontalnog tkiva i najrelevantniji pokazatelj rezultata razliCitih terapijskih postupaka
koji mogu smanjiti napredovanje parodontalne bolesti ili omoguciti i regeneraciju potpornih struktura
zuba.

U na$oj studiji su vrednosti nivoa pripojng epitela, nakon intervala pracenja od 1 i 3 meseca, kao i 6
meseci pokazivale statisticki znacajna smanjenja u ispitavanoj u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05).
Smanjenje ove vrednosti u kontrolnoj grupi je u skladu sa pregledima literature koji su pokazali da je
tromeseéna i Sestomesedna kauzalna terapija dovela do promene ovog parametra sa 0,18 na 1,0 mm %
Ukoliko se u toku kauzalne terapije primene 1 dodatne terapijske procedure, ova smanjenja se menjaju i
do 1,2mm ***. Nasi rezultati pokazali su smanjenja CAL-a ¢ak za 0,774 mm nakon 6 meseci (sa
2,009+0,724 na 1,226+0,580), Sto odgovara jednom od boljih rezultata terapije u odnosu na kontrolnu
grupu sa samo 0,425 mm smanjenja (2,018+,715 na 1,585+0,619). Studija koju je objavio Kristofer
(Christopher J.) u 2015. godini potvrdila je smanjenje srednje vrednosti CAL-a nakon iskljuc¢ivo samo

SRP terapije koja je bila 0,43 mm **°.

Poredenja radi, sistematski pregled literature upucuje na to da terapija laserom pokazuje klinicki
smanjenje nivoa pripojnog epitela od 0,30 do 0,75 mm vise ukoliko se koristi kao dodatak SRP terapiji
u odnosu na samostalnu SRP ***. Ove rezultate naravno treba uzeti sa rezervom zbog razlike u
protokolima u pojedinim studijama, kao 1 zbog razlika izmedu pacijenata, (ukoliko je u pitanju bio
agresivni tip parodontopatije) ili postojanja nekih sistemskih oboljenja ili losih navika.

Primena i-PRF-a u toku SRP terapije u ovom istrazivanju je dovela do veceg stepena smanjenja
vrednosti CAL-a. Ovakav rezultat moze biti posledica brZzeg =zarastanja parodontalne rane,
kratkotrajnije inflamacije 1 efikasnijeg smanjenja koncentracije periopatogenih bakterija. Trojaka
prednost i-PRF-a u odnosu na konvencionalni PRF i1 PRP se prepoznaje u kompleksnijoj strukturi
fibrinske mreze, ve¢em procentu zarobljenih trombocita i prisustvu leukocita.

-Fibrinska mreZa: Regeneracja tkiva moze biti potpomognuta samom fizioloSkom mikroarhitekturom
fibrinske mreZe, koja moZe posluziti kao skela za formiranje novog tkiva '>. Dobijen prirodnim
postupkom polimerizacije tokom 1 nakon centrifugiranja ovakav matriks omogucava efikasniju
migraciju i proliferaciju ¢elija. I najvaznije, spora degranulacija trombocita i leukocita u ovakvoj
mikrosredini dovodi do sporog otpuStanja faktora rasta, citokina i glikoproteina plazme tokom vise od
10 dana (pa i 21 dan) u okolno tkivo **. Pored navedenog, pokazano je da i-PRF sadrzi vecéu
koncentraciju faktora rasta od konvencionalnog PRF-a, koji ima veéu koncentraciju od PRP. Sta vise,
ovaj matriks povoljno uti¢e na rast, razvoj i1 deobu fibriblasta gingive i periodontalnog ligamenta,
oslobodanje dodatnih faktora rasta, kao i diferencijaciju osteoblasta >

Nasuprot tome, moZe se postaviti hipoteza o suprimiraju¢em dejstvu i-PRF-a na proliferaciju epitelnih
éelija zbog posedovanja TGF-b, koji je oznagen kao njihov inhibitor **°. Spre¢avanjem rasta pripojnog
epitela duZ povrSine korena zuba i1 suzbijanjem njegovog inkorporiranja izmedu korena 1 vezivnog
tkiva gingive, omogucava se formiranje novog epitelnog pripoja za povrinu korena zuba **.

Primena i-PRF-a u regenerativnim tretmanima pokazano je da ima povoljne ishode **®.
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Uticaj trombocita

Trombociti mogu da eksprimiraju niz bioloski aktivnih signalnih molekula osim svih ranije navedenih
faktora rasta. Bioloski aktivni proteini, poput fibrina, fibronektina i vitronektina deluju kao matrica
vezivnog tkiva i kao adhezioni molekuli za efikasniju migraciju ¢elija **°. Citokini faktri hemotakse
porekla trombocita mogu uticati na diferencijaciju makrofaga domacina i makrofaga unutar ugruska
posle implantacije. Pokazano je da A-PRF moze uticati na regeneraciju kostiju i mekog tkiva, posebno
kroz prisustvo monocita/makrofaga i njihovih faktora rasta **. Procentualni porast broja trombocita u i-
PRF-u je za 503%, a u PRP-u za 464%. Ukoliko preparati sa ve¢im brojem trombocita imaju i veéu
koncentraciju faktora rasta, i-PRF moze izazvati vecu migraciju fibroblasta i ekspresiju PDGF, TGF-p i
kolagenal23 7.

Uticaj leukocita

Od naucnog i klinickog znacaja je Cinjenica da leukociti osim svoje primarne uloge ucestvuju i u
pokretanju regeneracije mekog tkiva, kao 1 remodelovanja koStanog tkiva. U toku odvijanja ovih
procesa klju¢nu ulogu u sofisticiranoj unakrsnoj komunikaciji izmedu ¢elija prekursora i mezenhimnih
éelija igraju bas leukociti ekspresijom razligitih signalnih molekula **°. Pored toga, pokazano je da
oslobadanje brojnih faktora rasta iz granula trombicita takode biva potpomognuto dejstvom leukocita
3% Sposobnosti leukocita da samostalno oslobadaju limfogene i angiogene faktore u znagajnoj meri
ubrzavaju regenraciju tkiva, pojac¢avajuéi efekat trombocita na proces zarastanja rana

U studiji Doana 1 saradnika iz 2009. pokazano je da leukociti u razli¢itim autologim koncentratima
trombocita stvaraju zna¢ajnu koli¢inu TGFb-1 1 VEGF 1 mogu se smatrati aktivnim izvorom faktora
rasta. Kada nivo VEGF ili TGFb-1 postane previse nizak, leukociti mogu biti izvor novih molekula koji
odrzava neophodni nivo ovih faktori rasta tokom duZzeg vremena **. Ovaj mehanizam treba detaljno
analizirati, jer je uticaj leukocita na potencijalne biotehnoloske primene Sokrunovog PRF-a klju¢ni
parametar. Stavie, verovatno je da je sporo oslobadanje citokina u Sokrunovom PRF-u delimi¢no
regulisano leukocitima ugradenim u PRF fibrinski matriks.

Ukoliko bi se proces regeneracije sveo na posmatranje fibroblasta, prekeratinocita, adipocita i
osteoblasta u in vitro uslovima, aplikacija PRF dovela bi do njthove povecane proliferacije, ali 1
diferencijacije **°. Kada se posmatra PRP u zavisnosti od doze, tj. sa povecanjem broja trombocita
prilikom njegove aplikacije, dolaziée sve vide do proliferacije ¢elija, a sve manje do diferencijacije **
Kod PRF-a se dogodilo da je sa povecanjem broja membrana za duplo (Sto znaci dupli broj i
trombocita, leukocita 1 faktora ratsa), na kraju kod jednog dela celija povecana proliferacija, a kod
drugog povecana diferencijacija iz istog medijuma **. Na isti nain, efekti dva kljuéna faktora rasta iz
trombocita, TGFbl 1 PDGF-AB, veoma su promenljivi prema pocetnom stanju celija: TGFbl deluje
pre na diferencijaciju procesa, a PDGF-AB na proces proliferacije. Stimulacija PRF-a zavisna od doze
na BMSC (engl. Bone Marrow-derived Stem Cells) kulturi Celija je bila veoma znacajna. Ovaj rezultat
je ¢ak nedavno potvrden u nesto drugacijim periodima vremenima i eksperimentalnim uslovima.

Citotoksi¢nost

Znacajno je da nekada visoke koncentracije trombocita u PRP preparatima mogu imati inhibitorno ili
toksi¢no dejstvo na kultivisane éelije, kako je demonstrirano na kulturi osteoblasta ***. Medutim,
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aplikovanjem PRF-a nista slicno nije primec¢eno. MTT testovi pokazali su odsustvo citotoksi¢nosti
PRF-a kod dve ispitivane doze. Takode, druga istrazivanja su potvrdila odsustvo citotoksi¢nosti tokom

prvih sati (12 i 24h) na kulture humanih preadipocita, prekeratinocita, fibroblasta i osteoblasta **'.

Uticaj fibrina

U pojedinim studijama se zakljucuje da nije samo presudna uloga leukocita u PRF-u u odnosu na PRP,
vec 1 efekat samog fibrina koji pokazuje osteogeni efekat ( diferencijaciju i proliferaciju osteoblasta) u
posebno definisanim eksperimentalni uslovima **. Zbog toga se koncentrat trombocita moZe ta&no
analizirati samo u celini, kao sloZzena kombinacija trombocita i fibrina 1 leukocita u razli¢itim
koli¢inama i konfiguracijama.

LGM

Nivo ivice gingive (level of gingival margin - LGM) je parametar koji je pri slicnim vrednostima CAL
direktno zavistan od PPD 1 stepena redukcije inflamacije u parodoncijumu. Nasi rezultati pokazuju
promenu LGM vrednosti u studijskoj grupi od 1,737+0,567mm do 0,808+0,518mm i kontrolnoj
1,787+0,589 do 0,794+0,457 mm, na pocetku terapije i nakon 6 meseci. Ovi rezultati jesu u skladu sa
studijama koje prikazuju rezultate nehirurske, inicijalne terapije parodontitisa. Najveéa promena se u
studijskoj grupi dogodila nakon prvog meseca, kada je zabelezen pad na 0,948+0,573 mm, za razliku
od kontrolne grupe gde je izmerene prosecna vrednost od 1,1504+0,462 mm. Hjuz (Hughes) 1 saradnici
su takode zabelezili promene vrednosti LGM-a mesec dana nakon SRP terapije 306, Studija koju su
realizovali Badersten 1 saradnici pokazuje da se promena LGM-a deSava u najve¢oj meri u prva 2 — 3
meseca ', Pomak u apikalnom ili koronarnom pravcu viden u ranim mesecima (<3 meseca) moze
ostati isti ili se promeniti posle 3 meseca i moze se stabilizovati za Sest meseci **°. Dok su prouc¢avali
promenu vrednosti pojedinih klini¢kih parametara stanja parodontalnog tkiva posle Sest razli¢itih
nacina lecenja, ukljucujuci 1 samo primenu SRP, Linde (Lindhe) 1 saradnici su merili udaljenost od
stenta do ivice gingive. Pronasli su smanjenje vrednosti LGM izmedu pocetnog i1 Sestomesecnog
nalaza za mesta koja su imala pocetnu dubinu sondiranja ve¢u od 4 mm 1 da je zarastanje rezultiralo

izrazenijom recesijom gingive u bukalnim tatkama merenja nego na aproksimalnim .

Procena vrednosti LGM parametra ima znacajnu ulogu u parodontnoj terapiji i kriticna je u estetskim
zahvatima koji se odnose na restaurativinu stomatologiju *'°.

BOP

Devedestetih godina proslog veka je indeks BOP porglasen jednim of najznacajnijih u klini¢koj proceni
stanja parodoncijuma, postignutih terapijskih rezultata i prognozi samog oboljenja. Utvrdeno je da
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odsustvo BOP-a kao parametra sa vrlo visokom negativnom prediktivnom vrednoséu (98,5%) ukazuje
na stabilnost parodontalnog oboljenja *''. Stepen BOP je znagajno smanjen posle perioda od 3 meseca.
Klinicko zdravlje gingive nakon uspeSnog leCenja parodontitisa karakteriSe odsustvo krvarenja pri
sondiranju, dok se uspeSnim lecenjem podrazumeva i prisustvo minimalnog broja mesta sa prisutnim
BOP-om (<10%) ukoliko su dubine sondiranja <3 mm *'2. Ranije studije su ¢ak oznatavale procenat
BOP manji od 30% mesta sa pozitivnim ishodom kao BOP lokalnog karaktera *'°. Nasi rezultati su
pokazali BOP nakon SRP u 33% tacaka merenja, a nakon SRP i i-PRF-a 15% tacaka, verovatno zbog
postajanja parodontalnih dzepova dubljih od 4mm.

Ukoliko zelimo da utvrdimo pozitivan efekat sistemske upotrebe antibiotika u vezi sa BOP-om, on nije
jasan zbog nekoherentnih rezultata. U nekim istraZzivanjima se nije mogao otkriti, dok je u drugim
zabeleZeno poboljsanje indeksa za 12,76% '

BOP je koristan parametar za predvidanje kasnijeg pogorSanja bolest. U pojedinim prospektivnim
kohortnim studijama utvrdeno je odsustvo BOP-a kao parametra sa vrlo visokom negativnom
prediktivnom vredno$c¢u (98,5%), §to ukazuje na parodontalnu nestabilnost *'*. Prema analizi Svetske
radionice za parodontologiju indeks BOP kao faktor rizika za napredovanje parodontitisa kod lecene 1
odrzavane populacije je bio veoma visok *'°. Ovakav zakljutak je donesen i na poslednjoj sednici
odrzanoj 2018. godine, kada je naglaSen znacaj indeksa u proceni pojave gingivitisa, perimukozitisa 1
periimplamtitisa

PI

Svi pacijenti bili su obuceni 1 motivisani za pravilno odrzavanje oralne higijene. Ukoliko je to bilo
potrebno, na kontrolnim pregeldima je vrSena remotivacija pacijenata i ponovna provera njihove
tehnike pranja zuba. Na pocetku ispitivanja nije izmerena statisticki znacajna razlika izmedu studijske 1
kontrolne grupe. Kasnije se izmedu pojedinih vremenskih intervala uocava statisticki znacajna razlika
u smanjenju vrednosti ovog parametra. Mozemo pretpostaviti da je ovakav tok smanjenja posledica
dobre motivisanosti pacijenata da odrze dobre postignute terapijske rezultate.

Promena koncentracije mikroorganizama u GCF

Sirok spektar antibakterijske aktivnosti i-PRF-a verovatno je posledica kompleksnog stastava koji &ine:
trombociti, fibrin, fibronektin, trombin, defenzini, HBD-3 peptid (antimikrobni peptid), proteini koji
vezuju heparin, laktoferin, mijeloperoksidaza, katelicidini i fosfolipaza A2 *'® ' Postojanje veze i
1st0vrem3elr;og delovanja izmedu trombocita, fibrina plazme 1 leukocita objasnjava antlmlkrobnl efekat
i-PRF-a

Za razliku od intenzivnog proucavanja uloge razli¢itih autolognih koncentrata trombocita (APC) u

regeneraciji izgubljenog ili oSteCenog tkiva, vrlo je malo sprovedenih istrazivanja vezano za njihov
antibakterijski potencijal.
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Mogu¢i mehanizmi kojima ovi koncentrati ispoljavaju antimikrobni efekat obuhvataju i osobine samih
trombocita.

Uticaj trombocita

Trombociti deluju kao senzori vaskularnog sistema, eksprimirajué¢i niz potencijalnih bakterijskih
receptora, koji mogu imati sposobnost internalizacije bakterija i posledicnog oslobadanja Sirokog
spektra molekula imunog sistema domacina *'°. Na povrsini trombocita postoji vise vrsta receptora koji
direktno il indirektno preko interfejs proteina u plazmi ucestvuju u ranoj imunoloskoj odbrani. S druge
strane, razliCite bakterijske vrste mogu modifikovati ovu funkciju i aktivaciju trombocita, u zavisnosti
od soja. Otuda, dvosmerna interakcija izmedu trombocita i bakterijskih patogena moze rezultirati
potpunom ili nepotpunom aktivacijom ili ¢ak inhibicijom aktivacije trombocita **.

Pojedine in vitro studije pokazale su ¢ak da trombociti nakon stimulacije trombinom mogu oslobadati
proteine sa antimikrobnim delovanjem protiv bakterija i gljivica. Trombociti osim vise od 30 razlicitih
faktora rasta imaju u svojim sekundarnim granulama i 7 vrsta antimikrobnih proteina (human platelet
antimicrobial proteins): fibrinopeptide A 1 B, thymosin B4, platelet basic protein-PBP, iz koga da lje
nastaje connective tissue activating protein III-CTAP-III, RANTES 1 platelet factor 4 -PRF 4. Dejstvo
PMP kada dolazi u kontakt sa bakterijskom membranom prepoznaje se u menjanju njene

propustljivosti, ali i prodorom u éeliju blokirajuéi sintezu vaznih molekula **'.

Pokazano je da trombociti imaju antimikrobni efekat na meticilin osetljiv S.aureus (metilcillin
susceptible Staphilococus aures —MSSA), meticilin rezistentan S. aureus (meticillin resistant
staphilococu aureus — MRSA), E. Colli 1 C.albicans . Pored oslobadanja antimikrobnih peptida,
trombociti su sposobni da stvaraju i reaktivne vrste kiseonika, koje vezuju za mikroorganizme i

uéestvuju u éelijskoj citotoksiénosti zavisnoj od antitela **2.

Nedavne studije istakle su cak direktnu ulogu trombocita u prepoznavanju, sekvenciranju i
neutralizaciji invazivnih patogena, kao 1 njthov indirektni doprinos u regrutovanju leukocita na mesto
infekcije 1 upale 1 ulogu u modulaciji njihovog ponasanja, poboljSavajuci sposobnost fagocitoze 1

. . . . .. . ue . . . 2
neutralisanja mikroorganizama aktiviranjem razli¢itih vrsta signalnih puteva *>.

Rezultati razli¢itih studija iz literature upucuju na to da koncentrati trombocita mogu biti efikasni u
inhibiciji rasta Sirokog spektra mikroorganizama. Medutim, kada se uzmu u obzir odredene bakterijske
vrste, rezultati su ponekad bili kontradiktorni. UoCene varijabilnosti u rezultatima bi se mogle pripisati
vrstama kori$¢enih koncentrata trombocita koji se mogu razlikovati po konzistenciji i nacinu aplikacije
(gel 1l1 tecnost), koncentraciji trombocita, sadrzaju leukocita, gustini i1 strukturi mreze fibrina ili pak
naCinu aktivacije koji se prirodno mozZe javiti kontaktom sa tkivima ili moZe biti indukovana
trombinom ili kalcijum hloridom.

Uticaj fibrina
Medutim, znacajno je da u nedostatku plazme antimikrobni potencijal samih trombocita postaje
zanemarljiv. Izmedu razli¢itih komponenti plazme (npr. komplement) i trombocita postoji sinergisticki

efekat ***. Oni mogu uticati na aktiviranje sistema komplementa koji dovodi do lize bakterijske éelije ili
do regrutovanja leukocita, Sto povecava uticaj trombocita.
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U i-PRF-u se fibrinogen polako i prirodno polimerizuje u fibrin koriste¢i trombin koji je fizioloski
dostupan 1 na taj naCin formira arhitekturu koja pomaze u mikrovaskularizaciji, a tako indukuje 1
migraciju éelija **.

Uticaj leukocita

Leukociti predstavljaju bogat izvor antimikrobnih molekula (npr. defenzina, katelicidina, lizocima,
mijeloperoksidaze). Leukociti, kao osnovni elementi imunoloskog sistema koji sadrze razne
antimikrobne peptide i enzime, pod uticajem hemotakse migriraju na obolelo mesto. Stimulisani
leukociti procesom degranulacije ispustaju svoj sadrzaj u fagozome, ¢ime se eliminiSu progutani
mikroorganizmi putem oksidativnih i1 neoksidativnih reakcija. Medutim, u ovom istrazivanju je
interesnatan sam uticaj leukocita primenjenih direktno na obolelo mesto, zaobilaze¢i fiziolosku fazu
migracije.

Za razliku od PRP, i-PRF zbog nacina pripreme bez antikoagulantnog sredstva eliminiSe moguénost
stvaranja antitela protiv faktora zgruSavanja V i XI i trombina i znatno smanjuje moguénost nastanka
infekcije skra¢ivanjem postupka manipulacije tokom pripreme. Veci broj celija koje sadrzi i-PRF
(leukociti i trombociti) povecava antimikrobno dejstvo ovog koncentrata. Zadrzavanje 1 nekih drugih
éelija, kao §to su matiéne éelije, razlikuje i-PRF od drugih koncentrata trombocita 2.

Osim toga Sto Celije unutar fibrinskog matriksa neprestano oslobadaju antimikrobne peptide protiv
ciljanih bakterija i antimikrobni peptidi su zarobljeni u fibrinskom matriksu i lagano se otpustaju tokom
njegove razgradnje. Pozitivna razlika i-PRF u odnosu na PRP je 1 u duZini perzistiranja i-PRF u obliku
gela, dok se PRP brze rastvara, pa se 1 njegov antimikrobni efekat moze posmatrati samo u kra¢em
vremenskom periodu.

U pojedinim studijama je zabelezena veca antimikrobna aktivnost i-PRF prema P. g., koja se moze
objasniti na ove nacine (veca koncentracija Celija 1 antibakterijskih peptida). Medutim, kada je u pitanju
A. a., otkrivene su manje zone inhibicije za i-PRF u poredenju sa PRP, $to se pripisuje antibakterijskom
delovanju natrijum-citrata iz PRP °. U studijama u kojima nije primeéena razlika izmedu PRP-a i i-PRF
u slucaju P. g. i PRF 1 1-PRF u slu€aju 4. a., autori ukazuju na potrebu za ve¢om koli¢inom uzorka i
pracenje tokom duzeg vremena.

U studiji Ane Kastro (4na B.Castro) 1 saradnika i-PRF je pokazao Sirok spektar dejstva u in vitro
uslovima na viSe vrsta biofilma slabe, umerene ili velike koncetraciji pojedinih sojeva stafilokoka A.
Takode, aplikacija i-PRF suprimirala je znaCajno stvaranje biofilma od strane svih oralnih

: : 298
mikr oorganizama .

U drugim in vitro studijama 1 sistemskim preglednim radovima, koje ve¢inom ukljucuju aplikaciju
PRP-a, i samo nekoliko radova sam PRF, pokazan je izrazito antibakterijski efekat u prvim satima
nakon njihove aplikacije, a potom nakon nekog vremena zabeleZen je porast koncentracije bakterija.

Na dalje treba utvrditi da 1i ovi koncentrati imaju bakteriostatsko ili baktericidno delovanje *'°, *'*.
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Animalni in vivo modeli su uglavnom predstavljali mesta sa patologijom osteomijelitisa i uvek su
pokazivala izrazito smanje broja ispitavinh mikrooorganizama. Eksperimentalna zapazanja sugerisala
su da bi PRP mogao predstavljati novu strategiju za sprecavanje koStanih infekcija, zahvaljujuci
sposobnosti da podstic¢e regeneraciju kosti zajedno sa kontrolom rasta i Sirenja mikroorganizama.

Sto se ti¢e humanih in vivo studija, jedino su dolazile u obzir retrospektivne komparativne studije. Kod
kardiohirur§kih pacijenata sa povrSinski ili duboko inficiranim ranama, ili u slucaju hroni¢nog
osteoomijelitisa femura, pokazalo se da je znaCajno krace vreme oporavka onih rana koje su tretitane
trombocitnim gelom **°. Takode je smanjen postoperativni gubitak krvi i duZina boravka u bolnici i
bolnicki troSkovi.

Pregledom literature moze se sagledati dugogodiSnja analiza razli¢itih autologih koncentrata trombocita
na mikroorganizme usne duplje, ali i na druge mikroorganizme. Prisustvo veéeg broja leukocita u L-
PRF-u nego u prvobitno sintetisanom PRF-u dokazano je da pokazuje antimikrobno dejstvo prema P.g.
Bornuf (Burnouf) 1 saradnici opisali su inhibiciju rasta pojedinih bakterija plazmom bogatom
trombocitima (PRP) kao $to su: Pseudomonas aeruginosa, Staphilococcus aureus i Escherichia coli u
planktonskom obliku, nakon 3 sata aerobne inkubacije. Nema statisti¢ki znacajne inhibicije za P. i., F.
nucleatum i A. a. **’. Edelblut (Edelblute) i saradnici su objavili sli¢ne rezultate. Tej i saradnici su
zakljucili da humani trombocitni supernatanti inaktiviraju oportunisticke patogene na kozi, kao $to su

Co e . 328
S. aureus 1 Acinetobacter baumannii, ali ne 1 P. aeruginosa °~".

Kada pogledamo oralne mikroorganizme, na primer, Enterococcus faecalis 1 Candida albicans, koji su
izolovani iz usne Supljine, inhibirani su ¢ak i ¢istom plazmom bogatom trombocitima (P-PRP), vrstom
PRP bez leukocita ***. Lang (Lang) i saradnici su pokazali inhibiciju P. g. i A. a. od strane PRP-a, dok
inhibicija F. Nukleatum-a nije primecena. Samo pre godinu dana, Kur (Kour) i saradnici (2018)
uporedivali antibakterijski kapacitet PRP, PRF i injektibilnog PRF (i-PRF) prema P. g. i 4. a. .
Zakljucili su da sva tri koncentrata trombocita pokazuju neko antibakterijsko delovanje protiv obe
bakterije. Medutim, PRP 1 1-PRF su pokazali znacajno vecu inhibiciju P. g.-a u poredenju sa PRF-om.
U naSoj studiji moZe se opaziti ogranicena inhibicija 4. a. , $to se razlikuje od njihovih rezultata.
Upotrebljeni soj bakterija 1 ¢injenica da je inkubirana anaerobno 4. a. mozda su uticali na efekat PRF-
a.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

U studiji u ¢ijem je fokusu bilo antimikrobno dejstvo L-PRF-a na 4. a. mogu se primetiti dva efekta.
Prvo, L-PRF moZe ugroziti agregaciju tih bakterija ***. Bakterije unutar zajedni¢kih ko-agregata lakse
prezivljavaju i1 razmnozavaju se brze nego pojedinacne bakterijske celije. Drugi efekat je inhibicija
rasta 4. a.., koja je otkrivena u kontaktu sa L-PRF. Zna se da svez humani serum pojacava dejstvo
leukotoksina ovih bakterija **°, **'. Johenson (Johansson) i saradnici naznadili su da je poveéana
leukotoksi¢nost 4. a. posmatrana u prisustvu ljudskog seruma uzrokovana inhibitorima proteaza iz

seruma, koji deluju na proteolitiku degradaciju leukotoksina ***.

Studije o izolovanom efektu trombocitnih koncentrata na bakterije P. i. u 7. f. joS uvek nisu objavljene.
Poznat je svakako antimikrobni efekat na smanjenje ukupne koncentracije bakterija dentalnog plaka,

pogotovo crvenog i narandZastog kompleksa .
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Porphyromonas gingivalis

P. g. je bio najviSe inhibirani soj bakterija u ovoj studiji. Medutim, u literaturi nema dokaza koji
pokazuju direktan uticaj komponenata krvi ili trombocitnih koncentrata na P. g.. Inhibitori proteinaze
¢ine 10% proteinskog sadrzaja krvne plazme i oni mogu da poboljSaju aktivnost gingipaina, koji je
poznat kao primarni faktor virulencije ove bakterije. Primer inhibitora proteinaza je humani alfa-2-
makroglobulin; pronaden je veliki protein u plazmi u krvi koja inhibira RgpA 1 RgpB, ali ne i Kgp u in
vitro studiji **'. Gingipain takode igra vaznu ulogu u preZivljavanju bakterija unutar ¢elija domadina
zbog sposobnosti P. g. za ¢elijsku invaziju i za prevazilaZenje zastitnih mehanizama epitelnih éelije *>>.
Rezultati studije pokazali su antimikrobno delovanje L-PRF membrane protiv P. g. na ploCama sa

agarom. U planktonskom obliku primecena je inhibicija zavisna od doze protiv P. g. od strane L-PRF-a
290

BIOHEMIJSKI PARAMETRI

Uprkos uzro¢noj ulozi mikrobnog plaka u nastanku parodontalne bolesti, progresiju i tezinu bolesti
uglavnom odreduju kako urodeni, tako i ste¢eni imuni odgovori domacina ***.

NarusSavanje ravnoteze izmedu velikog broja citokina, hemokina i faktora rasta moze poremetiti
trajanje, intezitet i stepen progresije parodontitisa '*'. U zavisnosti od kinetike ovih molekula, oboljenje

parodoncijuma moze se manifestovati od subklini¢ke forme do izrazenog destruktivnog parodontitisa
173

Aktivnost citokina odredena je specificnim inhibitorima citokina i receptorima za citokine na povrsini
drugih ¢elija, kojima oni reguliSu imuni odgovor domac¢ina. Medu mnostvom inflamatornih posrednika
identifikovanih u GCF, citokini su privukli znacajnu paznju zbog svoje potencijalne uloge u procesu
destrukcije ili regeneracije parodontalnih tkiva tokom inflamacije. Rani odgovor na bakterijsku agresiju
1 porast njihovih nivoa u GCF ukljucuju izmedu ostalih 1 faktor nekroze tumora a (TNF-a) 1 matriksnu-
metaloproteinazu-8 (MMP-8) i alkalnu fosfatazu (ALP) 333,
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Faktor nekroze tumora oo — TNF-a

Prodorom periopatogena i/ili njihovih produkata u vezivno tkivo gingive dolazi do aktiviranja
endotelnih ¢elija, neutrofilnih leukocita, monocita/makrofaga, monocita/T limfocita, kao i fibroblasta.
Kao odgovor na njihovu stimulaciju, monociti/makrofazi intenzivno lu¢e TNF-a. Potvrdeno je da TNF-
a, kao proinflamatorni citokin - u toku indukcije parodontitisa na eksperimetalnim Zivotinjama - ima
znacajnu ulogu u stimulisanju odgovora domacina i pokretanju inflamatorne reakcije, gubitku epitelnog
1 vezino-tkivnog pripoja, kao i resorpciji alveolarne kosti. Li (Lee) 1 saradnici su pokazali da TNF-a
moze biti prediktor parodontitisa zbog povecanja koncentracije u GCF 1 pre apikalne migracije nivoa
pripojnog epitela i resorpcije alveolarne kosti **°. StaviSe, nove studije obavljene na Zivotinjama
ukazuju na to da su specifi¢ni solubilni antagonisti TNF-a 1 IL-1 sposobni da suprimiraju razgradnju
vezivnog tkiva i alveolarne kosti *>’. Pored toga, pokazano je da kratkotrajne blokade ovog pro-
inflamatornog citokina stimulativno deluju na zarastanje parodontalnog tkiva ***.

U na$oj studiji je u toku SRP doslo do smanjenja koncentracije TNF-a u GCF-u tokom perioda od 6
meseci Sto je pokazalo efikasnost ovog pristupa za ocekivano smanjenje inflamacije. ZapaZeno
smanjenje koncentracije TNF-a u ispitivanoj grupi bilo je znacajno vece §to upucuje na to da i-PRF
pozitivno uti¢e na proces inflamacije u parodontnom tkivu (p = 0,000 *) nakon procenjenog perioda.
Moze se pretpostaviti da poboljSanje nivoa TNF-o moze biti direktna posledica smanjenja
periopatogenih mikroorganizama u parodontnim lezijama putem i-PRF aplikacije.

Pored toga, Erdemir (Erdemir) 1 saradnici su ispitivali efekat kauzalnog lecenja parodontitisa na nivo

GCF TNF-a 1 pokazali su statisticki zna¢ajno smanjenje uperiodu od 6 meseci nakon pocetne terapije
339

Nasi rezultati uskladeni su samo sa jednim istrazivanjem laserske terapije, dok su ostala istrazivanja
pokazivala samo diskretna smanjenja vrednosti TNF-o **°. U studiji adjuvantnog dejstva nesteroidnog
antiinflamatornog leka (NSAID), tenoksikam, tokom kauzalne terapije, nije nadena znacajna razlika u

nivoima TNF- o izmedu eksperimentalnih i kontrolnih grupa ¢ak ni posle mesec dana **'.

Matriksna-metaloproteinaza-8 — MMP-8

Budu¢i da kolagen tip-I predstavlja osnovnu komponentu vancelijskog matriksa vezivnog tkiva gingive
i periodontlanog ligamenta, posebna paznja posveéena je kolagenazi-2 ili MMP-8 **>. MMP-8 trenutno
predstavlja jedan od najperspektivnijih biomarkera (u GCF) inflamiranog parodoncijuma '®% '¥%
Koncentracija MMP-8 je poveéana u GCF kod pacijenata sa parodontitisom ** i smatra se da ima
klju¢nu ulogu u destrukciji 1 remodelaciji tkiva parodoncijuma, zbog cega se moze Kkoristiti u
dijagnostici oboljenja parodoncijuma *** **. Osim kolagena u mekom tkivu, MMP u&estvuju i u
razgradnji kolegana nemineralizovanog osteoida, §to u kombinaciji sa izrazenom aktivnos¢i osteogenih
¢elija ima veliki uticaj na remodelaciju kosti. MMP aktivnost je strogo regulisana putem ekspresije
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gena, aktiviranja proenzima i inhibicije enzima od strane endogenih inhibitora, kao §to su tkivni
inhibitori MMP (TIMPs) ( kao 1 autoregulacija). Izluc¢uju ih ¢elije koje C¢ine prvu liniju odbrane od
stranih patogena, zbog Cega koncentracija MMP vrlo brzo raste, omogucéavajuci dodatno migraciju ovih
¢elija razgradnjom ekstracelularnog matriksa. Predominantno se izlu¢uje MMP-8 ( 1 manje MMP-9)

od strane PMN éelija '*%.

Pokazano je da inicijalna terapija parodontitisa dovodi do znac¢ajnog smanjenja nivoa MMP-8 u GCF
U nafoj studiji se uotava veée smanjenje koncentracije MMP-8 u studijskoj grupi nego u
kontrolnoj, Sto daje dodatne dokaze o povoljnom uticaju i-PRF na antiinflamatorne procese u
parodontnom tkivu tokom ¢itavog perioda pracenja.

Promene koncentracije MMP-8 u GCF usko su povezane sa imunim odgovorima na terapiju kod
pacijenata sa hroni¢nim parodontitisom **® Novija istraZivanja pokazuju da koncentracija MMP-8 u
GCF opada nakon prve faze terapije, ali smanjenje dostize znacajne nivoe tek nakon 8 nedelja ili duze.
Istovremeno, koncentracije MMP-8 izolovane iz GCF parodotalnih dzepova, koji pokazuju znakove
ireverzibilne destrukcije tkiva, ukazuju na viSestruko veée vrednosti **.

Studije usredsredene na efekte antiinflamatornih i antimikrobnih lekova kao dodataka terapiji SRP
sugerisale su njihove povoljne efekte na smanjenje nivoa GCF MMP-8 '®*. Sli¢no nalazima ove studije,
Portagi (Pourtaghi) 1 njegovi saradnici primetili su znacajne promene koncentracije MMP-8 u svim
vremenskim intervalima >*’. Uporedivi nalazi su sa nalazima studije Gonkalvs (Goncalves) i saradnika
koji su primetili znacajno smanjenje nivoa MMP-8 nakon SRP i sistemske upotrebe amoksicilina 1
metronidazola ***. Direktno inhibitorno dejstvo tetraciklina na aktivnost MMP-a je odavno pokazao
Golub sa saradnicima na animalnom modelu '®’. Kasnije je potvrdeno da tetraciklini preko mehanizma
direktno zavisnog od kalcijuma 1 cinka, a indirektno preko inhibicije drugih metabolita PMN
]c'éellija.(HOCI), 1 inhibicijom osteoblast i osteoklast dobijene kao i MMP, zaustavljaju razgradnju kosti

Osim smanjenja koncentracije mikroorganizama tokom leCenja parodontitisa, posledi¢no 1
polimorfonuklearnih ¢elija, neophodno je nadalje razjasniti i druge mehanizme kojima i-PRF deluje na
smanjenje koncentracije MMP-8. Stimulacijom regeneracije u pocetnim fazama zarastanja rane
prisutne su visoke koncentracije faktora rasta u i-PRF, ali i MMP-8 **. Medutim u jednoj in vitro
studiji + pokazano je da fibrinska membrana trombocitnih koncentrata zadrZava u duZzem vrmenskom
poeriodu oslobadanje faktora rasta i na taj nacin ih S§titi baS od proteolitickog dejstva MMP, a da
koncentracija MMP-8 nema znacajnog uticaja u aplikovanoj regiji >>". Neophodna su dalja istraZivanja
koja bi pokazala uticaj i-PRF na samu koncentaciju MMP-8.

156



Diskusija

Alkana fosfataza — ALP

ALP pokazuje dvostruku ulogu u parodontalnom tkivu. Proizvode ga polimorfonuklearne ¢elije (PMN)
tokom zapaljenja, osteoblasti i1 fibroblasti parodontalnog ligamenta tokom stvaranja kostiju i
regeneracije parodontalnog tkiva. Stoga, povecani nivo ALP-a nakon 6 meseci moze ukazivati ili na
recidiviraju¢e zapaljenje ili na izleCenje. Imajuci u vidu kontinuirano smanjenje nivoa TNF-a i MMP-8
tokom trajanja ispitivanja, zajedno sa poboljSanjem klinickih parametara i odrzavanjem niskih nivoa
bakterija u GCF-u, moze se pretpostaviti da je porast koncentracije ALP posledica povecanja
regeneracije tkiva, a ne posledica recidiva upale.

Primena i-PRF-a pokazuje veliki potencijal za podsticanje proliferacije i diferencijacije osteoblasta, kao
$to je pokazano u prethodnim in vitro studijama **> **° §to bi trebalo dovesti do posledi¢nog porasta
nivoa ALP poreklom osteoblasta. Stavie, primena PRF-a i dvofaznog kalcijum-fosfata tokom
hirurs§kog tretmana ometala je pri¢vrS¢ivanje osteoklasta na kostani matriks i inicirala njihovu apoptozu
331 Dalje pra¢enje moglo bi pruziti dodatni uvid u promene koncetracije ALP-a u vezi sa primenom i-
PRF-a.
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ZakljuCci istrazivanja

Nakon sprovedenog istrazivanja, u skladu sa postavljenim ciljevima i dobijenim rezultatima prema
utvrdenoj metodologiji ove studije, mozemo izvesti sledece zakljucke:

>

Primena i-PRF u toku inicijalne terapije parodontitisa dovodi do statisticki znacajnog
poboljsanja klinickih parametara ispitanika nakon svakog od definisanih intervala pracenja (1
mesec, 3meseca i 6 meseci).

Vrednosti svih klinickih parametara nakon primene i-PRF-a u inicijalnoj terapiji su
pokazivale statisticki znacajno poboljsanje u odnosu na izmerene vrednosti samo nakon
inicijalne terapije, osim PI koji je uslovljen iskljucivo stepenom odrzavanja oralne higijene.

Aplikacija i-PRF-a u toku inicijalne terapije parodontitisa zadrzava statisticki znacajnu
razliku posmatranih klini¢kih parametra i nakon 6 meseci, Sto ukazuje na moguce dugoro¢ne
povoljne efekte na klini¢ko stanje parodoncijuma pacijenata sa parodontitisom.

Analizom uzoraka koncentracije 4. a., P. g., P.i.1 T. f. nakon 1 mesecai 4. a,P. g i T.
f. nakon 3 meseca od sprovedee terapije, uocava se statistiCki znaCajna razlika izmedu
posmatranih grupa, a nakon 6 meseci se ona gubi.

Ukupna koncentracija ispitivanih parodontopatogena u gingivalnoj tecnosti nakon
sprovedene obe vrste terapije je statisticki znacajno manja nakon 1 i 3 meseca izmedu
posmatranih grupa, dok se nakon 6 meseci razlika viSe ne uocava, najverovatnije zbog split
mouth dizajna studije.

Koncentracije TNF-0, MMP-8 i ALP u gingivalnoj te¢nosti posmatrane grupe uzoraka
uz primenjen i-PRF su statisticki znaajno manje nakon svakog intrvala pracenja, osim za
MMP-8 nakon 6 meseci.

Medugrupnim poredenjem i regresionom analizom svih posmatranih parametara, kao
faktor predikcije pojavljuje se razlika u dubini sondiranja nakon prvog meseca, $to potvrduje
efikasniji antiinflamatorni efekat terapije dodatkom i-PRF-a. ZabeleZena je i statisticki znacajna
razlika indeksa krvarenja na provokaciju nakon 6 meseci.

Analizom parametra PPD u SestomeseCnom vremenskom intervalu, kao faktor
predikcije se izdvaja vrednost ovog parametra nakon 3 meseca i vrednost TNF-a nakon mesec
dana. MoZemo zakljuciti da je smanjenje vrednosti TNF-o nakon mesec dana u ispitivanoj grupi
uticalo na smanjenje vrednosti PPD nakon 3 meseca 1 izdvojilo se kao faktor predikcije za
statisti¢ki znacajnu razliku u korist PPD nakon 6 meseci.

Analizom vrednosti paramtera CAL u linearnom regresionom modelu, nakon perioda
od 6 meseci, kao faktor predikcije izdvaja se vrednost ovog parametra nakon mesec dana.
Smanjenje ovog parametra u prvom mesecu u grupi sa aplikovanim i-PRF-om ¢e rezultovati
boljim terpijskim ishodom i klini¢kim stanjem parodoncijuma nakon 6 meseci.
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obpasay usjase o aymopcmey

MU3jaBa o ayTopcTBy

NUme n npesume aytopa: Muna Byukosuh

Bpoj nHaekca: 13/4009

UsjaBpyjem

03 je AOKTOpCKa AucepTtaumja nog HaCcJIOBOM

,, Y TULIAJ UHJEKTABUJIHOI" ®UBPUHA BOTI'ATOI' TPOMBOLIUTUMA YV UTHULTUJAJTHOJ
TEPAIIMIN XPOHUYHOTI ITAPOJOHTUTUCA”

® pe3y/TaT CONCTBEHOr UCTPAXKMBAYKOT Paja;
e [a AMcepTaumja y LeANHN HU y AeN0BUMa HUuje Buna npeanoxeHa 3a cTuuarbe apyre
Aunaome npema CTyAujCKMM Nporpammma Apyrux BUCOKOLLIKO/ICKUX YCTaHOBA;

e [1a Cy pe3ynTaTh KOPEKTHO HaBeAeHU U

* [a HMCaM KpLINO/Na ayTopcKa NpaBa M KOPUCTUO/Na UHTENEKTYyaNHY CBOjUHY APYruX
nua.

MoTtnuc ayropa

Y beorpagy, 12.01.2021. roga.
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06pasay usjage 0 UCMOBEMHOCMU WMAMIIAHEe U eeKMpPOHCKe eep3uje 0okmopckoz pada

MU3jaBa 0 MCTOBETHOCTU LWUTaMMaHe M eNIeKTPOHCKE Bep3uje A0KTOPCKOr

paaa

NUme n npesume aytopa: Muna Byukosuh
Bpoj nHaekca: 13/4009
Cryamnjckm nporpam: JJoKkTopcke ctyaunje basmyHa v KAMHUYKA UCTPaXKMBakba Y CTOMATONOMUju

Hacnos paga: ,,YTULIAJ UHIEKTABMJIHOI' ®UEPVHA BOI'ATOI' TPOMBOLIUTUMA vV
NMHUINJAJIHOJ TEPAITNIN XPOHUYHOI ITAPOAOHTUTUCA”

MenTop: MNpod. ap 3opaH Anekcuh

M3jaB/byjem Aa je WwTamnaHa Bep3unja Mor ZOKTOPCKOr paga NCTOBETHA e/IEKTPOHCKO]
BEP3UjK KOjy cam npeaao/na pagu noxpakbuearba y AUrutanHoOM penosutopujymy
YHusep3surtera y beorpagy.

[o3Bo/baBam Aa ce objaBe Moju INYHM NogaLM Be3aHW 3a obujarbe akaaeMCKor Ha3uBa
[IOKTOPa HayKa, Kao LTO Cy UMe 1 Npe3nme, roanHa n mecto pohera n gatym ogbpaHe paaa.

OBUM ANYHMK nogaun mory ce O6jaBVITM Ha MpPEXHUM CTpaHUUaMa AUTUTA/THE 6M6J’IMOTeKe, Yy

€/1eKTPOHCKOM KaTasiory u y nybankaumnjama YHusepsuteta y beorpagy.

MoTnuc aytopa

Y beorpagy, 12.01.2021. roga.
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obpasay usjase o Kopuwhery

M3jaBa o0 Kopuwhemwy

Osnawhyjem YHunsepauteTcky 6ubnmoteky ,,CBeto3zap Mapkosuh” ga y Aurutantum
penosntopunjym YHusepsuteTa y beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AncepTaumjy noa
HaCNOBOM:

.Y TULAJ UHIEKTABNJIHOI' ®UbPUUHA BOI'ATOI' TPOMBOLIUTUMA Y UHULINJAJIHOJ
TEPAITNIN XPOHUYHOI" ITAPOAOHTUTHUCA”

KOja je moje ayTOpCKO aeno.

[vcepTaumjy ca cBUM NpUO3MMa Npeaao/na cam y eNekTPoHCKOM GpopmaTy NorogHoOM 3a
TPajHO apxMBUpaH-e.

Mojy AOKTOPCKY AncepTaumjy noxpamweHy y AurutanHom penosntopmjymy YHMBep3uTerta y
Beorpaay v AOCTYNHY y OTBOPEHOM MPUCTYMNY MOTY Aa KOPUCTE CBU KOju NowwTyjy oapeanbe
caZiprkaHe y ogabpaHom Tuny anueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy
cam ce ogyyuno/na.

1. Aytopctso (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HEKomepLUmjanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjAZIHO — AeNNUTU Nog UcTum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopcteo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AyTopcTBO — AenunTn noa nctum ycnosmma (CC BY-SA)

(MonvMmo aa 3a0Kpy»Kute camo jefiHy o, WecT NoHyheHux AmueHum.
KpaTak onuc MUeHUM je cacTaBHM A0 OBe MU3jaBse).

MoTtnuc aytopa

Y beorpagy, 12.01.2021. roga,
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