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Uvod: Trauma mekog i koStanog tkiva u toku hirurSke ekstrakcije impaktiranih
umnjaka u donjoj vilici se klinicki manifestuje pojavom bola, otoka i trizmusa, a koje
nastaju kao posledica inflamatornih procesa u tkivima. TeZina postoperativnog
oporavka pacijenata zavisi od karakteristika koStanog tkiva oko impaktiranog zuba,
kao 1 od stepena hirurske traume, koja se javlja u toku uklanjanja koStanog tkiva da bi
se pristupilo vadenju zuba. Pijezohirursko secenje kosti, kao minimalno invazivan
hirurski pristup, doprinosi smanjenju hirurSke traume alveolarnog koStanog tkiva i
okolne mukoze i na taj nain doprinosi prevazilaZenju ograni¢enja konvencionalnih
pristupa u ekstrakcijama donjih impaktiranih umnjaka. Stavise, rezultati histoloskih i
histomorfometrijskih analiza koStanog tkiva na animalnom modelu ukazali su da su
pijezohirur§ke osteotomije, za razliku od konvencionalnih, pradene intenzivnijim
stvaranjem koStanog tkiva, kao i1 smanjenom broju inflamatornih ¢elija. Trauma
intraoralnog mekog 1 kostanog tkiva u toku hirurSke ekstrakcije donjih impaktiranih
umnjaka, kao 1 u toku procedura komplikovanih ekstrakcija viSekorenih zuba je
najveéim delom uslovljena intenzitetom povredivanja tkiva primenjenom hirurSkom
tehnikom, kao 1 posledi¢énim inflamatornim odgovorom organizma. Preterano
oslobadanje pro-inflamatornih i pro-angiogenih molekula, kao $to je interleukin 1 (IL-
1), faktor rasta vaskularnog endotela (VEGF) i slobodnih kiseoni¢nih radikala (ROS)
utie na intenzitet pojave bola, otoka 1 ograni¢enog otvaranja usta nakon hirurske
ekstrakcije umnjaka u donjoj vilici.

Pacijenti oboleli od dijabetes melitusa (DM) imaju povecan rizik za pojavu
otezanog zarastanja koStanog i1 mekog tkiva, kao i mogu¢nost za nastankom
postoperativnih infekcija rane. Mehanizmi koji u€estvuju u patofiziologiji poremecaja
mekotkivnog 1 koStanog zarastanja u stanjima DM zasnivaju sa na medusobnoj
povezanosti hiperglikemije, pro-inflamatorne celijske signalizacije 1 oksidativnog
stresa. Molekule koje se od skoro smatraju bitnim faktorom u regulisanju
inflamatornog odgovora i oksidativnog stresa u DM pripadaju familiji mikroRNK
molekula (miRs). Stavise, miR-21, jedna od najviSe izu¢avanih molekula miR-a,
predstavlja vaznu kariku u regulaciji inflamatornog odgovora organizma kao
posledicu hirur§ke traume tkiva. Kona¢no, miR-21 je ukljucena u kontroli bioloskih
funkcija epigenetskom modulacijom svojih target gena, odnosno kontrolom njihove
transkripcije 1 posledi¢ne sinteze faktora rasta, kao $to su matriksna-metaloproteinaza-
9 (MMP-9), fosfataza i tenzin homolog (PTEN) i aktivnost enzima superoksid-
dizmutaze (SOD).



Cilj: Ciljevi ove doktorske disertacije bili su da se ispita efekat pijezohirurgije na
klini¢ke parametre neposrednog postoperativnhog oporavka pacijenata, kao i na nivoe
regulatora ranog inflamatornog odgovora procesa zarastanja alveolarnog koStanog
tkiva (miR-21, interleukin 1B (IL-1B), VEGF 1 aktivnost SOD enzima u uzorcima
kostanog tkiva), na modelu hirurSke ekstrakcije impaktiranih umnjaka u donjoj vilici
kod zdravih 1 pacijenata obolelih od dijabetes melitusa tip 1 (DM 1). Ciljevi su bili,
takode, pracenje efekta pijezohirurgije na parametre zarastanja ekstrakcionih alveola i
na nivoe faktora rasta, kao signalnih molekula uklju¢enih u regulaciji rane faze
zarastanja kostanog tkiva (miR-21, VEGF, MMP-9, PTEN i aktivnost SOD enzima)
na modelu komplikovane ekstrakcije viSekorenih zuba u gornjoj vilici, kod zdravih i

pacijenata obolelih od dijabetes melitusa tip 2 (DM 2).

Materijal i metod: Ova prospektivna, jednostruko slepa, randomizovana i
kontrolisana klinicka studija je sprovedena iz dva dela. U prvom delu studije je bilo
ukljuc¢eno 26 zdravih i1 5 DM 1 pacijenata sa bilateralnim 1 simetricno impaktiranim
umnjacima u donjoj vilici, indikovanih za hirurSku ekstrakciju, primenom pijezo ili
standardne hirurgije, u studiji ukrStenog dizajna. U toku hirurSke intevencije belezeno
je vreme trajanja osteotomije, kao i ukupno vreme trajanje hirurSke intervencije. Kao
parametri postoperativnog oporavka kod pacijenata registrovani su: intenzitet bola
(meren vizuelnom analognom skalom-VAS), vreme koje protekne do javljanja prvog
postoperativnog bola i uzimanja prvog analgetika, ukupan broj analgetika uzetih u
prvih 72 ¢asa nakon hirurSke intervencije, intenzitet trizmusa i1 otoka. Ekpresija miR-
21 molekula, nivoi IL-18 I VEGF proteina, kao i aktivnost SOD enzima su ispitivani
u uzorcima alveolarnog kostanog tkiva. Drugi dio studije, obuhvatajuéi 32 zdrava i 32
DM 2 pacijenta, odnosio se na komplikovane ekstrakcije viSekorenih zuba u gornjoj
vilici, primenom pijezo 1 standardnog hirurSkog pristupa. Ukupno vreme potrebno da
se izvede ekstrakcija, kao 1 vremena trajanja osteotomije 1 odontotomije su
registrovani u toku svake intervencije. Ispitivani klinicki parametri u ovom delu
istrazivanja bili zu: intenzitet bola (VAS), vreme koje protekne do javljanja prvog
postoperativnog bola i uzimanja prvog analgetika, ukupan broj uzetih analgetika u
prvih 24 asa nakon hirurSke intervencije, klinicki izgled gingivalnih tkiva, indeks
zarastanja, residualni volumena, kao i1 stopa epitelizacije postekstrakcionih alveola.

Na ¢elijskom 1 molekularnom nivou ovog dela istrazivanja ispitivane su i poredene



vrednosti ekspresije miR-21 molekula, nivoi VEGF, MMP-9 i PTEN proteina, kao i

aktivnost SOD enzima u uzorcima kostanog tkiva zdravih i DM 2 pacijenata.

Rezultati: Nakon hirurSke ekstrakcije impaktiranih umnjaka u donjoj vilici kod
zdravih pacijenata, vreme javljanja prvog bola, kao i vreme uzimanja prvog
analgetika bilo je statisticki znaCajno krac¢e na strani gde je primenjena standardna
tehnika. Intenzitet bola bio je statisti¢ki zna¢ajno manji u pijezohirurskoj grupi prvog
postoperativnog dana. Trizmus je bio znafajno izraZeniji nakon primene standardne
hirurgije tre¢eg postoperativnog dana. Takode, nakon primene standardne tehnike,
postojalo je znacajno povecanje u intenzitetu trizmusa treeg u poredenju sa prvim
postoperativnim danom. Ukupno vreme trajanja hirurSke intervencije, kao i vreme
potrebno da se izvede osteotomija, bilo je statisticki znac¢ajno duZe nakon primene
pijezohirurgije u odnosu na standardnu tehniku, kako u grupi zdravih, tako i u grupi
DM 1 pacijenata. Ekspresija molekula miR-21 je bila statisti¢ki znacajno veca, dok je
koncentracija oslobodenog VEGF proteina bila znacajno smanjena u koStanom tkivu,
nakon primene pijezohirurgije u poredenju sa standardnom hirurgijom. Statisticki
znacajna razlika nije postojala u nivou IL-1f, kao i u aktivnosti SOD enzima izmedu
ispitivanih hirurskih tehnika. Vreme potrebno da se izvede osteotomija i odontotomija
u toku komplikovanih ekstrakcija viSekorenih zuba je bilo statisti¢ki znacajno duze u
toku primene pijezohirurgije u odnosu na standardnu tehniku u grupi zdravih i DM 2
ispitanika. Stavise, trajanje pijezohirurikih osteotomija je bilo zna¢ajno duZe u grupi
DM 2 u odnosu na pijezohirurske osteotomije vrSene kod zdravih pacijenata. Ukupna
duZzina trajanja komplikovanih ekstrakcija je bila podjednaka izmedu ispitivanih
hirurs§kih tehnika u grupi zdravih pacijenata. Sa druge strane, duZzina trajanja
ekstrakcija u grupi DM 2 ispitanika je bila znacajno veéa nakon primene
pijezohirurgije u odnosu na standardnu hirurgiju. Intenzitet bola bio je znacajno manji
nakon primene pijezohirurgije u odnosu na standardnu tehniku u grupi zdravih, kao i
u grupi DM 2 ispitanika. Vreme javljanja prvog postoperativnog bola je bilo znacajno
produZeno nakon primene pijezohirurgije u odnosu na standardnu tehniku u grupi
zdravih 1 u grupi DM 2 ispitanika. Takode, vreme uzimanja prvog postoperativnog
analgetika je bilo znacajno produzeno nakon primene pijezohirurgije, u odnosu na
standardnu hirurgiju u grupi zdravih ispitanika. Sa sruge strane, u DM 2 grupi, nije
postojala znacajna razlika u vremenu uzimanja prvog analgetika nakon primene

ispitivanih hirurSkih tehnika. Broj ispitanika u DM 2 grupi koji je osetio bol je bio



statisti¢ki znacajno ve¢i u odnosu na broj pacijenata koji su osetili bol u grupi zdravih
pacijenata u prvih 24 sata, nakon primene i pijezohirurgije 1 standardne hirurgije.
Takode, u grupi DM 2 ispitanika nakon primene pijezohirurgije postojao je znac¢ajno
manji broj pacijenata koji su uzeli analagetik u odnosu na broj pacijenta koji su osetili
bol. Statisti¢ki znacajna razlika registrovana je izmedu DM 2 pacijenata, kod kojih je
znaCajno manji broj pacijenata uzeo analgetik, nakon primene pijezohirurgije u
odnosu na primenjenu standardnu tehniku. Izgled gingive postekstrakcione alveole,
neposredno nakon intervencije, bio je statisticki znacajno bolji nakon primene
pijezohirurgije u odnosu na standardnu ekstrakciju u grupi zdravih, kao i u grupi DM
2 ispitanika. Takode, statistiCki znacajno manje vrednosti ovog indeksa su bile
prisutne i sedmog postoperativnog dana u DM 2 grupi nakon primene pijezohirurgije.
Pijezohirurgija je takode bila pracena statisti¢ki znacajnim smanjenjem u vrednostima
izgleda gingive, u grupi zdravih i DM 2 ispitanika, sedmog u odnosu na treci
postoperativni dan. Vrednosti indeksa zarastanja su bile statisticki znacajno manje
nakon primene pijezohirurgije, u odnosu na standardnu tehniku, kod zdravih i DM 2
ispitanika, neposredno nakon hirur§ke intervencije. Sedmog u odnosu na treci
postoperativni dan dolazilo je do statisti¢ki znac¢ajnog smanjenja vrednosti indeksa
zarastanja u grupama zdravih i DM 2 ispitanika tretiranih pijezohirurgijom. Analiza
stope epitelizacije promera ekstrakcionih alveola je pokazala da je smanjenje BO
promera u prvih sedam dana, kao i MD promera od tre¢eg do sedmog dana, bilo
znaajnije nakon primene standardne hirurgije u grupi DM 2 ispitanika. Na
molekularnom nivou registrovana je znacajna razlika u ekspresiji miR-21, kao i
nivoima VEGF 1 MMP-9 proteina u koStanom tkivu uzetom pijezohirurgijom u
odnosu na standardnu hirurgiju, ali samo kod zdravih pacijenata, dok ove razlike
izmedu ispitivanih hirurskih tehnika nije bilo u grupi DM 2 pacijenata. Stavise,
znacajna razlika izmedu zdravih 1 DM 2 pacijenata je registrovana u nivoima VEGF i
PTEN proteina, nezavisno od primenjenih hirurSkih tehnika, kao i u koncentraciji
MMP-9 proteina, ali samo nakon upotrebe pijezohirurgije. Kona¢no, u uzorcima
alveolarnog koStanog tkiva DM 2 pacijenata je registrovan znafajno veéi nivo
ekspresije molekula miR-21 u odnosu na zdrave pacijente nakon primene i pijezo i

standardne hirurske tehnike.

Zakljucak: PijezohirurSka ekstrakcija impaktiranih umnjaka u donjoj vilici je prac¢ena

boljim postoperativnim oporavkom pacijenta usled manjeg intenziteta bola i trizmusa



(tkivni nivo), kao 1 znacajno vecom ekspresijom miR-21 (molekularni nivo), a
smanjenim nivoom VEGF proteina (Celijski nivo) u alveolarnom kostanom tkivu
zdravih pacijenata. Dijabetes melitus tip 2 nije znacajno menjao kvalitet klinickog
zarastanja postekstrakcione alveole (tkivni nivo), primenom pijezo 1 standardne
hirurgije, dok je znacajno uticao na promenu u nivoima VEGF, MMP-9 i PTEN
proteina (¢elijski nivo), kao i povecanje ekspresije molekula miR-21 (molekularni
nivo), kada se komplikovana ekstrakcija viSekorenih zuba u gornjoj vilici vrSila

primenom pijezohirurgije.

Kljuéne reci: pijezohirurgija, umnjak, postoperativni oporavak, DM tip 1 i 2,

komplikovana ekstrakcija zuba, miR-21, VEGF, MMP-9, SOD, PTEN

Naucna oblast: Stomatoloske nauke
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THE INFLUENCE OF PIEZOELECTRIC EFFECT ON CELLULAR AND
MOLECULAR MECHANISM OF ORAL-SURGICAL WOUND HEALING IN
PATIENTS WITH DIABETES MELLITUS TYPE 1 AND 2

Introduction Postoperative pain, trismus, and swelling reflect inflammatory events
following removal of impacted mandibular third molar and are mostly related to
surgical injury. The occurrence of postoperative discomfort is associated with bone
properties, as well as with degree and mode of bone removal. Piezosurgical mode of
bone cutting is a minimally invasive surgical approach that may reduce osteotomy-
associated injury to alveolar bone and surrounding soft tissue, and helps overcome
limitations of conventional third molar surgical treatment. Furthermore, histological
and histomorphometric evidence in animal models demonstrated increased bone
formation, as well as lower number of inflammatory cells in sites treated by
piezoelectric devices compared with sites where conventional bone-cutting was used.
Surgical trauma to the soft and hard tissue during removal of impacted mandibular
third molars, as well as complex teeth exodontia is mostly influenced by the extent of
tissue injury and consequential inflammation. The substantial production of pro-
inflammatory and pro-angiogenic molecules, such as Interleukin 1 (IL-1), Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) and Reactive Oxygen Species (ROS) results in

postoperative outcomes such as: pain, swelling, and limited mouth opening.

Patient with diabetes mellitus have an increased risk for impaired bone and soft tissue
healing and they can experience higher occurence of postoperative infection.
Mechanism underlying diabetes-induced impairment of bone and soft tissue healing
were attributed to the muttually interrelated processes of hyperglycemia, pro-
inflammatrory signaling and oxidative stress. Molecules that have recently emerged
as critical factors in regulation of inflammation and oxidative stress in DM are the
microRNAs (miRs). Moreover, one of the mostly studied miRs is miR-21 and has
been recognized as molecular regulators of inflammation following tissue injury.
Finally, mir-21 is involved in regulation of biological functions through epigenetic
control of its target genes for transcription and syntesis of various growth factors and
enzymes of antioxidant defense, such as matrix metalloproteinase-9 (MMP-9),

phospathase and tensin homologue (PTEN) and superoxide dismutase (SOD).



Aim The aims of this doctoral dissertation were to investigate the effects of
piezosurgery on clinical parameters of immediate postoperative patient’s discomfort
and level of inflammation-related regulators of bone repair mechanism (miR-21,
interleukin 1B (IL-1B), VEGF and SOD enzyme activity in bone specimens) after
lower third molar surgery in healthy and patients with diabetes mellitus type 1 (DM
1). Moreover, the influence of piezosurgery is further evaluated on the parameters of
postextraction’s socket healing, as well as on levels of bone repair regulators (miR-
21, VEGF, MMP-9, PTEN and SOD enzyme activity) following complex exodontia
of upper multi-rooted teeth in healthy and diabetes mellitus type 2 (DM 2) patients.

Matherial and method This prospective, single blind, randomized, controlled
clinical study was performed in two parts. One part of study included twenty-six
healthy and five DM 1 patients with symmetrically impacted mandibular third molars,
who underwent either piezo or conventional surgery in a split-mouth design study.
Intraoperatively, duration of intervention, as well as the time needed to perform
osteotomy was recorded in each individual case. Parameters of postoperative
discomfort were: pain intensity (recorded with Visual Analogue Scale-VAS), the first
pain appearance, analgesic first use and total dose taken in the first 72 hours, trismus,
and swelling. MiR-21 expression, IL- 1B, and VEGF proteins, as well as superoxide
dismutase (SOD) activity in alveolar bone, were evaluated. Following part of the
study involved 32 healthy and 32 DM 2 patients, who underwent either piezosurgical
or conventional complex multi-rooted tooth extraction in upper jaw. Total time for
tooth extraction, as well time needed to perform osteotomy and odontotomy were
recorded in each patient. Evaluated clinical parameters were: pain intensity (VAS),
the first pain appearance, analgesic first use and total dose taken in the first 24 hours,
clinical appearance of gingival tissue, healing index and residual socket volume, as
well as the epithelisation rate of post extraction sockets. At cellular and molecular
levels, the expression of miR-21, VEGF, MMP-9, PTEN protein level and SOD
enzyme activity were evaluated and compared in alveolar bone specimens obtained

from healthy and DM 2 patients.

Results Following third molars surgical extraction in healthy patients, the first
postoperative pain was reported and the first analgesic was taken significantly sooner

after utilizing conventional technique. Pain intensity was significantly decreased in



piezosurgical group on the 1% postoperative day. Significantly pronounced trismus on
the 3" postoperative day and significant increase in trismus on the 3™ vs. 1% day
postoperatively were found in conventional group. The total time of surgical
procedure, as well as time needed to complete osteotomy were significantly
prolonged in piezosurgery group of healthy, as well as DM 1 patients. In bone
specimens of healthy patients, mir-21 relative expression was significantly higher,
whereas the amount of VEGF protein was significantly decreased in piezosurgery
group. No significant differences in IL-1B and SOD levels were found between
groups. The time needed to perform osteotomy and odontotomy during complex
exodontia were significantly longer after utilising piezosurgery in healthy and DM 2
patients. Moreover, duration of piezosurgical osteotomy in DM 2 group was
significantly longer, when compared with piezosurgical osteotomy in healthy
subjects. The total time of complex exodontia was equal between piezo and
conventional technique in the group of healthy patients, whereas in DM 2 group
piezosurgically-assisted teeth extactions were followed with significantly longer total
duration of interventions. The pain intensity was significantly decreased, the first
postoperative pain reported and first analgesic was taken significantly later after
utilizing piezosurgery for complex teeth extraction in healthy and DM 2 patients. In
DM 2 group, significantly higher number of patients experienced postoperative pain,
when compared with the number of those in healthy group. Moreover, in DM 2 group,
piezosurgical extractions were followed by significantly smaller number of patients
who took analgesic when compared with the patients, who experienced postoperative
pain. Conventional teeth extractions in DM 2 group were followed with significantly
greater number of patients who took analgesics when compared with the number of
those after piezosurgical extractions. Piezosurgical complex exodontia was followed
by decreased values in clincial appearance of gingival tissue immediately after
surgery in both groups, as well as in DM 2 group, on 7" postoperative day. This
technique was also followed by significant decrease in the score of clinical gingival
appearance values on 7™ when compared with 31 postoperative day. Healing index
was significantly lower after utilising piezosurgery on the day of surgery in healthy
and DM 2 group. Moreover, piezosurgery was followed by singnificant decrese in the
healing index values when 7" was compared with 3" postoperative day. Conventional
complex teeth extractions were followed by significantly increased bucco-oral (during

first 7" day) and mesio-distal (from 3™ to 7™ postoperative day) epithelisation rate in



DM 2 group. At the cellular level, piezosurgical complex exodontia in healthy
patients was followed with significant decrease in VEGF and inrease in MMP-9
protein levels, when compared with conventional approach. In DM 2 patients, VEGF
and MMP-9 protein levels were significantly decreased, while PTEN protein level
was significantly increased, when compared with healthy individuals, after utilising
either piezo or conventional approach. At the molecular level, significantly increased
expression of miR-21 was found in the spacimens obtained with piezo vs.
conventional surgery in healthy patients. Moreover, conventional and piezosurgical
complex exodontia were followed by significant increase in the expression of miR-21
molecules in bone spacimens obtained from DM 2, when compared with healthy

patients.

Conclusion Piezosurgical wisdom teeth extractions in healthy patients were associated
with better postoperative patient’s recovery in terms of pain and trismus (tissue level),
followed with higher mir-21 relative expression (molecular level) and decreased level
of VEGF protein (cellular level) in bony tissue. Diabetes mellitus has not influenced
the quality of postextraction socket healing (tissue level), while it has had significant
impact on changes in VEGF, MMP-9 and PTEN protein levels (cellular level), as well
as it has induced significantly increased expression of miR-21 molecules (molecular

level), following piezosurgically-assisted complex exodontia of upper jaw.

Keywords piezosurgery, wisdom teeth, postoperative discomfort, DM type 1 and 2,
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UvVOD



PIJEZOHIRURGIJA

Pijezoelektri¢ni fenomen i specificnost rada pijezoaparata

Pijezoelektri¢ni fenomen, poznat jos i kao indirektan pijezo efekat, predstavlja
fizicki princip koji se generiSe pri mehanickim deformacijama pijezoelektri¢nih
kristala u neizmeni¢nom elektricnom polju. Preciznije, primena neizmenicne struje na
polarizovanu povr$inu kvarcne ploce ili pijezoaktivnih keramickih diskova, rezultirace
njihovom kristalnom ekspanzijom u pravcu polariteta i sledstvenom perpendikularnom
kontrakcijom, produkujuéi serije vibracija. Na taj nacin generisana visokofrekventna
vibrirajuéa energija (25-35 kHz), prenesena posebnim sistemom prenosnika
(transdjusera) na metalni nastavak, dovodi do njegovih mikrometri¢nih,
visokofrekventnih, linearnih i recipro¢nih pokreta do 300 um amplitude (O'Daly BJ i
sar., 2008; Spinelli G 1 sar., 2014). Pijezoelektri¢ne vibracije su sli¢ne vibracijama
ultrazvuénih aparata za uklanjanje zubnog kamenca u stomatologiji, medutim
pijezohirurski aparati imaju tri do Sest puta ve¢u snagu (Pavlikova G i sar. 2011).

Pijezoaparat je sastavljen iz tela, koje se aktivira pomocu noZnog prekidaca,
zatim rucice i velikog broja nastavaka razlicitih oblika 1 veli¢ina u zavisnosti od
hirurske indikacije (Slika 1). Telo aparata poseduje monitor, tastaturu, peristalti¢nu
pumpu, kao 1 drzace za rucicu i kontenjer sa rastvorom za hladenje pijezohirurskih
nastavaka (Slika 1). Na tastaturi postoje komande koje omogucéavaju biranje
odgovarajuceg programa rada aparata i podeSavanje koliCine protoka rastvora za
hladenje nastavaka. U najve¢em broju slucajeva postoje Cetiri osnovna moda rada
pijezohirur§kog aparata, podeSenih u odnosu na cetiri tipa gustine i ¢vrstoce koStanog
tkiva (D1, D2, D3 i D4), prema klasifikaciji Lekholma i Zarba (Lekholm U, Zarb GA,
1985). Stepen kosStane mineralizacije je faktor koji determiniSe frekvenciju vibracija
pijezoaparata, da bi se obezbedilo efektivno secenje kostanog tkiva. Sa tim u vezi, D1
mod se karakteriSe visokim frekvencama vibracija (do 35 kHz) i predodreden je za rad
u visokomineralizovanom kostanom tkivu, dok se nize frekvence vibracija, kao Sto je
D4 mod, koriste za manje mineralizovanu kost. Koli¢ina protoka rastvora za hladenje
nastavaka u toku rada se moZze podesSavati od 0 do 60 ml/min pomocu peristalticne
pumpe. Secivna mo¢ pijezohirur§kog aparata je zasnovana na formiranju ultrasoni¢nih
talasa pomocu pijezokeramickih diskova smestenih u rucici aparata. Pijezokeramicki

diskovi nakon izlaganja elektricnom polju, proizvedenom spoljnim generatorom



smeStenim u telu, menjanju svoj volumen generiSu¢i ultrazvucne vibracije. Nadalje,
proizvedene vibracije se usmeravaju u pojacalo, iz kojeg se preko prenosnika, prenose

na nastavke usrafljene na vrhu rucice.

Slika 1. Telo pijezohirurskog aparata sa drzacem rezervoara rastvora za hladenje (a), set
pijezohirurskih nastavaka koriSten u ekstrakcijama zuba (b), pijezohirurski nastavci
koristeni u 'sinus lift' procedurama (c), rucica pijezohirurskog aparata u kojoj su smesteni

pijezokeramicki diskovi (d)



U hirurS8koj praksi, podela pijezohirurSkih nastavaka izvrSena je prema
morfoloskim i funkcionalnim osobinama i u odnosu na njihovu klini¢ku primenu.

Morfoloska 1 funkcionalna klasifikacija  pijezohirurs§kih  nastavaka
podrazumeva da morfoloski izgled nastavka definiSe njegova strukturna svojstva, dok
funkcionalni opis ukazuje na njegove seCivne karakteristike. S tim u vezi, oStri
nastavci imaju svojstvo secenja, dijamantskim Cesticama pokriveni nastavci imaju
abrazivna svojstva, dok zaobljeni nastavci sluze za ravnanje koStanih povrsina.

Klinicka klasifikacija svrstava nastavke (oStre, abrazivne, ravnajuce) prema
osnovnim hirurSkim tehnikama, kao $to su osteotomija, osteoplastika i1 ekstrakcija. Na
taj nacin, u zavisnosti od klinicke indikacije, pijezohirurski nastavci se mogu grupisati
u nastavke za vrSenje: osteotomija, osteoplastika, ekstrakcija, pravljenja leziSta za
ugradnju implantata, parodontalne hirurgije, endodontske hirurgije, sinus [lift
procedura, Sirenja alveolarnog grebena, uzimanja koStanih transplantata, ortodonske

mikrohirurgije, procedura uklanjanja (eksplantacije) implantata (Vercellotti T, 2009).

Istorijat primene pijezohirurgije

Re¢ 'pijezo’ vodi poreklo od grcke reci 'piezin', Sta znaci 'pritisnuti jako,
stisnuti' (Free Dictionary, 2015). Tokom 1880. godine, braca Pijer i Zak Kiri pronasli
su 'pijezoelektricitet. Oni su zakljucili da primena pritiska na razlicite kristale,
keramicke materijale ili koStano tkivo proizvodi elektricitet (American Phisical
Society, 2014). Godinu dana kasnije, Gabriel Lipman je pronasao obrnut
pijezoelektricni efekat. On je pokazao da primenom elektri¢nog polja na kristal, dolazi
do deformacije materijala (American Phisical Society, 2014). Efekat je nadalje
ispitivan od strane razli¢itih naucnika i 1953. godine Katuna je objavio rad o primeni
ultrazvuka na koStanom tkivu (Admerican Phisical Society, 2014, Catuna MC, 1953).

Poslednjih decenija, razli¢iti istrazivacki timovi su ispitivali primenu
ultrazvucnih vibracija u secenju mineralizovanih tkiva (Mazorow HB, 1960; McFall
TA 1 sar., 1961; Horton JE i sar., 1975). McFal i sar., su poredili zarastanje tkiva
nakon upotrebe rotiraju¢ih instrumenata u odnosu na osciliraju¢e skalpele. Pronasli su
da je zarastanje bilo sporije nakon primene osciliraju¢eg skalpela, ali bez zna¢ajnijih
komplikacija (McFall TA i sar., 1961). Sa druge strane, Horton i sar. su na animalnom
modelu pokazali znatno ravniju povrsinu koStanog tkiva alveolarnog nastavka nakon

primene rotiraju¢ih instrumenata u odnosu na ultrazvu¢ne vibrirajuée instrumente.



Medutim, koStana regeneracija je bila znacajno brza nakon primene ultrazu¢nih
aparata (Horton JE i sar., 1975).

Imaju¢i u vidu da hirurska trauma, kao lokalni stres, predstavlja jedan od
znaajnih faktora za zarastanje intraoralnih rana, kao zamena standardnoj hirurskoj
tehnici, u oralnoj 1 maksilofacijalnoj hirurgiji je od skoro uvedena pijezohirurgija
(Torrella F 1 sar., 1998; Vercellotti T i sar., 2000). Osnovni razlog za uvodenje
pijezohirurgije u hirur§koj praksi bio je zasnovan na nedostacima standardne hirurSke
tehnike zbog potencijalnog mehani¢kog i termickog oSte¢enja kosti 1 mekog tkiva,
usled strukturnih promena u tkivu 1 smanjenja njegovog vitaliteta u procesu
regeneracije (Gulnahar Y i sar., 2013).

U stomatoloskoj praksi pijezohirurgija se koristi u raznim hirur§kim
procedurama: atraumatskim ekstrakcijama zuba (Bluz C, Szmukler-Moncler S, 2010),
hirurSkim ekstrakcijama donjih impaktiranih umnjaka (Al-Moraissi EA 1 sar., 2016),
produzavanja klinickih kruna (Lavu V i sar., 2019), periapikalne hirurgije (Abella i
sar., 2014), uklanjanja cisti¢nih lezija (Abella F i sar., 2014), uklanjanja beningnih
kosStanih tumora (Momesso G 1 sar., 2017), prepracije leziSta za ugradnju implantata
(Scarano A i sar., 2018), podizanja poda maksilarnog sinusa ‘sinus lift’ (Wallace SS 1
sar., 2007), uzimanja koS$tanih autotransplantata (Sohn DS i sar., 2007), Sirenja
bezubog vilicnog grebena (Danza M 1 sar., 2009), uklanjanja (eksplantacije)
implantata (Marini E i sar., 2013), pomeranja donjovilicnog i bradnog nerva (Bovi M 1
sar., 2010; De Vicente JC 1 sar., 2016; Sakkas N 1 sar., 2008), ortognatske hirurgije
(Spinelli G 1 sar., 2015; Pagotto L i sar., 2017), onkologije (Crosetti E i sar., 2009) i
hirurgije temporomandibularnog zgloba (Spinelli G i sar., 2017).

Klinicke karakteristike pijezohirurskih osteotomija

Pijezohirurgija, kao minimalno invazivna hirurgija, omogucava mikrometri¢no,
selektivno secenje mineralizovanog koStanog tkiva, koriste¢i definisane vrednosti
ultrazvucnih frekvencija veli¢ine od 24-32 kHz, pri ¢emu je smanjen rizik za oStecenja
okolnih mekih tkiva 1 vaznih anatomskih struktura, kao §to su nervi, krvni sudovi,
mukozne membrane 1 miSi¢i (Labanca M 1 sar., 2008). Selektivnost secenja, koja
podrazumeva secenje samo mineralizovanih tkiva, uslovljena je niZim ultrazvu¢nim
frekvencijama vibracije pijezohirurS§kih aparata. Preciznije, za razliku od
mineralizovanih tkiva, mekotkivne strukture zahvaljujuéi svojoj vulnerabilnosti, imaju

sposobnost da vibriraju bez oSteenja na istim frekvencama kao pijezohirurski



nastavak (24-32 kHz). Samim tim, rizik za nastanak traume vaskularnih i nervnih
struktura se znatno smanjuje (Vercellotti T 1 sar., 2001; O'Daly BJ i sar., 2008;
Labanca M i sar., 2008). Frekvencije vibracija od 25-35 kHz su specifi¢ne za secenje
samo mineralizovanih tkiva, kao S§to je kost, dok su za incizije na mekotkivnim
strukturama potrebne znatno vece frekvencije vibracija (preko 50 kHz)(Vercellotti T 1
sar., 2001; O'Daly BJ i sar., 2008).

Preciznost pijezohirur§kog secenja zasniva se na mehani¢kim mikrovibracijama
ultrazvucnih frekvencija modulisanih soni¢nim talasima (Stubinger S 1 sar., 2008).
Soni¢ne i ultrazvucne vibracije (25-30 kHz) se proizvode mehanickim Sok talasima,
koji vibriraju u linijskom pravcu (Stubinger S i sar., 2008), $ta doprinosi da se€ivni vrh
radi sa redukovanim amplitudama vibracije (horizontalne 20-200 pm, vertikalne 20-60
pum). Na ovaj nacin pijezohirurSki instrumenti ostvaruju svoju prednost rada u odnosu
na konvencionalne metode secenja koStanog tkiva. Zahvaljujuéi velikom broju
razli¢itih nastavaka, njihovim malim dimenzijama, kao i efektivnosti seCenja, sa
pijezohirur§kim instrumentima se moZe formirati precizna i tanka osteotomska linija u
razli¢itim pravcima i u regijama sa otezanim pristupom (Spinelli G i sar., 2015).
Poznato je takode da se osteotomije formirane pijezohirurSkom tehnikom odlikuju
glatkim koStanim zidovima (Claire S i sar., 2013) i o¢uvanom izvornom morfoloskom
strukturom koSanog tkiva (Maurer P i sar., 2008, Hollstein S i sar., 2012). Takode, u
skorasnjoj studiji na elektronskoj mikroskopiji, Blaskovic i sar. su pokazali znacajnu
razliku u izgledu koStanih defekata neposredno nakon hirurSke intervencije, sa
prisutnim ostacima koStanih fragmenata nakon koriStenja standardnih svrdala, u
poredenju sa Cistim 1 ravnim koStanim zidovima, oStrih ivica nakon pijezohirurskih
osteotomija (Blaskovic M i sar., 2016).

Za razliku od hirurskih svrdala i testera, Cija efikasnost secenja kosStanog tkiva
zavisi od primenjenog pritisaka, mikrometricko pijezohirurSko secenje se karakterise
manjim pritiskom radnog nastavka instrumenta na kost u toku rada, samim tim, i
boljom intraoperativnom hirurSkom kontrolom 1 smanjenom moguénos$éu
pregrejavanja kosti (Alam K i sar., 2011; Alam K i sar. 2013). Stavise, preteran
pritisak prilikom pijezohirur§kog secenja koStanog tkiva doprinosi sprecavanju
vibracije nastavka, smanjuje efikasnost seenja i generiSe frikcionu toplotu (Hannet P,
2015). Istrazivanje Claire i sar. je ukazalo da 150 g kontaktnog opterecenja, prilikom

pijezohirur§kog secenja kosti, postize najbolju dubinu secenja, dok preveliki pritisak



na pijezohirurski nastavak, vodi smanjenju njegovih oscilacija i secivne sposobnosti
(Claire S i sar. 2013).

Pijezohirursko secenje kosti se karakteriSe manjim krvarenjem u poredenju sa
hirurSkim svrdlima i osciliraju¢im testerama: gubitak krvi je smanjen za 25-30 %
(Spinelli G 1 sar., 2014; Landes CA i sar.,, 2008). Smatra se da razli¢iti faktori
doprinose smanjenju gubitka krvi. Usled bolje vidljivost operativnog polja i manjeg
rizika za o$teéenje mekog tkiva, povreda krvnih sudova je smanjena. Stavise, fenomen
kavitacije, nastao kao posledica kontakta rastvora za hladenje i pijezohirurSkog
nastavka u toku vibracije na ultrazvu¢nim frekvencijama, smatra se ogovornim sa
relativno odsustvo krvi iz hirurSke regije (Landes CA i sar., 2008). Fenomen kavitacije
predstavlja formiranje mikromehuri¢a pare u rastvoru za hladjenje nastavka.
Mikromehuri¢i se Sire 1 kontrahuju kada su izlozeni sinusoidalnim ultrasoni¢nim
talasima. Po dostizanju rezonantne veli¢ine, mehuri¢i gasa kolabiraju formirajuci

udarne (shock) talase (Slika 2)(Lucas M, Mathieson A, 2015).

Slika 2. PijezohirurSki nastavak usrafljen na vrhu ru¢ice u mirovanju (a), fenomen kavitacije
nastao kao posledica kontakta rastvora za hladenje i piezohirur§kog nastavka u toku vibracije

na ultrazvucnim frekvencijama (b).

Sa klinickog aspekta, kavitacija dovodi do bolje vidljivosti operativne regije
usled rasprSivanja rastvora za hladenje u obliku aerosloli koji, u sustini, dovodi do
spiranja krvi sa osteotomskih zidova. Nadalje, ovaj fenomen ima hemostatski efekat,
jer uzrokuje zaustavljanje krvarenja iz kapilara tokom secenja kosti (Labanca M 1i sar.,
2008). Pokazano je da efekat kavitacije cepa celijski zid bakterija i tako ima

antibakterijski efekat (Yaman Z, Suer BT, 2013). Sa tim u vezi, udarni talasi u vodenoj



sredini doprinose smanjenju broja bakterija 1 uklanjanju debrisa, ostvarujuci
antisepticko dejstvo na osteotomskim povrSinama i doprinose njihovom c¢iS¢enju
(Walsh LJ, 2007; Rahnana M i sar., 2013)

Pijezohirurgija proizvodi manje vibracija i buke, jer koristi mikrovibracije za
secenje koStanog tkiva, za razliku od makrovibracija i znatno izraZenije buke, koju
prave konvencionalni osteotomski instrumenti (Sohn DS 1 sar., 2007). Pokazano je da
pijezohirurS§ke mikrovibracije i redukovana buka doprinose smanjenju psiholoskog
stresa 1 straha kod pacijenata prilikom osteotomija (Sohn DS 1 sar., 2007). Studija
Chang 1 sar. je ukazala na znacajno bolji dozivljaj ekstrakcije zuba i primenjenog
pritiska u toku rada kod pacijenata nakon primene pijezohirurgije u odnosu na
standardnu tehniku, prilikom hirurSke ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka (Chang
HH i sar. 2015).

Rezultati klinickih studija su ukazali na znacajno smanjenje postoperativnog
edema i hematoma nakon primene pijezohirurgije u odnosu na oscilirajuce testere u
maksilofacijalnoj hirurgiji (Spinelli G 1 sar.,, 2014). Takode, meta-analiza Al-
Moraissia i sar. pokazala je da pijezohirurgija statisticki znacajno redukuje moguénost
pojave postoperatinog trizmusa, edema i bola, kao i1 potrebe za uzimanjem analgetika
u poredenju sa standardnom tehnikom nakon hirurSke ekstrakcije donjih impaktiranih
umnjaka (Al-Moraissi EA et al.,, 2016). Nadalje, prilikom preparacije leZiSta za
ugradnju implantata pomocu pijezohirurgije pokazano je da pacijenti imaju znatno
manju potrebu za uzimanjem analgetika, kao 1 znatno manju pojavu bola u odnosu na
konvencionalnu preparaciju (Maglione M 1 sar., 2019). Altiparmak i sar. su pronasli
da je incidenca privremenih parestezija kozZe i mukoze bila statisticki znacajno manja
nakon primene pijezohirurgije u odnosu na standardnu tehniku, pri uzimanju
autolognih koStanih transplantata u predelu simfizne regije (Altiparmak N 1 sar.,
2015). U ortognatskoj hirurgiji, pijezohirurSke osteotomije pra¢ene su znato manjim
gubitkom krvi, kao 1 znatno manjim poremec¢ajem nervnih senzacija (Pagotto L i sar.,
2017). U toku sinus lift precedura, pokazano je da koriStenjem pijezohirurSke tehnike
u toku formiranja pristupnog otvora na prednjem zidu tela maksile, dolazi do znacajno
manje mogucénosti perforacije sluzokoze poda maksilarnog sinusa, u odnosu na
standardni pristup pravljenja koStanog otvora dijamantskim svrdlima (Jordi C 1 sar.,

2018).



Bioloske karakteristike pijezohirurskih osteotomija

Brojne histoloske i molekularne studije koStanog zarastanja nakon primene
pijezohirurgije ukazale su na njene prednosti u odnosu na primenjene konvencionalne
tehnike (Mouraret i sar., 2014; Otake 1 sar., 2018; Pereira 1 sar., 2018). Sa tim u vezi,
mikroskopske analize osteotomskih defekata formiranih pijezohirurSkom tehnikom
karakteriSu se odsustvom koStanih fragmenata, uglavnom nastalih nakon primene
konvencionalnih svrdala, zatim odsustvom pigmentacija usled pregrejavanja i
oCuvanim vitalitetom osteocita i osteoblasta na osteotomskim povrsinama (Blaskovic
i sar., 2016; Harder i sar., 2009: Haghgoo i sar., 2017; Mouraret i sar., 2014). Stavise,
za razliku od nepravilnih koStanih osteotomskih povr§ina sa brojnim
mikropukotinama, prekrivenih koStanim fragmentima i nepravilnih ivica nakon
primene svrdala i oscilirajucih testera (Giraud JY 1 sar., 1991; Tehemar Sh, 1999;
Panduric DG 1 sar. , 2012; Panduric DG 1 sar., 2014), pijezohirurSke osteotomije se
odlikuju ravnim 1 perfektno ¢istim povrSinama prekrivenim fibrinom (Blaskovic M 1

sar., 2016).

Histoloske 1 histomorfometriske analize zarastanja koStanog tkiva na
animalnom modelu su ukazale na znacajno bolji kvalitet 1 kvantitet koStanog tkiva
nakon osteotomije izvedene pijezohirurSkom tehnikom u odnosu na standardnu
tehniku (Vercellotti T 1 sar., 2005). Takode, istrazivanja Ma i sar., pokazala su na
animalnom modelu vece prisustvo novoformiranog dobro vaskularizovanog kostanog
tkiva i1 akivnu koStanu remodelaciju u ranoj fazi zarastanja (7 i 14 dan), dok su Yang i
Girod ukazali na znatno brzu koStanu remodelaciju i regeneraciju nakon primene
pijezohirurgije, u odnosu na standardnu tehniku (Ma L i sar., 2013; Yang BE, Girod S,
2014). U ranoj fazi zarastanja kosti, Preti 1 sar., su pokazali manji broj inflamatornih
¢elija, nizi nivo ekspresije proinflamatornih citokina faktora nekroze tumora-alfa
(TNF-a), interleukina 1 beta (IL-18), IL-10, ali veéi broj osteoblasta i povecanu
ekspresiju kostanog morfogenetskog proteina 4 (BMP-4) i tkivnog faktora rasta-beta 2
(TGF-B2) na koStanim povrSinama formiranim pijezohirurSkim pristupom, u odnosu
na standardnu tehniku osteotomije (Preti G 1 sar. 2007).

Protektivni uticaj pijezohirurSkih instrumenata na strukturna i funkcionalna
svojstva mekih tkiva je, do sada, ispitivan u brojnim in vitro i in vivo studijama
(Metzger MC i sar., 2006, Shaeren S 1 sar., 2008; Pavlikova G i sar., 2011; Stoetzer i

sar., 2014; Otake Y i sar., 2018). Sa tim u vezi, rezultati Shaeren i sar., su pokazali da



direktan rad pijezohirurS§kog nastavaka na povrSinu shijatiénog nerva (n. ischiadicus)
miSa, pri jakom pritisku (1.5, N) i trajanju od 5 sekundi, ne dovodi do presecanja
nerva, ve¢ uzrokuje strukturna i funkcionalana oSte¢enja. Stavise, autori Shaeren i sar.,
su pokazali da perineurium nerva ostaje intaktan ¢ak i nakon primene sile od 3 N u
trajanju od 1 sekunde, ukazujuéu na postojanje potencijala za njegov potpuni
funkcionalni oporavak (Shaeren S 1 sar., 2008). Takode, pijezohirurSsko odizanje
periosta u in vivo uslovima, praceno ja ocuvanom periostalnom mikrocirkulacijom,
dok konvencionalni pristup primenom periostalnih elevatora je imao zna¢ajno manju
funkcionalnu gustinu kapilara (Stoetzer M 1 sar., 2014). Konac¢no, skorasnja studija
Otake 1 sar., pokazala je da primena pijezohirurgije na povsinu jezika misa, ne dovodi
do oStecenja epitela i jezicnih papila, za razliku od konvencionalnih okruglih i fisurnih
svrdala, koje prosecaju jezik Citavom debljinom, uzrokujuéi oste¢enje svih njegovih

tkiva (epitela, submukoze i misi¢a) (Otake Y i sar., 2018).

Ogranicenja u primeni pijezohirurgije

Pijezohirurgija se karakteriSe znatno sporijim sefenjem kosti u odnosu na
osteotomije vrSene standardnim svrdlima ili osciliraju¢im testerama (Spinelli G 1 sar.,
2014; Pavlikova G et al., 2011, Barone A i sar., 2010; Rashad A 1 sar., 2015). Ipak,
neprestano poboljSanje pijezohirurske tehnologije i1 proizvodnja znatno efikasnijih
pijezo aparata doprinose poboljSanju brzine njegovog rada (Anessi A i sar., 2018). S
druge strane, ovaj parametar brzine rada je proporcionalan sa iskustvom u primeni
pijezohirurgije u svakodnevnoj hirurSkoj praksi (Spinelli G 1 sar., 2014; Rashad A i
sar., 2015, Beziat JL i sar., 2007). Kao ograni¢enje pijezohirurSke tehnike smatra se i
ekonomic¢nost njegove primene. Potom, primena pijezohirurgije kod pacijenata sa
ugradenim pejsmejkerima smatra se kontraindikacijom, jer ultrazvucne vibracije
mogu inhibirati ritam rada pejsmejkera, uzrokovati privremene poremecaje u
modalitetu stimulacije ili ga reprogramirati (Aly, 2018). Sa druge strane, Gomez i
sar., su pokazali da direktan kontakt pijezohirurskog nastavka na in vitro model
pejsmejkera, ne prouzrokuje elektromagnetne smetnje u njegovom radu (Gomez G i

sar., 2013).
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ZARASTANJE INTRAORALNOG MEKOG I KOSTANOG
TKIVA

Fizioloski mehanizmi u zarastanju intraoralnog mekog i kostanog tkiva

Zarastanje intraoralnih rana predstavlja slozen bioloski proces zarastanja
mekog 1 koStanog tkiva koji se odvija, kako na tkivnom (diferencijacija i proliferacija
¢elija), tako na celijskom (promene nivoa signalnih molekula i produkcija tkivnog
matriksa) 1 molekularnom nivou (ekspresija gena). Proces fizioloSkog zarastanja
mekog tkiva obuhvata pet faza (hemostaza, inflamatorna reakcija i debridman,
proliferativna faza, epitelizacija i remodelacija) (Loots MA 1 sar., 1999), koje, kao
visoko strukturirani 1 sukcesivho povezani reparatorni mehanizmi, obuhvataju
osnovne bioloSke aktivnosti fagocitoze, pozitivne hemotakse Celija, njihove
mitogeneze, kao 1 sintezu kolagena i ostalih komponenti matriksa.

Neposredno posle traume mekog tkiva, kordinirani proces zarastanja obuhvata
¢elijsku reakciju iz okoline rane po tatno odredenom redosledu, koji zapocinje
sinhronizovanom aktivnos$¢u trombocita, neutrofila, limfocita i makrofaga (Bates DO 1
sar., 2003). Nadalje, usled prisutne vazodilatacije, migracije i proliferacije endotelnih
¢elija, zapo€inje proces formiranja novih krvnih sudova, koji ima poseban znacaj u
procesu zarastanja intraoralnog mekog tkiva (Drinkwater SL i sar., 2002; Folkman J i
sar., 1992; Bao P i sar., 2009). Konacno, proces zarastanja se zavrSava epitelizacijom i
sazrevanjem vezivno tkivne strome (Squier CA, Finkelstein MW, 1998).

Zarastanje intraoralnog koStanog tkiva jeste fizioloSki proces koji pokrece
kaskadu vremenski regulisanih 1 lokalnih bioloSkih aktivnosti zasnovanih na
viSestrukim unutaréelijskim 1 vancelijskim mehanizmima (Einhorn TA 1 sar., 1998;
Sandberg MM 1 sar., 1993), koji se odvija na tri funkcionalna nivoa: tkivnom,
¢elijskom 1 molekularnom (Marsell R, Einhorn TA, 2011), $to ukljucuje mobilizaciju
brojnih ¢elijskih komponenti 1 faktora rasta u procesu osteogeneze. S tim u vezi,
osnovne faze osteogeneze u intramenbranoznom tipu osifikacije su zasnovane: prvo,
na formiranju centara osifikacije u vezivnom tkivu, zatim stvaranju koStanog
nemineralizovanog matriksa (osteoida), nastanaku mlade nezrele kosti i periosta, kao i
modelaciju novoformirane trabekularne kosti (Duan X i sar., 2016).

U procesima zarastanja mekog i koStanog tkiva, centralno mesto medu brojnim
mehanizmima zauzima post-translaciona regulacija genske ekspresije predvodena

molekulima iz mikroRNK familije, koji kontroliSu signalizaciju i meducelijsku
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komunikaciju u toku ¢elijske diferencijacije, proliferacije, migracije, odgovora na sres,
kao 1 angiogeneze, posredstvom faktor rasta vaskularnog endotela (VEGF) i
parametara oksidatinog stresa i antioksidativne zaStite (Waki T i sar., 2016; Banerjee
J, Sen CK, 2015; Schipiani E i sar., 2009; Bates DO i sar., 2003; Sen CK 1 sar., 2008;
Waugquier F 1 sar., 2009).

Znacaj mikroRNK u zarastanju intaoralnog mekog i koStanog tkiva

MikroRNK (miR) molekule su vrsta nekodiraju¢ih RNK (duzine do 21 ili 23
nukleotida), koje negativno reguliSu ekspresiju ciljanih gena i1 kordiniSu najveci broj
¢elijskih procesa u toku zarastanja, ukljucuju¢i i1 Celijski odgovor na traumu
(Olejniczak M 1i sar., 2018; Leung AK 1 sar., 2010). Jedna od najviSe istrazivanih miR
molekula je miR-21, eksprimirana svestrano i kao neposredan odgovor na stress, a
ukljucena je u zastiti Celija usled izlaganja toploti, hipoksiji, traumi i oksidativnom
stresu (Cheng Y i sar., 2009; Li CL i sar., 2018; Zhang T i sar., 2019; Permenter MG 1
sar., 2019). Mehanizmi koji objaSnjavaju njeno protektivno svojstvo obuhvataju
antiinflamatorni efekat, ispoljen u obliku regulacije signalnih puteva, kao $to je put
nuklearnog faktor kappa poja€ivaca aktiviranih B Celija (eng. nuclear factor kappa-
light-chain enhancer of activated B cells (NF-kB))(Tahamtan A i sar., 2018), i
suprimiranjem oksidativnog stresa i apoptoze (Chang YF i sar., 2009). Pokazano je da
inflamacijom modularana molekula miR-21 pokazuje naruSenu ekspresiju u toku
zarastanja prvih sat vremena nakon hirurSke traume, koja moZe biti prisutna ¢ak i u
prvih 24 sata, ucestvujuci u regulaciji traumom indukovane inflamacije (Li P 1 sar.,
2019; Toldo S i sar., 2014). Takode, pokazano je da su neki od aspekata angiogenze u
toku zarastanje, kao $to je proliferacija, migracija 1 morfogeneza endotelnih celija
regulisani od strane specificnih miR molekula, nazvanih jo$ i angiomiR, u koje se
ubraja i miR-21 (Banerjee J, Sen CK, 2015). Sa druge strane, poznato je da miR-21
predstavlja znaCajan postranskripcioni regulator procesa koStane remodelacije u
fizioloSkim ili stanjima inflamacije (Chen N i sar., 2016). Konac¢no, potvrdeno je da u
toku zarastanja koStanog tkiva ekspresija miR-200 1 miR-21 ima znacajnu ulogu u
diferencijaciji, proliferaciji, migraciji 1 apoptozi osteogenih Celija, kao odgovor na
povecani nivo oksidativnog stresa (Bartel DP, 2009; Huntzinger E i sar., 2011; Winter
Jisar., 2009; Magenta A i sar., 2013).
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Znacaj VEGF-a u zarastanju intraoralnog mekog i koStanog tkiva

Imajuéi u vidu da se VEGF sintetiSe i produkuje, kako u endotelnim ¢elijama
(Uchida K 1 sar.,, 2007; Namiki A 1 sar.,, 1995), tako i u ¢elijama dobro
vaskularizovanih glatkih miSi¢a (Brogi E i sar., 1994; Stavri GT 1 sar., 1995), njegovo
prisustvo u procesu zarastanja intraoralnog mekog tkiva leZzi u mehanizmima deobe i
rasta endotelnih ¢elija 1 regulisanju propustljivosti zida krvnog suda (Bao P i sar.,
2009; Bates DO i sar., 2002). Takode, VEGF je znafajna komponenta i u procesu
hemotakse, posto se produkuje i u trombocitima (Banks RE 1 sar., 1998), neutrofilima
(Gaudry M i sar., 1997) i makrofazima (Berse B i sar., 1992). Od posebnog znacaja za
zarastanje mekog tkiva je Cinjenica da VEGF utice na epitelizaciju, deponovanje
kolagena u toku angiogeneze (Stojadinovi¢ OKA i sar., 2007), i da sprecava apoptozu
endotelnih ¢elija krvnih sudova (Makinen T i sar., 2001).

U regeneraciji koStanog tkiva, VEGF produkuju, pored endotelnih ¢elija i celije
osteogeneze, kao Sto su: osteoprogenitorske celije, osteoblasti i osteoblastima slicne
¢elije (Uchida S 1 sar., 2003; Berendsen AD i Olsen BR, 2014). Kao direktan
stimulator angiogeneze, njegovo prisustvo je od znafaja za ranu osteogenezu
(Schipani E 1 sar., 2009), posto povecava ekspresiju drugih signalnih molekula na
nivou endotela, ¢ime indukuje mezenhimalne stem ¢elije 1 diferencira ih u pravcu
osteogeneze (Yang YQ i sar., 2012; De Souza Nunes i sar., 2010). Stavise, njegova
pojacana ekspresija utic¢e 1 na diferencijaciju osteoblasta, kao i na mobilizaciju
osteoklasta (Zelzer E 1 sar., 2004; Zelzer E i1 Olsen BR, 2005; Berendsen AD, Olsen
BR, 2014), ¢cime VEGF igra vaZznu ulgu u interakciji dva osnovna procesa zarastanja

kosStanog tkiva — angiogeneze i osteogeneze.

Znacaj oksidativnog stresa u zarastanju intraoralnog mekog i kostanog

tkiva
Jedan od bitnih faktora koji uti¢u na fiziolo$ki proces regeneracije koStanog 1
mekog tkiva jeste postojanje ravnoteze izmedu stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih
radikala (ROS) 1 nitritnih radikala (RNS) sa jedne strane, i molekula i1 enzima
antioksidativne zastite (glutation, superoksid dizmutaza - SOD, katalaza, glutation
peroksidaza) sa druge strane. NaruSavanje ove fizioloSke ravnoteZe, u pravcu
povecane produkcije ROS i RNS, ili smanjene aktivnosti antioksidativne zastite

dovodi do nastanka oksidativnog stresa (Soneja A i sar., 2005)
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PoSto je zarastanje mekog i1 koStanog tkiva regulisano razli€itim signalnim
molekulama (Werner S i sar., 2003; Schafer M i sar., 2007), pokazano je da ROS i u
malim koncentracijama, ucestvuje, kako u regulisanju transdukcionih procesa i
ekspresije gena na molekularnom nivou (Sen CK i sar., 2000; Sen CK, Packer L,
1996; Sen CK, 2000, Sen CK, 1998), tako i u promeni koncentracije VEGF proteina
na ¢elijskom nivou (Sen CK i sar., 2002; Khanna S 1 sar., 2001; Cho M i sar., 2001). S
tim u vezi, u kostanom tkivu povecana koncentracija ROS znacajno uti¢e na proces

kostane resorpcije 1 smanjenu aktivnost osteoblasta.

KARAKTERISTIKE MEKOG I KOSTANOG TKIVA U
DIJABETES MELITUSU

Opste karakteristike dijabetes melitusa

Dijabetes melitus (DM) se defininiSe kao grupa matabolickih oboljenja, nastalih
usled poremecaja metabolizma ugljenih hidrata, masti i proteina, a karakteriSe se
pove¢anim nivoom glukoze u krvi (hiperglikemijom). DM moze nastati usled
smanjene ili potpuno odsutne sekrecije insulina nastale kao rezultat idiopatskog ili
autoimunog oStecenja B Celija endokrinog pankreasa (DM 1); ili kao posledica
poremecene funkcije insulina, odnosno rezistencije ciljnih tkiva na sekretovani insulin
udruzene sa neadekvatnim kompenzatornim odgovorom njegove sekrecije (DM 2).
Pored toga, DM se moze javiti u drugom ili treCem trimestru trudnoce—gestacioni
dijabetes, kao 1 biti posledica infektivnih, imunoloskih, ili hemiskih oStecenja
pankreasa (ADA, 2016).

DM predstavlja najucestalije hroni¢no-metabolicko oboljenje prisutno kod
8,5% odraslih, preko 18 godina starosti (Svetska Zdravstvena Organizacija, 2016).
Broj ljudi obolelih od DM se povecao sa 108 miliona u 1980. godini na 422 miliona u
2014. godini (Svetska Zdravstvena Organizacija, 2016), i predvida se porast od 69 %
broja obolelih u zemljama u razvoju, kao 1 20 % u razvijenim zemljama u periodu
izmedu 2010. i 2030. godine (Shaw JE i sar., 2010). Medu obolelim od DM,
ucestalost obolelih od DM 1 je 5-10%, dok DM 2 prisutan u oko 95% slucajeva
(ADA 2016).
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U faktore rizika koji doprinose nastanku DM ubrajaju se: gojaznost, smanjena
fizicka aktivnost, starostno doba, hipertenzija, dislipidemija, puSenje, kao i genetska 1
rasna/etnicka predispozicija (ADA, 2016).

Sistemske komplikacije DM, nazvane jo§ i hroni¢nim, mogu zahvatati velike
krvne sudove i manifestovati se kao makroangiopatije (cerebrovaskularna bolest,
koronarna bolest srca, kao 1 bolest perifernih arterija), ili biti lokalizovane u malim
krvnim sudovima i dovesti do mikroangiopatija (retinopatija, neuropatija, nefropatija).
Ove vaskularne abnormalnosti nastaju kao rezultat ireverzibilne neenzimske glikacije
proteina, poremecaja u celijskom redoks-potencijalu, povecanja oksidativnog stresa,
inflamatornih  promena, kao 1 nastanka endotelne disfunkcije 1 stanja
hiperkoagulabilnosti (Goldberg RB, 2009; Oliveira SF, Guillausseau PJ, 1998).
Smatra se da je osnova za pomenuti poremecaj funkcije tkivnih, celijskih 1
molekularnih mehanizama u DM-u hroni¢na hiperglikemija (Oguntibeju OO, 2019).
Stavise, sistemske komplikacije DM predstavljaju najées¢e uzroke smrtnosti i
morbiditeta pacijenata, a udruZene su sa poremecajima u metabolizmu i zarastanju

kostanog tkiva, kao i1 otezanim zarastanjem rana.

Mehanizami nastanka komplikacija kao posledica dijabetes melitusa

Osnovu za nastnak sistemskih DM komplikacija predstavlja poremecaj u
funkciji endotelnih ¢elija krvnih sudova. Zapravo, u stanju hroni¢ne hiperglikemije
endotelne Celije imaju povecan rizik za nastanak intracelijske hiperglikemije, jer
glukoza u njih moZe penetrirati mehanizmom pasivne difuzije, za razliku od drugih
¢elija, gde je potreban insulin. Akumulacija glukoze u endotelnim ¢elijama, dovodi do
aktivacije dodatnog metabolickog puta razgradnje, odnosno puta aldozne redukcije, u
kome enzimi aldozna reduktaza i sorbitol dehidrogenaza, katalizuju glukozu do
sorbitola 1 sorbitol do fruktoze. U toku ovih reakcija, dolazi do oksidacije nikotinamid
adenin dinukloid-fosfata (eng. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate-
NADPH) u NADP", i redukcije NAD" u NADH. Poveéan protok glukoze u sklopu
ovog metabolickog puta razgradnje, dovodi do promena u redoks potencijalu
endotelnih éelija, usled smanjenja éeliskog NADPH i povec¢anja stope NADH/NAD"
(Giannini C i sar., 2011).

Poveéanje stope NADH/NAD', uzrokovanog hiperglikemijom u endotelnim

¢elijama, imitira uslove sli¢ne hipoksiji i na taj nacin dolazi do sledstvene aktivacije
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proteina kinaze C (PKC). Aktivacija PKC, prac¢ena sintezom azot-oksida (NO),
uzrokuje povecanje vaskularne propustljivosti i kontraktilnosti, stimulisanje sinteze
ekstracelularnog matriksa, deponovanje proteina i lipida, kao i zadebljanja bazalne
membrane. Takode, aktivacijom PKC indukuje se inflamatorni odgovor organizma
oslobadanjem proinflamatornih citokina i molekula ¢elijske adhezije, kao 1 stvaranje
ROS-a posredstvom PKC zavisne aktrivacije enzima NAD(P)H oksidaze
(Domingueti CP 1 sar., 2016; Oguntibeju OO, 2019). Nadalje, poremecaji u
intra¢elijskom odnosu NADH/NAD" dovode do poveéanog oslobadanja superoksida
usled aktivacije enzima NADH zavisne oksidaze, koja dalje oksidiSe lipoproteine
male gustine, ¢ime se ostvaruje citotoksic¢an efekat na endotelnim ¢elijama i smanjuje
raspolozivost NO-a, vode¢i nastanku endotelne disfunkcije (Giannini C i sar., 2011;
Kessler L i sar., 1998).

Sa druge strane, proteini u celijama 1 tkivima, usled izlaganja aldozama u
stanjima hroni¢ne hiperglikemije, bivaju podvrgnuti procesima glikacije i oksidacije,
pri ¢emu dolazi do stvaranja ireverzibilnih krajnjih produkata glikolize (eng.
Advanced glycation end-product-AGEs) (Thallas-Bonke V 1 sar., 2008). Pokazano je
da AGEs produkti mogu dovesti do oStecenja tkiva putem formiranja medusobnih
veza koje naruSavaju strukturu i funkciju proteina, kao i vezivanjem za svoje AGEs
receptore na membranama endotelnih Celija, glatkih miSi¢nih celija, fibroblasta,
limfocita, monocita i makrofaga, pri cemu dovode do aktivacije ¢elijske signalizacije 1
genske ekspresije, indukujuéi oksidativni stress i sledstven inflamatorni odgovor
organizma (Giacco F, Brownlee M, 2010). Preciznije, AGEs stimulacijom ¢elijskih
receptora dolazi do aktivacije NF-kB signalnog puta, koji dalje indukuje transkripciju
razli¢itih gena, kao Sto su: endotelin 1, molekul vaskularne ¢elijske athezije-1 (eng.
Vascular Cell Adhesion Molecule-1-VCAM-1), E-selektin, trombomodulin, VEGF,
Interleukin-1 (IL-1), IL-6, faktor nekroze tumora-a (TNF-a) i receptor za AGEs (eng.
Receptor for Advanced Glycation End products-RAGE), sledstveno aktivirajuci
inflamatorno 1 prokoagulantno stanje, koje vodi endotelnoj aktivaciji (Giannini C 1
sar, 2011; Sena CM 1 sar., 2013). Povecanja ekspresija inflamatornih citokina i
adhezivnih molekula dalje pojacava inflamatorni odgovor organizma i tako dovodi do
posledi¢nog pogorsanja dijabeti¢nih vaskularnih komplikacija.

Dakle, stanje hroni¢ne hiperglikemije igra glavnu ulogu u nastanku mikro- i
makrovaskularnih DM komplikacija, putem serije mehanizama koji podrazumevaju

oslobadanje inflamatornih mediatora, a posredstvom oksidativnog stresa, ukazujuci na
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usku povezanost inflamacije 1 oksidativnog stresa u patofiziologiji dijabetes melitusa

(Butkowski EG, Jelinek HF, 2017; Collier B i sar., 2008).

Promene na kostanom tkivu uzrokovane dijabetes melitusom

Diabetes melitus je udruZen sa prisustvom brojnih komplikacija na koStanom
sistemu, koje se jednim imenom nazivaju “dijabeticno koStano oboljenje” ili
“dijabeti¢na osteopatija” (Bouillon R, 1991). Dijabeti¢ni koStani fenotip se karakterisSe
smanjenim linearnim koStanim rastom u toku puberteta kod adolescenata (Salerno M i
sar., 1997; Bizzarri C 1 sar., 2014), smanjenom koStanom mineralnom gustinom,
povecanim rizikom za nastak osteopenije i osteoporoze (Vestergaard P, 2007),
povec¢anim rizikom za nastanak preloma kostiju (Jadhorbani M 1 sar., 2007),
smanjenim potencijalom koStanog zarastanja i regeneracije (Cozen L, 1973; Choi WJ
isar., 2014; Liuni FM i sar., 2015).

Narusen kvalitet koStanog tkiva i povecan rizik za nastanak koStanih preloma
predstavljaju znacajne komplikacije DM (Janghorbani M i sar., 2006). Sa tim u vezi,
poremecaji u koStanom metabolizmu 1 pojava mikroangiopatija dovode do
prolongiranog zarastanja koStanog tkiva za 87% kod pacijenata obolelih od DM
(Loder RT, 1988). Brojne klinicke studije su ukazale na otezano koStano zarastanje
kod obolelih od DM, koje je pra¢eno usporenim stvaranjem i maturacijom kosStanog
kalusa (Cozen L,1972; Loder RT, 1988; Bibbo C i sar., 2001). Nadalje, retrospektivna
studija koja se bavila ispitivanjem uspeSnosti tretmana preloma kostiju stopala,
pokazala je da je prisustvo DM kod ispitanika bilo udruzeno sa povecanim relativnim
rizikom za nastanak komplikacija rane (Folk JW i sar., 1999). StaviSe, studije serije
slu¢aja prikazale su prisustvo povecane ucestalosti nastanka infektivnih komplikacija,
usporenog ujedinjenja, neujedinjenja 1 redislokacije koStanih fragmenata, kao i
nastanka pseudoartroze nakon hirurske terapija fraktura kod pacijenata obolelih od
DM (Stuart MJ, Morrey BF, 1990; Papa J i sar., 1993; Tisdel CL i sar 1995).

Pacijenti oboleli od DM 1 su pod uticajem potpunog gubitka funkcije B Celija
pankreasa, koje je udruZeno sa smanjenjem nivoa insulinu sliénog faktora rasta 1
(eng. Insulin Growth Factor-IGF-1). Nedostatak sekretovanog insulina i drugih
anabolickih hormona endokrinog panreasa, kao i smanjenje nivoa IGF-1 suprimiraju
diferencijaciju nediferentovanih mezenhimalnih stem celija u osteoblaste, kao 1
osteoblastnu aktivnost (Crane JL 1 sar., 2013). Stoga, dolazi do inhibicije skeletnog

rasta u ranijim fazama odrastanja, koje dovodi do poremecaja u postizanju
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maksimuma koStane mase (Hough FS i sar., 2016; Weber DR 1 sar., 2019; Shah VN i
sar., 2019; Fuusager GB i sar., 2019; Gil-Diaz MC i sar., 2019). Sa druge strane, DM
tip 2 utice na koStanu strukturu u kasnijoj fazi bolesti, gde mnogi faktori, kao §to su
insulinopenija,  hiperglikemija, oslobadanje =~ AGEs, hroni¢na inflamacija,
mikroangiopatija i oksidativni stres dovode do narusavanja koStane mikroarhitekture i
biomehanickih karakteristika (Napoli N i sar., 2016; Napoli N i sar., 2014).

Dakle, znacaj DM u koStanom zarastanju ogleda se u smanjenju diferencijacije
mezenhimalnih stem ¢elija u osteoblaste, kao 1 smanjenjem proliferacije i osteoblastne
¢eliske funkcije (Weiss RE, Redi AH, 1980; Mc Cabe LR, 2007). Na smanjenu
aktivnost osteoblasta ukazano je redukovanom ekspresijom mRNA za osteoklacin i
kolagen tip 1 za oko 50% i kolagen tip 10 za oko 50-70% (Lu H i sar., 2003; Macey
LR 1 sar., 1989; Topping RE i sar.,, 1994) u ranoj fazi koStanog zarastanja kod
nekontrolisanog DM, kao 1 usled smanjenja broja i funkcije kapilara (Von
Wilmowskiy C i sar., 2010). Takode, in vitro studije su pokazale da oksidativni stres u
DM dovodi do inhibicije aktivnosti osteoblasta (Mody N 1 sar., 2001; Bai XC 1 sar.,
2004) i indukuje njihovo osteéenje i apoptozu (Chen RM i sar., 2005). Stavise,
hiperglikemija, oksidativni stres i AGEs mogu imati Stetan efekat na mezenhimalne
progenitorske celije u pravcu njihove smanjene proliferacije, povecane apoptoze i
inhibirane diferencijacije u osteoblaste (Lu H 1 sar., 2003; Bai XC i sar., 2004; Chen
RM i sar., 2005; Kume S i sar., 2005; Stolzing A i sar., 2006). Sa tim u vezi, pokazano
je da primena egzogenih antioksidanasa menja Stetan efekat povecane koncentracije
glukoze i ubrzava kostano zarastanje (Sheweita SA 1 Khoshhal KI, 2007; Hamada Y 1
sar,. 2009; Zhen D i sar., 2010).

Konac¢no, znaajnu ulogu u epigenetskoj kontroli inflamacije, osteogeneze i
angiogeneze, u toku zarastanja koStanog tkiva, ¢ine molekule miR-a, na osnovu
regulacije transkripcije ciljanih gena i sledstvene kontrole odgovaraju¢ih signalnih
puteva (Waki T 1 sar., 2016). Sa tim u vezi, in vivo studija Takahara i sar., je ukazala
da poremecena ekspresija pojedinih vrsta miRa, znacajnih u kontroli inflamacije,
osteogeneze 1 angiogeneze u DM uslovima, moze predstavljati osnov u patofiziologiji

narusenog DM kosStanog zarastanja (Takahara S 1 sar., 2018).
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Poremecaj zarastanja rana u dijabetes melitusu

Kao posledica mikroangiopatskih promena, hroni¢ne nezarasrajuce rane i ulceri
na stopalima su Gesto prisutne komplikacije kod pacijenata obolelih od DM. Stavise,
pokazano je da zarastanje rana nakon intraoralnih hirurSkih intervencija kod ovih
pacijenata moze biti usporeno i pra¢eno komplikacijama (Barash A i sar., 2008;
Jacober SJ, Sowers JR, 1999).

Dakle, diabeti¢ne rane, uslovljene insuficijentnom angiogenezom, pokazuju
smanjenu vaskularizaciju 1 gustinu kapilara, a klinicki se manifestuju usporenim
zarastanjem 1 povecanim rizikom za nastanak infekcije (Dinh T, Veves A, 2005).
Angiogeneza, odnosno proces stvaranja novih krvih sudova iz ve¢ postoje¢e krvne
mreze, uslovljena je ravnoteZom izmedu stimulisanja rasta i proliferacije krvnih
sudova sa jedne strane i njihove maturacije 1 mirovanja sa druge, u toku fizioloskog
zarastanja. U dijabeti¢énim uslovima ova ravnoteZe je naruSena i dovodi do otezanog
zarastanja 1 tkivne regeneracije, kao i1 usporene ponovne restitucije fizioloSkog
vaskularnog sistema (Okonkwo UA, DiPietro LA, 2017). Smatra se da usporeno
zarastanje rane u DM je rezultat poremecaja u inflamatornoj i proliferativnoj fazi
zarastanja u mekom tkivu (Loots MA i sar., 1999; Loots Ma 1i sar., 1998), usled
promena u metabolizmu kolagena, fibrina i fibronektina i redukcije granulacionog
tkiva (Ferguson MW i sar., 1996).

Zapravo, osnovu za oteZzano zarastanje dijabeti¢nih rana ¢ine poremecaji u
modulaciji tkivnih, ¢elijskih 1 molekularih mehanizama koji koordiniSu kompleksnu
kaskadu procesa zarastanja. Na taj nain dolazi do znaCajnog smanjenja celijske
proliferacije 1 migracije, izmene meducelijskih signalnih puteva, kao i poremecaja
genske ekspresije i1 sledstvenog smanjenjenja sinteze proteina, koje dalje vode
poremecenoj angiogenezi, formiranju granulacionog tkiva i reepitelizaciji rana u
dijabeti¢nim uslovima (Lim JZ i sar., 2017; Huang H i sar., 2015). Sa tim u vezi,
pokazano je da makrofagi, ¢elije urodenog imunog sistema sa bitnom ulogom u
zarastanju, imaju naruSenu funciju u dijabeti¢nim ranama (Hold GL, El-Omar EM,
2008). Za razliku od pro-reparatornih karakteristika, koje ove celije imaju u
fizioloskim stanjima, u dijabetiénim ranama deficit makrofaga ogleda se u
poremecaju njihovog fenotipa i sledstvenom izostanku stimulacije reparatornih
procesa u tkivu usled smanjenog oslobadanja citokina, interleukina i faktora rasta
(Boniakowski AE i sar., 2017). Istrazivanje Khanna 1 sar., su pokazala na modelu rane

genetski modifikovanog DM miSa da makrofagi poseduju smanjenu funkciju
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eferocitoze, Sta dovodi do nagomilavanja apoptoti¢nih ¢elija 1 posledi¢ne pojafane
inflamatorne reakcije organizma (Khanna S i sar., 2010). Poznato je da su makrofagi
vazan depo VEGF-a i drugih pro-angiogenih faktora zarastanja, tako da njihov deficit
moze biti povezan sa redukovanom angiogenezom, koja se ocekuje u DM ranama.
Nadalje, Seitz i sar., su pokazali da je nivo VEGF-A proteina i njegove mRNK u
ranama genetski modifikovanog DM miSa znacajno smanjen u odnosu da zdrave
jedinke (Seitz O i sar., 2010). Stavise, Galiano i sar., su pronasli da tretiranjem rana
genetski modifikovanog DM misSa sa VEGF-A, dolazi do njihovog znatno brzeg
zatvaranja u odnosu na kontrolne Zivotinje (Galiano RD i sar., 2004).

Sa druge strane, fibroblasti, celije znaCajne za sekreciju faktora rasta,
stimulaciju angiogeneze i1 raparaciju rane, imaju smanjen proliferatini kapacitet i
abnormalne celijske morfoloske karakteristike u dijabeticnim uslovima, kao $to su
prisustvo multi-lamelarnih i vezikularnih tela, odsustvo mikrotubularnih struktura,
uvecan 1 proSiren endoplazmati¢ni retikulum, koji ukazuju na njihov hipertrofiéni
fenotip u dijabeti¢nim ranama (Loots MA 1 sar., 1999). Ovi funkiconalni poremecaji
predstavljaju relevantnu osnovu angiogenog deficita u dijabeti¢kim ranama, jer je
poznato da fibroblasti imaju vaznu ulogu u angiogenezi usled sinteze pro-angiogenih i
pro-inflamatornih citokina, kao $to su VEGF 1 faktor rasta fibroblasta (eng. fibroblast
growth faktor-FGF) (Kalluri R, Zeisberg M, 2006), a prisustvo ¢elijskih mikrotubula
je neophodno za njihovu migraciju u predeo rane (Rhee S, 2009; Yang H i sar., 2010).

Dijabetes melitus je povezan i sa poremecajem proliferacije endotelnih
progenitornih stem Celija iz koStane srzi, koje su vazne u procesima angiogeneze i
zarastanja rana (Loomans CJ 1 sar., 2004; Tepper OM i sar., 2002). Naime, pokazano
je da DM znacajno menja signalne mehanizme aktivacije i proliferacije pomenutih
¢elija 1 doprinosi njihovoj apoptozi direktnim menjanjem aktivnosti VEGF, matriksne
metaloproteinaze (MMP) i endotelne azot-oksid sintetaze (eng. Endothelial nitric
oxide synthase-eNOS), kao signalnih molekula od znacaja za regrutaciju i migraciju
endotelnih progenitorih ¢elija u predeo rane (Liu ZJ, Velazquez OC, 2008; Gallagher
KA isar., 2007; Albiero M i sar., 2011).

Konac¢no, epigenetski mehanizmi, ukljueni u kontroli genske ekspresije i
sledstvenoj sintezi signalnih molekula, kao 1 regulisanju meducelijske komunikacije u
toku zarastnja rane, mogu biti izmenjeni u stanjima DM (Ozdemir D, Feinberg MW,
2019). Sa tim u vezi, kombinovana in vivo 1 klini¢ka studija Lin i sar., ukazala je na

zna€ajno povisen nivo serumskog miR-217, hipoksijom indukovanog faktora-lalfa
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(HIF-10) i VEGF-a kod DM pacijenta u odnosu na zdrave. StaviSe, rezultati ove
studije su pokazali statisticki znac¢ajno ve¢i nivo miR-217, dok su nivoi HIF-1la i
VEGF-a bili smanjeni kod jedinki sa prisustvom DM ulcera noge, u poredenju sa DM
1 zdravim pacijentima i miSevima. Konac¢no, nakon tretmana ulcerima stopala kod
DM miSeva sa inhibitorom miR-217, pronasli su da dolazi do smanjenja zone ulcera,
kao 1 njegovog ubrzanog zarastanja, pracenog sa znacajnim smanjenjem inflamatornih
citokina (IL-1B, TNF-a i IL-6), ali i sa pove¢anjem nivoa HIF-1a i VEGFa. Rezultati
ove studije ukazuju da inhibicija miR-217, kao post-translacionog regulatora genske
ekspresije, moze pozitivno uticati na HIF-1o/VEGF signalni put i sledstveno
poboljsati angiogenezu i inflamatorni odgovor u toku zarastanja DM ulcera stopala na

modelu misa (Lin CJ i sar., 2019)
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NAUCNA OSNOVA PROBLEMA
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Kako su dosadas$nja istrazivanja ukazala na klinicki znacaj primene
pijezohirurgije sa aspekta bioloski opravdanog i kvalitetnijeg zarastanja koStanog
tkiva, od posebnog znacaja je bilo utvrditi racionalne osnove za primenu minimalno
invazivne hirurS§ke metode i1 kod pacijenata sa smanjenim kapacitetom koStanog 1
mekotkivnog zarastanja, kao Sto su pacijenti sa DM 11 2. S tim u vezi, znacaj ove
doktorske disertacije ogleda se u Cinjenici da do sada nema podataka u literaturi o
uticaju pijezohirurgije na stepen promena transdukcionih signalnih mehanizama, kod
pacijenata sa DM 1 1 2, kod kojih je ve¢ promenjen tkivni, Celijski i molekularni

odgovor u zarastanju mekog i koStanog tkiva.
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CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Imaju¢i u vidu da do sada nema podataka o uticaju pijezohirurgije na stepen
promena nivoa signalnih molekula i transdukcionih signalnih mehanizama, kao i
njihove povezanosti sa promenama na tkivnom nivou kod pacijenata sa DM, postavili

smo sledece ciljeve doktorske teze:

1. Ispitati 1 uporediti klinicke intraoperativne parametre (duZina trajanja
intrvencije i osteotomije) u toku primene pijezohirurgije u odnosu na
standardan metod hirurS§kog vadenja impaktiranih umnjaka u donjoj vilici,

kod zdravih i DM 1 pacijenata.

2. Ispitati i uporediti klini¢ke parametre postoperativnog toka (bol, otok i
trizmus), nakon primene pijezohirurgije u odnosu na standardan metod
hirur§kog vadenja impaktiranih umnjaka u donjoj vilici, kod zdravih i DM

1 pacijenata.

3. Ispitati 1 uporediti uticaj pijezohirurgije u odnosu na standardnu hirur§ku
proceduru na ekspresiju miR-21 molekula, nivoe VEGF, IL-1p proteina 1
aktivnost SOD enzima u uzorcima koStanog tkiva uzetim prilikom
hirur§kog vadenja impaktiranih umnjaka u donjoj vilici kod zdravih

pacijenata.

4. Ispitati korelaciju izmedu klinickih parametara postoperativnog toka i
ekspresije miR-21 molekula, nivoa VEGF, IL-1B proteina i aktivnosti
SOD enzima, nakon primene pijezohirurgije 1 standardne hirurSke
procedure vadenja impaktiranih umjaka u donjoj vilici, kod zdravih

pacijenata.

5. Ispitati 1 uporediti klinicke intraoperativne parametre (duZina trajanja
intrvencije, osteotomije i odontotomije) u toku komplikovanog vadenja
viSekorenih zuba, primenom pijezohirurgije u odnosu na standardan

metod, kod zdravih i DM 2 pacijenata.

6. Ispitati klinicke parametre zarastanja oralnohirurSke rane (bol, izgled

gingive ekstrakcione alveole, indeks zarastanja, rezidualni volumen
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alveole 1 epitelizaciju), nakon komplikovanog vadenja viSekorenih zuba,
primenom pijezohirurgije u odnosu na standardan metod, kod zdravih

pacijenata.

Ispitati klinicke parametre zarastanja oralnohirurSke rane (bol, izgled
gingive ekstrakcione alveole, indeks zarastanja, rezidualni volumen
alveole 1 epitelizaciju), nakon komplikovanog vadenja viSekorenih zuba,
primenom pijezohirurgije u odnosu na standardan metod, kod DM 2

pacijenata.

Uporediti klinicke parametre zarastanja oralnohirurske rane (bol, izgled
gingive ekstrakcione alveole, indeks zarastanja, rezidualni volumen
alveole 1 epitelizaciju), nakon komplikovanog vadenja viSekorenih zuba,
primenom pijezohirurgije u odnosu na standardan metod, izmedu zdravih i

DM 2 pacijenata.

Ispitati 1 uporediti uticaj pijezohirurgije u odnosu na standardnu hirurSku
proceduru na ekspresiju miR-21 molekula, nivoe VEGF, MMP-9, PTEN
proteina i aktivnost SOD enzima u uzorcima koStanog tkiva uzetim prilikom

komplikovanog vadenja viSekorenih zuba kod zdravih i DM 2 pacijenata.
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HIPOTEZA
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PijezohirurSka ekstrakcija impaktiranih umnjaka u donjoj vilici kod zdravih
pacijenata prac¢ena je znacajno manjim postoperativnim otokom, slabije izraZzenim
postoperativnim trizmusom 1 slabijim intenzitetom postoperativnog bola u odnosu na
izrazenost ovih parametara postoperativnhog toka posle standardne hirurSke
intervencije.

PijezohirurSke osteotomije kod zdravih pacijenata su pracene povecanom
ekspresijom miR-21 1 smanjenim nivoom VEGF proteina u alveolarnom koStanom
tkivu tokom hirurske ekstrakcije impaktiranih umnjaka u donjoj vilici.

Kod DM 2 u odnosu na zdrave pacijente, kvalitet zarastanja postekstrakcionih
rana viSekorenih zuba u gornjoj vilici je znacajno uspeSniji nakon primene
pijezohirurgije u odnosu na standardni metod komplikovane ekstrakcije.

Primena pijezohirurgije u toku komplikovanih ekstrakcija viSekorenih zuba kod
pacijenata sa DM 2 pracena je pove¢anom ekspresijom miR-21 i smanjenim nivoom

VEGF proteina u alveolarnom koStanom tkivu.
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ETICKI STANDARD

Klinicki deo istrazivanja sproveden je na Klinici za Oralnu hirurgiju,
StomatoloSkog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, dok su eksperimentalna
istrazivanja vrSena na Institutu StomatoloSkog fakulteta 1 na Institutu za nuklearne
nauke “Vinca”. IstraZivanje je sprovedeno u periodu od juna 2016. do juna 2018.
godine, uz dozvolu Etickog komiteta (br. 36/9) Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu. Takode, ova klini¢ka studija je registrovana u medunarodnoj bazi klinickih
istrazivanja ClinicalTrials.gov (NCT02942108). Svi ispitanici su bili informisani
pismenim i usmenim putem o ciljevima i znacaju istrazivanja, hirurS§koj intervenciji,
kao 1 postoperativnom oporavku i eventualnim rizicima. Pre ucestvovanja u
ispitivanje, od svih ukljucenih ispitanika dobijen je informisani pristanak u pisanoj
formi. Ispitanici su mogli da prekinu ucesce u bilo kojoj fazi istrazivanja, na sopstveni
zahtev ili na zahtev lekara istraZivaca, ukoliko je utvrdeno da se nisu u potpunosti
pridrzavali protokola istrazivanja. Klini¢ka studija je uradena u skladu sa principima
HelsinSke deklaracije 1 po principima Dobre klinicke prakse (ICH harmonized
tripartite guidelines: Guideline for Good Clinical Practice. J Postgrad Med
2001;47:45-50)

Ova doktorska disertacija je sprovedena u okviru projekta Ministarstva prosvete,
nauke i tehnoloskog razvoja pod brojem OI175021, ¢iji je naziv ,,Kontrola bola i
molekularni mehanizmi kao faktori regenerativne terapije u stomatologiji kod zdravih

pacijenata i pacijenata sa diabetes melitusom*.

DIZAJN ISTRAZIVANJA

Klini¢ka studija, koja je predmet ove doktorske disertacije, sprovedena je iz dva
dela.

U prvom delu istrazivanja, na modelu ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka
ispitivan je 1 uporedivan uticaj pijezohirurSke i standardne metode na parametre
postoperativnog toka i nivoe oslobadanja signalnih molekula u koStanom tkivu
(¢elijski 1 molekularni nivoi analize) kod zdravih pacijenta. Ovaj deo istraZivanja je
sproveden kao prospektivna, randomizovana, kontrolisana, jednostruko slepa i

ukrStena klinicka studija.
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Na osnovu osteotomske tehnike uklanjanja koStanog tkiva oko neizniklog
umnjaka, u ovoj klini¢koj studiji, zdravi ispitanici su bili podeljeni u sledece grupe:

l. Grupa — PijezohirurSka metoda —26 pacijenta

2. Grupa — Standardna metoda —26 pacijenta

U okviru prvog dela istrazivanja, uklju¢eno je bilo 5 pacijenata obolelih od
dijabetes melitusa tip 1 (DM 1) sa simetrilno impaktiranim donjim umnjacima
indikovanim za hirurSku ekstrakciju primenom pijezohirurgije i standardne hirurgije.

Drugi dio klini¢ke studije se odnosio na ispitivanje uticaja pijezohirurske i
standardne tehnike na zarastanje rana nakon komplikovanog vadenja viSekorenih zuba
u bo¢nim segmentima gornje vilice, kod zdavih 1 pacijenata sa dijabetes melitusom tip
2 (DM 2). Ova faza klini¢kog istrazivanja je dizajnirana kao prospektivna,
randomizovana, kontrolisana, jednostruko slepa klini¢ka studija. I u drugom delu
studije, kvalitet zarastanja postekstrakcione rane, pored klinickih parametara, pracen je
1 analizom promena ekspresije signalnih molekula na ¢elijskom i molekularnom nivou.

Na osnovu hirurSke tehnike u toku ekstrakcije zuba i u zavisnosti od prisustva
DM 2 u ovom delu klinicke studije, ispitanici su bili podeljeni u slede¢e grupe:

l. Grupa — pacijenti sa DM 2-32 pacijenta

Podgrupe: a) Pijezohirurska metoda (16 pacijenata)
b) Standardna metoda (16 pacijenata)
2. Grupa — zdravi pacijenti-32 pacijenta
Podgrupe: a) Pijezohirurska metoda (16 pacijenata)

b) Standardna metoda (16 pacijenata)

U oba dela klinickog istrazivanja, redosled primene odgovarajuce tehnike
prilikom ekstrakcije odreden je randomizacijom, odnosno slu¢ajnim izborom tehnike
izvlaCenjem naziva iz zatvorene koverte (pijezohirurS$ka tehnika ili standardna
tehnika), uz pomo¢ lekara koji nije ucestvovao u izvodenju istrazivanja, sakupljanju i

obradi podataka.
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ISPITIVANI PACIJENTI I KRITERIJUMI ZA
UKLJUCIVANJE I ISKLJUCIVANIJE 1Z STUDIJE

U okviru prvog dela klinickog istrazivanja ukljuceni su bili zdravi 1 pacijenti
oboleli od DM 1, kod kojih je indikovana obostrana hirurSka ekstrakcija simetri¢no
impaktiranih donjih umnjaka. U drugom delu klini¢kog istrazivanja su ukljuceni
zdravi 1 pacijenti oboleli od DM 2, kojima je indikovano vadenje viSekorenih zuba u
gornjoj vilici. Prema klasifikaciji Ameri¢kog UdruZenja Anesteziologa (American
Society of Anesthesiologists-ASA), zdravi pacijenti su pripadali ASA I kategoriji, dok
su pacijenti sa DM 1 i DM 2, u odnosu na prisustvo makroangiopatskih i
mikroangiopatskih sistemskih komplikacija uzrokovanim dijabetes melitusom, bili
klasifikovani kao ASA II (bez sistemskih komplikacija) ili ASA III (sa prisutnim
sistemskim komplikacijama).

Opsti kriterijumi za ukljucivanje pacijenata u prvi dio klini¢kog istrazivanja,
odnosno ispitivanje uticaja pijezohirurske tehnike na parametre postoperativnog toka
na modelu hirurske ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka, bili su: prisustvo donjih
simetricno 1 vertikalno anguliranih tre¢ih molara u Klasi C 1 pozicijama 1 1 2
(klasifikacija Pell i Gregory), kod zdravih i DM 1 pacijenata, oba pola, uzrasta od 18
do 35 godina (Pell GJ, Gregory BT, 1933). Tezina hirurSke ekstrakcije je bila
standardizovana u cilju povecavanja verovatnoce slicnih hirur§kih trauma. Shodno
tome, svi impaktirani umnjaci ukljuceni u studiju su zahtevali separaciju krunice i
korenova imaju¢i u obzir njihovu morfologiju i broj korenova. Indikacija za ovakav
pristup postavljena je u toku preoperativne evaluacije ortopantomografskih snimaka, i
u slucaju nedoumica u odnosu na morfologiju korenova, radene su dodatne analize 3D
snimaka.

Opsti kriterijumi za ukljucivanje pacijenata u drugi dio klinickog istrazivanja,
odnosno ispitivanje uticaja pijezohirurSke tehnike na zarastanje ekstrakcionih rana
nakon komplikovanih vadenja viSekorenih zuba bili su: prisustvo viSekorenih zuba u
gornjoj vilici indikovanih za ekstrakciju uz pomo¢ separacije krunice i korenova, kod
zdravih i DM 2 pacijenata, oba pola, starosti od 18 do 65 godina, kod kojih je
sprovedena preoperativna kauzalna terapija mekih 1 ¢vrstih zubnih naslaga i obrada
parodontalnih dZepova. Indikacija za ovakav pristup postavljena je na osnovu

klini¢kog pregleda i preoperativne evaluacije ortopantomografskih snimaka ispitanika.
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Kriterijumi za isklju¢ivanje iz istrazivanja bili su: zubi sa akutnom i hroni¢énom
infekcijom, skoraSnja terapija antiinflamatorinim ili kortikosteroidnim lekovima,
trudnice ili dojilje, puSaci sa >10 cigareta dnevno, pacijenti alergicni na lekove 1 hranu,
kao 1 pacijenti koji se nisu pridzavali protokola hiruske procedure i kontrola. Pacijenti
koji nisu zeleli da u€estvuju u klini¢koj studiji tokom randomizacije su bili iskljuceni
iz istrazivanja.

Dodatni kriterijumi za ukljucivanje ispitanika obolelih od DM 11 DM 2 bili su:
prisustvo kontrolisanog dijabetes melitusa, sa nivoom glikozilisanog hemoglobina
HbA1c < 8%, $ta je potvrdeno na nalazima nadleznog endokrinologa.

Pored uobicajenih demografskih podataka koji su se odnosili na sve ispitanike
(starost, pol) za DM 1 1 DM 2 ispitanike dodatno su beleZeni podaci o duZini trajanja
DM, vrsti terapije (dijeta, oralni hipoglikemici, insulin), nivoima jutarnje glikemije,
vrednostima glikozilisanog hemoglobina (HbA1c), dobijenih na osnovu anamnestickih

podataka i medicinskog kartona.

HIRURSKA EKSTRAKCIJA DONJIH IMPAKTIRANIH
UMNJAKA

HirurSke ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka su bile zakazane u dva
odvojena termina sa razlikom od cetiri nedelje izmedu njih. Kod svih pacijenata je

preoperativno  ordiniran amoksicilina sa  klavulonskom kiselinom 625mg

(Amoksiklav®, Tbl farmacevtska druzba, Ljubljana, Slovenia) 1 ispranje usta sa 15 ml,
0,2% rastvorom hlorheksidina (Curasept™ ADS 220 Curaden Health-Care s.r.l,
Saronno, Italy) u trajanju od 1 minut neposredno pre pocetka hirurSke procedure.

Intervencije su vrSene u lokalnoj sprovodnoj anesteziji donjovili¢nog Zivca,
jezicnog Zzivca i obraznog Zivca. Kao lokalni anestetik koriSten je 2% lidokain-
hidrohlorid sa adrenalinom 1:80,000 (Lidokain 2 % - Adrenalin®, Galenika, Belgrade,
Serbia). Sve operacije su vrSene od strane istog oralnog hirurga i asistenta.

HirurSka intervencija ekstrakcije umnjaka se vrsila odizanjem mukoperiostalnog
reznja pune debljine sa bukalne strane. ReZanj se formirao rezom od sredine
bukolingvalnog promera distalne povrSine drugog molara, pruzajuéi se distalno po

vrhu alveolarnog grebena, s bukalnom inklinacijom prema prednjoj ivici ramusa
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mandibule. Drugi rez se pravio sulkusno ka napred, do distalne povrSine drugog
premolara.

U pijezohirurS8koj grupi se koristio aparat Piezotome Solo Led (Satelec,
France)(Slika 1) za odizanje mukoperiostalnog reznja, uklanjanje koStanog tkiva i
stvaranja pristupa za separaciju krunice i korenova impaktiranog umnjaka. Za odizanje
mukoperiostalnog reznja koristio se nastavak SL 5 (Slika 2) iz seta nastavka
indikovanih u procedurama podizanja sluzokoze poda maksilarnog sinusa (sinus lift
kit). SeCenje kosti, da bi se pristupilo separaciji krunice i korenova, vrSeno je
nastavcima BS1, BS2L, BS2D (Slika 3) seta za koStanu hirurgiju (Slika 4)(Goyal M i
sar., 2012). Frekvencija ultrazvucnih vibracija je bila podeSena izmedu 28 1 36 kHz, sa

linijskom amplitudom mikrovibracije izmedu 30 do 60 um/s.

Slika 2. Pijezohirurski nastavak SL 5

Slika 1. Piezotome Solo Led (Satelec, France)

Slika 3. Pijezohirurski nastavak BS1,
BS2L, BS2D

U standardnoj metodi odizanje mukoperiostalnog reznja vrSeno je
raspatorijumom (Molt’s No. 9), pazljivo 1 vodeéi racuna da tokom odizanja ne dodje
do cepanja reznja. Za uklanjajne koStanog tkiva i stvaranja pristupa za separaciju

krunice i korenova koriSteno je karbidno okruglo svrdlo (HP cavity round 022,
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Maillefer, Ballaigues, Switzerland) sa hirurSkim nasadnikom pri obrtaju od 35,000
rpm (Slika 5). U toku rada svrdlom u koStanom 1 zubnom tkivu, hladenje instrumenta

je vrseno irigacijom sterilnim fizioloskim rastvorom.

Slika 4 (a). Secenje kosti i
stvaranje pristupa za separaciju
krunice i korenova
pijezohirurskim instrumentom

Slika 4 (b). Izgled
pijezohirurske osteotomske
linije

Slika 4 (c). Izgled pristupa za
separaciju krunice i korenova
zuba formiranog
pijezohirur§kom tehnikom

Slika 5 (a). Secenje kosti i
stvaranje pristupa za separaciju
krunice i korenova
standardnim pristupom

Slika 5 (b). Izgled osteotomske
linijje formiran standardnim
pristupom

Slika 5 (c). Izgled pristupa za
separaciju krunice i korenova
zuba formiranog standardnom
tehnikom
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U obe grupe, separacija krunice i korenova vrSena je okruglim karbidnim
svrdlom (HP cavity round 022, Maillefer, Ballaigues, Switzerland) 1 hirurSkim
nasadnikom uz obilnu irigaciju sterilnim fizioloskim rastvorom, pri ¢emu se vodilo
racuna da se svrdlom ne dode u kontakt sa kostanim tkivom, po prethodno opisanoj
metodologiji (Sivolella S 1 sar., 2011; Goyal M 1 sar., 2012). Poluge i kleSta su
koriSteni za dislokaciju i uklanjanje fragmenata krunice i korena zuba iz alveole.

Nakon vadenja zuba, ekstrakciona rana je bila isprana fizioloskim rastvorom,
ostre koStane ivice zaravnjene turpijom za kost i rana uSivena koncem od svile
(Sofsilk® 4-0, Covidien llc, USA). Svim pacijentima je ordiniran amoksicilin sa

®, Tbl farmacevtska druzba, Ljubljana,

klavulonskom kiselinom 625mg (Amoksiklav
Slovenia), tri puta dnevno u trajanju od tri dana (Rullo R i sar., 2013). Analgetik
ibuprofen 400 mg (Brufen 400mg, Galenika AD, Srbija) je bio ordiniran, u slucaju
potrebe, za kontrolu postoperativnog bola. Kortikosteroidni lekovi nisu bili ordinirani
ni preoperativno, ni u postoperativnom periodu. Za kontrolu postoperativnog otoka
koristila se fizikalna terapija primenom hladnih obloga spolja, na koZi iznad operisane
regije, 10 minuta u toku svakog sata, prvih Sest sati nakon hirurSke intervencije
(Sortino F 1 sar., 2008). Pacijenti su bili savetovani da uzimaju prohladenu i kasastu
ishranu u prvih 24 sata nakon intervencije 1 da ispiraju usta sa 15 mL 0,12% rastvora
hlorheksidina (Curasept® ADS 212 Curaden Health-Care s.r.l., Saronno, ltaly), tri

puta dnevno, u trajanju od jednog minuta, deset dana nakon hirur§ke intervencije

(Mantovani i sar., 2014). Uklanjanje konaca vrseno je sedam dana nakon intervencije.

Klinic¢ki parametri:

a) Trajanje intervencije i osteotomije:
U toku hirurske intervencije belezeno je vreme koje protekne od pocetka incizije
do postavljanja poslednjeg Sava i prikazano je u minutima. Takode, registrovano je

vreme secenja kosti pijezohirur§kom ili standardnom tehnikom prikazano u minutima.

b) Parametri postoperativnog toka:
Parametri postoperativnog toka koji su se pratili u ovom ispitivanju bili su: bol,
trizmus 1 otok. Procena bola, trizmusa i otoka vrSena je na kontrolnim pregledima

prvog i treeg dana nakon hirur§ke intervencije. Procenu bola registrovali su sami
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pacijenti obuceni od strane odgovarajuceg lekara, na osnovu istrazivackog upitnika i

protokola, dok je procenu trizmusa i otoka vrSio nezavistan istrazivac, koji nije bio

upoznat sa vrstom primenjene hiruske tehnike.

BOL: Za procenu intenziteta bola koriS¢ena je vizuelna analogna skala (VAS),

oznacena linijjom duzine 100mm (0 - nema bola, 100 - najjac¢i mogucéi bol) (Barone i

sar., 2010). Procena bola vr$ila se registrovanjem:

1
2
3.
4

Ucestalosti 1 intenziteta bola koriS¢enjem VAS,

Vremena pojave prvog bola nakon hirurske intervencije (Brajkovic i sar., 2014),
Vremena uzimanja prvog analgetika (ibuprofen 400mg) (Brajkovic i sar., 2014),
Ukupna koli¢ina primenjenog analgetika (ibuprofen 400mg) u postoperativnom

periodu od 3 dana.

TRIZMUS: Procena trizmusa vrSena je merenjem rastojanja izmedu mezio-

incizalnog ugla gornjeg i1 donjeg desnog centralnog sekuti¢a u stanju maksimalno

otvorenih usta (Slika 6)(Ustun Y 1 sar. 2003). Vrednost trizmusa je zapravo

predstavljala razliku u interincizalnom rastojanju merenom preoperativno (bazi¢na

vrednost), sa vrednostima interincizalnog razmaka dobijenih prvog i tre¢eg dana.

Slika 6. Merenje interincizalnog
razmaka izmedu mezio-
incizalnog ugla desnog gornjeg i
donjeg centralnog sekutica.
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OTOK: Procena otoka vrSila se merenjem tri rastojanja izmedu pet referentnih
tacaka na licu pacijenta. To su: pogonion, spoljasnji ugao usana, spoljaSnji ugao oka,
tragus 1 ugao mandibule (Slika 7). Zbir rastojanja izmedu referentnih tacaka izmeren
preoperativno smatrao se bazi¢nom vrednos¢u za odgovarajucu stranu lica. Razlika u
rastojanjima izmedu referentnih taCaka merenih na postoperativnim kontrolama i
bazi¢ne vrednosti predstavljala je vrednost otoka obraza za odgovaraju¢i dan

(Schultze-Mosgau S i sar., 1995).

Slika 7. Lokalizacija referentnih
taCaka (1. Pogonion, 2. Spoljasnji
ugao usana, 3. Spoljasnji ugao
oka, 4. Tragus, 5. Ugao
mandibule) koristenih u
procenjivanju  postoperativnog

otoka.

¢) Pracenje neZeljenih efekata:
Kod svakog pacijenta beleZena je moguca pojava nezeljenih efekata 1
postoperativnih komplikacija, kao Sto su: nastanak alveolitisa, krvarenja i produZzenog

zarastanja rane, bolne osetljivosti rane 1 pojave parestezije.

Laboratorijski parametri:

Kvantitativno odredivanje ekspresije miR-21 molekula, nivoa VEGF-a, IL-
1P proteina i aktivnosti SOD enzima

U ovom delu istrazivanju radene su analize koStanih uzoraka uzetih primenom
pijezohirurgije 1 standardne tehnike u toku hirur§kog vadenja donjih impaktiranih
umnjaka kod zdravih pacijenata. Odredivanje ekspresije molekula miR-21 je uradeno

na Institutu za nukelarne nauke “Vin¢a”, Beograd, dok je kvantifikacija nivoa VEGF,
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IL-1pB proteina i aktivnosti SOD enzima radena na Institutu StomatoloSkog fakulteta,

Univerziteta u Beogradu.

Uzimanje uzorka koStanog tkiva

Po zavrSetku ekstrakcije zuba, osteotomija za uzimanje koStanih uzoraka
vrSena je standardnom tehnikom (hirurSkim nasadnikom i okruglim (HP cavity round
016, Maillefer, Ballaigues, Switzerland) 1 fisurnim (HP cavity cylinder 010, Maillefer,
Ballaigues, Switzerland) karbidnim svrdlima uz obilnu irigaciju sterilnim fizioloSkim
rastvorom) ili primenom pijezohirurgije (pijezohirurski nastavnci BS1, BS2L, BS2D
seta za koStanu hirurgiju). 1z svake operativne regije, uzet je koStani uzorak dimenzija
3x5x2 mm sa bukalne strane osteotomske pristupne linije, koja je bila u direktnom
kontaktu sa hirurSkom regijom, gde su prethodno rotiraju¢a svrdla i pijezohirurski
nastavnci koriSteni u formiranju pristupa za separaciju krunice i korenova zuba (Slika
8 1 9). Uzeti koStani uzorci su bili sacinjeni od kompaktne kosti, imajuéi u vidu
dimenzije uzetog uzorka, naroCito njegovu debljinu od 2 mm, koja je odgovarala
uobicajenoj debljini kostane kompakte u regiji donjih tre¢ih molara (Fistarol F 1 sar.,
2019). Kostani uzorci su uzeti otprilike 30 minuta nakon pocetka hirurske procedure,
zatim trenutno smrznuti u te€nom azotu i ¢uvani na -80 ° C do pocetka laboratorijskih
analiza (Kammerer PW 1 sar., 2012; Gulnahar Y 1 sar., 2015). Dimenzije koStanih
uzoraka su odgovarale potrebnim koli¢inama ko$tanog tkiva neophodnim za vrSenje
laboratorijskih analiza. Na uzorcima su kasnije ispitivani i poredeni nivoi ekspresije
miR-21, koncentracije VEGF-a i IL-1p, kao 1 aktivnosti SOD enzima u zavisnosti od

primenjene hirurske tehnike.
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Slika 8. Izgled uzorka koStanog Slika 9. Izgled uzorka koStanog
tkiva uzetog primenom tkiva uzetog primenom
pijezohirurgije standardne tehnike

Postupak kvantifikacije VEGF-a, IL-1p i SOD-a u uzorcima kostanog tkiva

Po odmrzavanju, koStani uzorci su isprani sa hladnim PBS/heparinom da bi se
izbegla kontaminacija sa krvlju. Uzorci su zatim pripremani postupcima
demineralizacije (1.2M HCL na 4°C, tokom no¢i), ekstrakcije (6M guanidin
HCL+100 ml Tris+ 0.125M EDTA, na 4°C, 72 sata) i precipitacije (aceton) proteina.
U ovako pripremljenim uzorcima nivoi VEGF 1 IL-1B proteina su mereni
imunoesejskom (eng. enzyme-linked immunosorbent assay-ELISA) metodom uz
pomo¢ komercijalnih ELISA kitova (Human VEGF Elisa kit, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA and Human Interleukin 1 Beta ELISA kit, Uscn Life Science, Inc.
China), dok je aktivnost SOD enzima (%) merena spektrofotometrijski, pomocu
komercijalnih kitova (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) prema uputstvima
proizvodaca. Odredivanje opti¢kih gustina rastvora radeno je na aparatu Multiskan

EX (Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA, USA).

Postupak kvantifikacije ekspresije miR-21 u uzorcima kostanog tkiva

a) Izolacija molekula RNK iz zamrznutih uzoraka koStanog tkiva
Iz uzoraka koStanog tkiva (prethodno zamrznutih u te¢nom azotu) vrSena je
izolacija molekula RNK pomocu komercijalnog reagensa miRNA Isolation Kit

(Ambion, by Life Technologies, USA).
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Uzorci koStanog tkiva su prvobitno podvrgnuti denaturaciji proteina pomocu
lizirajueg bafera (eng. Lysis Buffer), a zatim tretirani kiselo-fenolnim hloroformom, a
sa ciljem preciS¢avanja 1 odstranjenja najveceg dela DNK komponenti. Proces
kona¢nog RNK preciS¢avanja bio je usmeren na dobijanje malih nekodiraju¢ih RNK
molekula (RNK koji sadrze do 200 nukleotida). U tom cilju koristen je 100% etanol,
kako bi se postigla koncentracija od 25% etanola u uzorcima. Nakon propustanja
etanol-liziraju¢e smeSe kroz stakleno-vlaknasti filter i uklanjanja velikih RNK
molekula, dobijen je filtrat sa malim RNK molekulima. Po ponovhom uveéanju
koncentracije etanola u filtratu do 55%, i filtracije na isti nacin, dobijena je RNK

frakcija oboga¢ena malim RNK molekulima (<200 nt).

Rastvor za ispiranje je pravljen tako Sto je dodato 21 mL 100 % etanola u
miRNK Wash Solution 1. Dok je 40 mL 100% etanola dodato u miRNK Wash
Solution 2/3.

Uzorci kostanog tkiva (20-50 mg tezine) homogenizovani su pomocu tecnog
azota. S obzirom na to da smo imali smrznuto kostano tkivo, nakon merenja i procene
tezine uzorka, koriS¢eno je 10 zapremina Lysis/Binding Buffer-a, prema preporukama

proizvodaca.

Nakon kompletne homogenizacije, dodato je 1/10 zapremine miRNA
homogenisanog aditiva tkivnom lizatu 1 vorteksovano nekoliko puta, a potom
inkubirano 10 minuta na ledu.

Zatim je dodat kiselo-fenolni hloroform iste zapremine kao i1 zapremina
prvobitog lizata prije dodavanja miRNA homogenisanog aditiva. Nastala smeSa je
vorteksovana od 30 do 60 sekundi. Po centrifugiranju smeSe (5 minuta sa
maksimalnom brzinom od 10 000 rpm, na sobnoj temperaturi) dobijene su odvojene
donja-roze, fenol-hloroformska faza, interfaza (tkz. organska faza u kojoj se nalaze
proteini i DNK) i gornja, bezbojna odnosno vodena faza, koja sadrzi molekule RNK.

Gornja vodena faza sa RNK sadrzajem je pazljivo odlivena i1 prebacena u novu
tubu. Uzorci su konacno isprani vodom bez enzima nukleaza (eng. nuclease free).

U prvoj fazi je dodato 1/3 zapremine 100% etanola vodenoj fazi dobijenoj nakon
odstranjivanja organske komponente uzorka i zatim vorteksovano nekoliko puta. Za
svaki pojedinacni uzorak je dodat filtracioni nastavak (eng. filter cartridge) na

sakupljaju¢u tubu (eng. collection tube). Pipetirana je smeSa lizat/etanola kroz
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filtracioni nastavak, centrifugirana 15 sekundi (10 000 rpm) i sakupljen je filtrat.

U drugoj fazi dodato je 2/3 zapremina 100% etanola sakupljenom filtratu na
sobnoj temperaturi i dobro pomesano. Za svaki uzorak je ponovo postavljen filtrirajuci
nastavak (eng. filter cartridge) na tubu za sakupljanje (eng. collection tube). Ponovo je
pipetirana smesa filtrata/etanola kroz drugi filter, a potom centrifugiran 15 sekundi (10
000 rpm) da bi smeSa prosla kroz filter.

Filter je prvo ispiran sa 700 uL miRNK Wash Solution 1 i centrifugiran 5 — 10
sekundi, a zatim ponovo dva puta sa 500 pL Wash Solution 2/3. Po ispiranju,
filtriraju¢i nastavak je vratem na sakupljaju¢u tubu (eng. collection tube) 1
centrifugiran 1 minut sa ciljem eliminacije zaostale tecnosti sa filtera.

Na kraju, filtrirajuéi nastavak je primenjen na nove tube za sakupljanje (eng.
collection tube), dodato je 100 pL vode bez nukleza na centralni dio filtera, a potom
centrifugirano 20-30 sekundi na maksimalnoj brzini da oporavi RNK molekule.
Konac¢no, sakupljen je belicasti talog, eluat koji sadrzi RNK i ¢uvan na -20 °C.

Kvantifikacija molekula RNK je vrSena spektrofotometrijski, merenjem
apsorbance na 260 nm (Azs0), pomoc¢u BioSpec-nano aparata (Shimadzu Corporation,
Japan). Svi analizirani uzorci su imali A260/A280 odnos izmedu 1.8 i 2.1, ¢ime je

potvrden zadovoljavajuéi kvalitet ispitivanih uzoraka.

b) Lancéana reakacija polimeraze kojoj prethodi reverzna transkripcija

koriS¢enjem prajmera sa petljom (Stem-Loop RT-qPCR)

Kvantitativno odredivanje ekspresije miR-21 je uradeno metodom lancane
reakacije polimeraze u relanom vremenu (eng. Real-time quantitative PCR, RT-

qPCR).

Za reakciju reverzne transkripcije, koriS¢eno je 10 ng od ukupne RNK,
specifiéni prajmeri sa petljom za miR-21 (ID:000397) i male nukleolusne RNK
RNU6B (ID:001093), (TagMan, Applied Biosystems, Foster City, California, USA),
inkubiranih 30 min na 16 °C, 30 min na 42 °C, 5 min na 85 °C (Tabela 1). Sve rakcije
su pokrenute na Real Time PCR 7500 aparatu (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA), koriste¢i TagMan miR-21 esej i RNU6B, kao endogenu kontrolu pri
slede¢em temperaturnom okviru: 95 °C u trajanju od 10 min, 95 °C u trajanju od 15 s,

60 °C u trajanju od 60 sek, pracenih sa 40 ciklusa. Nivo ekspresije miR-21 je bio

42



normalizovan u odnosu na endogenu kontrolu, RNU6B, i izracunat po komparativnom
2% metodu, gde je ACt razlika u dobijenim proseénim Ct (eng. cycle threshold

number) vrednostima. Svi rezultati su bili izraZzavani u odnosu na kontrolne vrednosti.

Tabela 1. Temperaturni okviri reakcije reverzne transkripcije miR-21

Temperatura °C Vreme (min)
16 30
42 30
85 >
4 0

KOMPLIKOVANO VADPENJE VISEKORENIH ZUBA

Klini¢ko istrazivanje je sprovedeno na zdravim i DM 2 pacijentima kod kojih je
indikovano komplikovano vadenje viSekorenih zuba u bo¢nim segmentima gornje
vilice u lokalnoj anesteziji.

Preoperativno pacijenti su isprali usta sa 15 ml, 0,2% rastvorom hlorheksidina
(Curasept™ ADS 220 Curaden Health-Care s.r.l., Saronno, Italy) u trajanju od 1
minut.

Kao lokalni anestetik koriSten je 2% lidokain-hidrohlorid sa adrenalinom
1:80,000 (Lidokain 2 % - Adrenalin®, Galenika, Belgrade, Serbia). Sve operacije su
vr$ene od strane istog oralnog hirurga i asistenta.

U toku standardne metode ekstrakcije, separacija krunice i korenova, uklanjanje
koStanog tkiva 1 preparacija retencionih mesta za aplikaciju poluga vrSene su
karbidnim okruglim svrdlom (HP cavity round 022, Maillefer, Ballaigues,
Switzerland) sa hirurSkim nasadnikom, na 35,000 rpm obrtaja. U toku rada svrdlom u
koStanom 1 zubnom tkivu hladenje instrumenta je vrSeno sterilnim fizioloSkim
rastvorom. Uklanjanje koStanog tkiva intertadikularnog septuma, koje je koriSteno za

laboratorijske analize, vrSeno je okruglim (HP cavity round 016, Maillefer, Ballaigues,
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Switzerland) 1 fisurnim (HP cavity cylinder 010, Maillefer, Ballaigues, Switzerland)
karbidnim borerom sa hirurSkim nasadnikom uz obilnu irigaciju sterilnim fizioloskim
rastvorom 1 kleStima za kost (Slika 10).

Slika 10. Okrugli i fisurni borer sa

hirurskim nasadnikom koristeni
prilikom standardnih ekstrakcija

U pijezohirurskoj grupi koriSten je aparat Piezotome Solo Led (Satelec, France).
Separacija krunice i korenova zuba, odvajanje korenova od zidova alveole i
preparacija retencionih mesta vrSena je pijezohirurSskim nastavcima (SL2, LC1, LC2 i
Ninja nastavak) seta koriStenih u ekstrakcijama zuba prema uputstvu proizvodaca
(Slika 11). Frekvencija ultrazvucnih vibracija je bila podeSena imedu 28 i 36 kHz sa
amplitudom mikrovibracije od 30 do 60 upm/s. Uklanjanje koStanog tkiva
intertadikularnog septuma za laboratorijske analize vrSeno je pijezohirurSkim

nastvkom BS1 iz seta za koStanu hirurgiju 1 kleStima za kost (Slika 12).

Slika 11. Pijezohirurski nastavci koriSteni u procedurama komplikovanih vadenja zuba (a),

pijezohirurski nastavci koristeni u proceduri Sirenja periodontalnog prostora (LC 11 LC 2),

secenja periodontalnog ligamenta i zubnog tkiva (Ninja) (b)
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Slika  12.  Izgled BS 1
pijezohirur§kog nastavka iz seta
za koS$tanu hirurgiju.

Po zavrSetku separacije krunice i1 korenova zuba, luksacije korenova i1 njihovo
uklanjanje iz alveole vrSeno je pomocu poluga i kleSta kod svih ispitanika.
Postekstrakciona alveola je isprana fizioloskim rastvorom 1 oS$tre koStane ivice
zaravnjene turpijom za kost.

Za kontrolu postoperativnog bola, u slucaju potrebe, pacijentima je ordiniran
analgetik ibuprofen 400 mg (Brufen 400mg, Galenika AD, Srbija). Kortikosteroidni
lekovi nisu bili ordinirani ni preoperativno, ni u postoperativnom periodu. Pacijentima
je, za kontrolu postoperativnog otoka, savetovano da drze hladne obloge spolja, na
kozi, iznad operisane regije, 10 minuta u toku svakog sata, prvih Sest sati nakon
hirurske intervencije (Sortino F i sar., 2008). Takode, preporuc¢ena im je prohladena i
kaSasta ishrana u prvih 24 sata i ispiranje usne duplje sa 15 mL 0,12 % rastvora
hlorheksidina (Cumsept® ADS 212 Curaden Health-Care s.r.l., Saronno, ltaly), tri
puta dnevno, u trajanju od jednog minuta, deset dana nakon hirurSke intervencije

(Mantovani E i sar., 2014).

Klinic¢ki parametri:

a) Trajanje intervencije, osteotomije i odontotomije:
U toku ekstrakcije zuba beleZeni su parametri trajanja intervencije, koji
obuhvataju ukupnu duzinu trajanja ekstrakcije, duzinu trajanja osteotomije i duZinu

trajanja odontotomije, a bili su izraZeni u minutima.

b) Parametari postoperativnog toka:
Parametri postoperativnog toka koji su se pratili u ovom delu ispitivanju bili su:

bol, izgled gingive ekstrakcione alveole, indeks zarastanja, rezidualni volumen alveole
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1 epitelizacija ekstracionih alveola. Procenu bola registrovali su sami pacijenti na dan
hirurske intervencije, obuceni od strane odgovarajuceg lekara, na osnovu istrazivackog
upitnika 1 protokola. Procenu izgleda gingive, indeksa zarastanja, rezidualnog
volumena 1 epitelizacije ekstrakcione alveole vrSena je neposredno nakon ekstrakcije
zuba 1 na kontrolnim pregledima treceg, sedmog, Cetrnestog i dvadeset prvog dana.
Istrazivac, koji je vrSio procenu klinickih parametara zarastanja, nije bio upoznat sa

vrstom primenjene hirur§ke tehnike u ekstrakcijama zuba.

BOL: Za procenu intenziteta bola koristila se vizuelna analgna skala (VAS),
oznacena linjjom duzine 100mm (0 - nema bola, 100 - najjac¢i moguci bol) (Barone A 1
sar., 2010). Procena bola vrSena je registrovanjem:

1. Ucestalosti i intenziteta bola koriS¢enjem VAS,

2. Vremena pojave prvog bola nakon hirurske intervencije (Brajkovi¢ i sar.,
2014),

3. Vremena uzimanja prvog analgetika (ibuprofen 400mg) (Brajkovi¢ 1 sar.,
2014)

4. Ukupna koli¢ina primenjenog analgetika (ibuprofen 400mg) prvog dana.

IZGLED GINGIVE EKSTRAKCIONE ALVEOLE: Procena izgleda vrSena je
primenom skale u odnosu na boju gingive, prisustvo edema i krvarenja (Sivolella S i
sar., 2011):

1. Roze boja, bez edema
Crveno-roze boja, blago edematozna

Crvena, edematozna

S

Crvena, edematozna, blago krvari na dodir

INDEKS ZARASTANJA 1 REZIDUALNI VOLUMEN EKSTRAKCIONE
ALVEOLE: Pralenje zarastanja ekstrakcione rane vrSeno je pomocu indeksa
zarastanja i rezidualnog volumena alveole na slede¢i nacin:

Indeks zarastanja je procenjivan na osnovu izgleda boje gingive ekstrakcione
alveole, boje i konzistencije zarastajuceg tkiva u ekstrakcionoj alveoli, kao 1 prisustva
supuracije 1 krvarenja iz ekstrakcione alveole (Mozzati M 1 sar., 2013). Procena je

vrSena na sledeci nadin:
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1. Boja tkiva:
1 = 100% povrsine gingive roze boje
2 = <50% povrsine gingive crvena, hiperemicna, pokretna pri palpaciji

3 =>50% povrsine gingive crvena, hiperemi¢na, pokretna pri palpaciji

2. Bojaikonzistencija zarastajuceg tkiva:
1 = zrnasta, roze, u celosti popunjava alveolu
2 = meka, crvena

3 = fragilna, zelenkasta, sivkasta

3. Supuracija:
1 = odsutna
2 = odsutna, ali prisutna izrazena koli¢ina naslaga na zidovima alveole

3 = izrazena pri palpaciji

4. Krvarenje:
1 = odsutno
2 = indukovano palpacijom
3 = spontano
Rezidualni volumen alveole (eng. Residual Socket Volume-RSV) je odredivan na
osnovu matematickog proracuna na slede¢i na¢in (Mozzati M i sar., 2013):
RSV=(BLxMD x DA)t/(BL x MD x DA) t-0
BL: Rastojanje izmedu unutrasnjih ivica marginalne gingive sa bukalne 1
lingvalne strane ekstrakcione rane.
MD: Rastojanje izmedu unutra$njih ivica marginalne gingive sa mezijalne 1
distalne strane ekstrakcione rane.
DA: Dubine alveole merena od najniZe tacke do linije koja spaja vrh marginalne
gingive sa bukalne i oralne strane
t: kontrolni pregledi 3, 7, 14 1 21 dan
0: Vrednosti BL, MD, DA merenih nakon ekstrakcije (bazalna vrednost)
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PROCENA EPITELIZACIJE EKSTRAKCIONE ALVEOLE: Procena
epitelizacije vrSena je merenjem buko-oralnog i mezio-distalnog rastojanja izmedu
unutrasnjih ivica marginalne gingive, kao i merenjem dubine alveole, od najnize njene
tacke do linije koja spaja vrh marginalne gingive sa bukalne i oralne strane (Slika
13)(Mozzati M i sar., 2013). Stopa epitelizacije predstavljala je razliku vrednosti gore
spomenutih rastojanja merenih neposredno nakon ekstrakcije sa rastojanjim merenim

na kontrolnim pregledima (3, 7, 14, 21 dan) (Aronovich S i sar., 2010).

14. dan 21. dan

Slika 13. Procena epitelizacije: Mesta merenja buko-oralnog, mezio-distalnog
rastojanja i dubine aveole (0, 3, 7, 14, 21 dana)

Pracenje neZeljenih efekata:
Kod svakog pacijenta je registrovana moguca pojava nezeljenih efekata i1
postoperativnih komplikacija, kao Sto su: nastanak alveolitisa, krvarenja i produZenog

zarastanja rane, bolne osetljivosti rane 1 pojavu parestezije.
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Laboratorijski parametri:

Kvantitativno odredivanje ekspresije miR-21 molekula, nivoa VEGF,

MMP-9, PTEN proteina i aktivnosti SOD enzima

U ovom delu istrazivanja radene su analize koStanih uzoraka uzetih primenom
pijezohirurgije i standardne tehnike u toku komplikovanog vadenja viSekorenih zuba
kod zdravih 1 DM 2 pacijenata. Odredivanje ekspresije molekula miR-21 je uradeno na
Institutu za nuklearne nauke “Vinca”, Beograd, dok je kvantifikacija nivoa VEGF-a,
MMP-9, PTEN-a i aktivnost SOD enzima radena na Institutu Stomatoloskog fakulteta,

Univerziteta u Beogradu.

Uzimanje uzorka koStanog tkiva:

Po zavSetku ekstrakcije, koStani uzorci interradikularnih septuma su uzeti
primenom standardne tehnike (okruglim i fisurnim karbidnim) ili pijezohirurgije
(nastavnci BS1, BS2L, BS2D seta za koStanu hirurgiju). U toku uzimanja koStanog
tkiva primenom standardne tehnike, svrdla su hladena obilnom koli¢inom fizioloSkog
rastvora u toku rada. KoS$tano tkivo interradilularnog septuma (dimenzija 3x5x2 mm)
je prethodno bilo u direktnom kontaktu sa regijom gde je vrSena ekstrakcija zuba, koja
je podrazumevala separaciju krunice i korenova zuba, kao i pravljenje retencionih
mesta u koStanom tkivu za aplikaciju poluga uz pomo¢ pijezohirurske ili standardne
tehnike. Uzeti koStani uzorci su bili spongiozne grade, imajuci u vidu regiju uzimanja i
morfologiju koStanog tkiva interradikularnog septuma u gornjoj vilici (Slika 14)
(Joudzbalys G, Kubilius M, 2013). Po uzimanju, uzorci su bili trenutno smrznuti u
te¢nom azotu i ¢uvani na -80 ° C do pocetka laboratoriskih analiza (Gulnahar i sar.,
2013). Dimenzije koStanih uzoraka su odgovarale potrebnim koli¢inama tkiva
neophodnim za vrSenje laboratorijskih analiza. Na uzorcima su ispitivani 1 poredeni
nivoi ekspresije miR-21 molekula, koncentracije VEGF, MMP-9, PTEN proteina, kao
1 aktivnosti SOD enzima u zavisnosti od hirurSke tehnike uzimanja i zdravstvenog

statusa pacijenata.
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Slika 14. Izgled ekstrakcione
alveole nakon vadenja korenova
zuba (a), izgled -ekstrakcione
alveole nakon uzimanja koStanog
uzorka (b), izgled kostanog tkiva
interdentalnog ~ septuma  uzet
lijerovim klestima za kost (c)

Postupak kvantifikacije VEGF-a, MMP-9 i PTEN-a, SOD-a u uzorcima

koStanog tkiva

Po odmrzavanju, koStani uzorci su isprani sa hladnim PBS/heparinom da bi se
izbegla kontaminacija sa krvlju. Uzorci su zatim pripremani postupcima
demineralizacije (1.2M HCL na 4°C, tokom no¢i), ekstrakcije (6M guanidin
HCL+100 ml Tris+ 0.125M EDTA, na 4°C, 72 sata) i precipitacije (aceton) proteina.
U ovako pripremljenim uzorcima nivoi VEGF, MMP-9 i PTEN proteina su mereni
imunoesejskom ELISA metodom uz pomo¢ komercijalnih ELISA kitova (Human
VEGF Elisa kit, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; Human MMP-9 Quantikine
Elisa kit, R&D Systems®, Inc. Minneapolis, MN, USA; Humani Elisa kit for
Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN), Cloud-Clone Corp, Katy, TX, USA), dok
je aktivnost SOD enzima (%) merena spektrofotometrijski, pomo¢u komercijalnog

kita (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) prema uputstvima proizvodaca.
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Odredivanje optic¢kih gustina rastvora radeno je na aparatu Multiskan EX (Thermo

Fisher Scientific, Walthman, MA, USA).

Postupak kvantifikacije ekspresije miR-21 u uzorcima kostanog tkiva

Izolacija molekula RNK iz zamrznutih uzoraka koStanog tkiva i lan¢ana rekacija
polimeraze, kojoj prethodi reverzna transkripcija koriS¢enjem prajmera sa petljom
(Stem-Loop RT-qPCR) za kvantitativno odredivanje ekspresije miR-21, radene su
metodoloski na isti nacin kao 1 u toku prvog dela istrzivanja pomoc¢u komercijalnog

reagensa miRNA Isolation Kit (Ambion, by Life Technologies, USA).
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STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Statistica analiza prikupljenih podataka vrSena je u SPSS programu, verzija 18
(SPSS, IBM Statistics, USA). Testiranje normalnosti distribucije kontinualnih
podataka vrSeno je pomoc¢u Kolmogorov-Smirnov testa.

U prvom delu klini¢kog istraZivanja, od neparametarskih testova koriS¢eni su
Chi-square test 1 Wilcoxon Sign Rank test, dok su podaci sa normalnom distribucijom,
izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija, bili analizirani sa Student ¢
testom. Spearman 1 Pearson test korelacije su koriS¢eni za ispitivanje povezanosti
izmedu klinikih i laboratorijskih parametara, statisticki znacajnih izmedu ispitivanih
grupa.

U drugom delu istrazivanja, statisticka analiza parametara zarastanja
ekstrakcionih rana nakon komplikovanih ekstrakcija zuba vrSena je primenom Mann
Whitney U testa za poredenja izmedu grupa, dok su za poredenja unutar grupa
koriS¢eni Friedman test (post hoc Vilkokson test) 1 Mann Whitney U test.

Minimalni nivo statisticke znac¢ajnosti bio je podeSen na p < 0,05.

Konacan broj ispitanika u toku klini¢kog istraZivanja definisan je na osnovu
snage studije od najmanje 0,8 (80%) 1 greske 1. tipa i vrednosti od 0,05. Za proracun
je koris¢ena pretpostavljena vrednost intenziteta postoperativhog bola izrazena
pomoc¢u VAS, u razli¢itim grupama. U prvom delu (efektna veli¢ina 0,91; snaga
0,9943) bilo je potrebno ukljuciti 26 ispitanika sa prisutnim obostrano impaktiranim
umnjacima. U drugom delu (efektna veli¢ina 0,96; snaga 0,8080) minimalan ukupan
broj zdravih 1 DM 2 pacijenata sa indikovanom ekstrakcijom viSekorenog zuba u
gornjoj vilici iznosio je 60 (po 15 u svakoj grupi). IzraCunavanje veli¢ine uzoraka u
grupama izvedeno je primjenom t-paired test u prvom delu istraZivanja, dok je
Wilcoxon-Mann-Whitney test koriSten u izraCunavanju veliine uzorka drugog dela

istrazivanja u programskom paketu GPower 3.1.
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REZULTATI
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I. Klinicki parametari postoperativnog toka
nakon hirurske ekstrakcije donjih
impaktiranih umnjaka primenom
pijezohirurgije i standardne hirurgije kod

zdravih pacijenata
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Studijski dijagram toka istraZivanja, snaga studije, veli¢ina uzorka,

karakteristike ispitanika i trajanja intervencije

Dizajn sprovedene klinicke studije hirurSkog vadenja donjih impaktiranih
umnjaka primenom pijezohirurgije 1 standardne hirurgije prikazan je na dijagramu
toka istrazivanja (Grafik 1.1). U odnosu na terapijski protokol, u ovom delu klinickog
istrazivanja, formirane su dve grupe (zdravi ispitanici koji su tretirani pijezohirur§kom
metodom 1 standardnom metodom u ukrStenom dizajnu). Imajuéi u vidu statisticku
analizu snage studije zasnovanu na preliminarmin rezultatima, kao i studiju Goyal 1
sar., koja je pokazala statisticki znacajno manju vrednost VAS-a (intenziteta bola)
nakon primene pijezohirurgije u odnosu na standardnu hirurgiju, potreban broj
ispitanika sa obostrano impaktiranim umnjacima je iznosio 26 (Goyal M 1 sar., 2012).
Na ovaj nacin umnjaci sa jedne strane su bili esktrahovani primenom pijezohirurgije,
dok je standardan hirurski pristup bio koriSten u ekstrakcijama na suprotnoj strani.

Kriterijumi za ukljucivanje i isklju¢ivanje su primenjeni na 40 ispitanika, od
kojih je 26 (14 muskaraca 1 12 Zena) sa potpuno impaktiranim i1 simetri¢no
postavljenim donjim tre¢im molarima indikovanim za hirurSku ekstrakciju u studiji
ukrStenog dizajna, ukljuceno u proces randomizacije i svrstano ili u pijezohirursku ili
standardnu grupu. Osnovne demografske karakteristike pacijenata su prikazane i
analizirane u tabeli 1.1. Medu ispitanicima obe grupe nije postojala statisticki znacajna
razlika u godinama starosti, kao i distribuciji polova. Ukupno vreme trajanja hirurSke
intervencije, kao 1 vreme potrebno da se izvede osteotomija, bilo je statisti¢ki znacajno

duze nakon primene pijezohirurgije u odnosu na standardnu tehniku (Tabela 1.1).
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Ukupno pregledanih pacijenata (n=40)

Isklju€eni (n=14)

] + Ne ispunjavaju kriterijume za
ukljucivanje (n=11)

¢ Odbili da ugestvuju (n=2)

¢ Ostalirazlozi (n=1)

[ Ukljucivanje

Uklju€eni pacijenti (n=26)

'

[ Svrstavanje ]
Svrstani u pijezohirursku Svrstani u standardnu
grupu (n=26) grupu (n=26)

+ Imali odabranu intervenciju (n=26)
4 Nisu imali odabranu intervenciju (n=26)

[ Pracenje ]

A

Nisu se pojavili na kontroli prvog i tre¢eg dana (n=0)

# Isklju¢eni iz analize (n=0)

\4

[ Analiza podataka ]

v

Analizirani (n=52)

# Isklju¢eni iz analize (n=0)

Grafik 1.1. Dijagram randomizacije pacijenata indikovanih za hirursku ekstrakciju
donjih impaktiranih umnjaka primenom pijezohirugije i standardne hirurgije u studiji
ukrStenog dizajna (CONSORT Statement 2010 Flow Diagram from Schulz KF,
Altman Dg, Moher D, for the CONSORT Group (2010) CONSORT 2010 statement:
Updated guidelines for parallel group randomized trials. J Pharmacol Pharmacother.

doi: 10.4103 /0976-500X.72352).
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Tabela 1.1. Demografske i osnovne klinicke karakteristike ispitivane populacije

Parametri

(srednja vrednost £ SD)

N 26
Muskarci 23,00 £2,58
Starost Zene 22,00 £ 3,32
p n.s.
Muskarci 14
Pol, N Zene 12
p n.s.
Hirurgija
Pijezo Standardna
Trajanje intervencije (min) p
Ukupno trajanje 32,55+ 5,50 2935+456 <0,05
Osteotomija 4,50 £ 1,01 3,25+0,98  <0,001

N: broj u€esnika po grupi; SD: standardna devijacija; n.s.:

Starost: t-test; Pol: i’ test; Trajanje intervencije: #-test

nema statisticke znacajnosti
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Parametri postoperativnog toka (bol, trizmus i otok)

Intenzitet bola, vreme javljanja prvog bola, vreme uzimanja prvog analgetika,
kao 1 ukupan broj uzetih analgetika su prikazani u tabeli 1.2.

Intenzitet bola, registrovan vizuelnom analognom skalom (VAS), bio je
statisticki znacajno manji prvog dana nakon intervencije u pijezohirur§koj grupi u
odnosu sa standardnu grupu. Poredenja intenziteta bola registrovanih prvog i treceg
dana unutar pijezohirurS$ke i1 standardne grupe nisu pokazala statisti¢ki znacajnu
razliku (Tabela 1.2).

Vreme javljanja prvog postoperativnog bola, kao i vreme uzimanja prvog
analgetika, belezenog od strane ispitanika, bilo je statisticki znac¢ajno krace na strani
gde je primenjena standardna tehnika pri hirurSkoj ekstrakciji zuba. Statisticki
znacajna razlika u broju uzetih analgetika, u prvih sedamdeset dva sata nakon hirurske

intervencije, nije postojala izmedu ispitivanih grupa (Tabela 1.2).
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Tabela 1.2. Parametri bola nakon hirurSke ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka,

primenom pijezohirurgije i standardne hirurgije, kod zdravih pacijenata

Hirurgija
Parametri,
(srednja vrednost = SD) Pijezo Standardna P
N 26 26
Intenzitet bola, 1 dan 21,28 +£9,43 31,27+9,79 <0,01
VAS (mm) 3 dan 23,92 £13,73 26,04 £ 16,05 n.s.
Vremenski okviri (min),
Prvi postoperativni bol 175,89 + 64,70 131,52 + 37,90 <0,05
Prvi uzeti analgetik 279,44 + 155,04 193,61 + 83,44 <0,05
Broj analgetika, 1,42 +1,42 1,84 + 1,64 n.s.
(Minimum-Maksimum) (0-6) (0-6)

N: broj ispitanika po grupi; VAS: vizuelna analogna skala; SD: standardna devijacija;

n.s.: nema statisticke znacajnosti; Intenzitet bola, Vremenski okviri: #-test; Broj

analgetika: Wilcoxon Sign Rank test
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Trizmus, prikazan kao razlika u interincizalnom razmaku pri maksimalno
otvorenim ustima merenom preoperativno (bazicna vrednost),u odnosu na prvi i treci
dan, bio je znafajno izraZzeniji nakon primene standardne hirurgije treceg
postoperativnog dana. Takode, nakon primene standardne tehnike, postojalo je
znaCajno povecanje u intenzitetu trizmusa treCeg u poredenju sa prvim
postoperativnim danom, za razliku od pijezohirurske grupe, gde razlike nije bilo
(Tabela 1.3).

Otok obraza je bio prisutan nakon primene obe hirurSke tehnike, prvog i treceg
dana nakon operacije, bez statisticki znacajne razlike izmedu grupa. Medutim, svi
ispitanici su imali statisti¢ki znacajno smanjenje otoka tre¢eg u odnosu na prvi
postoperativni dan (Tabela 1.3).

Svi ispitanici su imali uspe$no zarastanje hirurSkih rana i nije zabeleZzeno

prisustvo bilo kakvih komplikacije u obe grupe.

Tabela 1.3. Trizmus i otok nakon hirurSke ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka,

primenom pijezohirurgije i standardne hirurgije, kod zdravih pacijenata

Hirurgija
Parametri,
(srednja vrednost + SD) Pijezo Standardna p
N 26 26
1 dan 8,98 £5,71 10,68 + 5,94 n.s.
Trizmus (mm), 3 dan 10,01 £4,91 14,74 £ 6,67 <0,001
p n.s. <0,001
1 dan 10,00 £ 3,24 10,89 £ 4,34 n.s.
Otok (mm) 3 dan 6,28 +£2,93 7,67+5,78 n.s.
p <0,001 <0,001

N: broj ispitanika; SD: standardna devijacija; n.s.: nema statisticke znacajnosti;

Trizmus, Otok: #-test
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I1.

Laboratorijski parametri mereni u uzorcima
kostanog tkiva wuzetim u toku hirurske
ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka
primenom pijezohirurgije i standardne

hirurgije kod zdravih pacijenata
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Ekspresija miR-21 molekula, nivoi VEGF, IL-1p proteina i aktivnosti SOD

enzima u uzorcima kostanog tkiva

Ekspresija molekula miR-21 u uzorcima koStanog tkiva je bila statisticki
znaajno veca nakon primene pijezohirurgije u poredenju sa standardnom hirurgijom
(Tabela 2.1).

Sa druge strane, koncentracija oslobodenog VEGF proteina u kostanom tkivu je
bila znacajno smanjena nakom primene pijezohirurgije u poredenju sa standardnom
grupom (Tabela 2.1).

Nivo IL-1p proteina je bio poviSen u uzorcima koStanog tkiva uzetim primenom
pijezohirurgije u odnosu na uzorke gde je koriStena standardna tehnika, ali bez
statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa. (Tabela 2.1).

Spektrofotometrijska analiza je pokazala da nije bilo statisti¢ki znacajne razlike
u aktivosti SOD enzima, kao glavnog enzima antioksidativne zaStite, izmedu

standardne i pijezohirurgije (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Relativna ekspresija molekula miR-21, nivoi VEGF 1 IL-1f proteina,
aktivnost enzima SOD u alveolarnoj kosti nakon primene pijezohirurgije i
standardne hirurgije u toku hirurSke ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka

kod zdravih pacijenata.

Hirurgija
Parametri
_ Pijezo Standardna p
(srednja vrednost = SD)
N 26 26
miR-21 4,62 + 0,57 3,45+ 0,99 <0,01

VEGF (pg/ml) 23,35+ 6,94 33,22 + 8,63 <0,01
IL-1B (pg/ml) 26,51 +£5,34 17,72 £ 3,13 n.s.

SOD (%) 41,46 +24,07 43,89 £23,81 n.s.

SD: Standardna Devijacija; N: broj ispitanika; miR-21: mikroRNK-21; VEGF: faktor
rasta vaskularnog endotela; /L-1f: Interleukin-1f3; SOD-superoksid-dizmutaza; n.s.:

nema statisticke znacajnosti; miR-21, VEGF, IL-1B, SOD: t-test
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III. Ispitivanje koeficijenta korelacije izmedu
klini¢kih i laboratorijskih parametara nakon
hirurSke ekstrakcije donjih impaktiranih
umnjaka  primenom  pijezohirurgije i

standardne hirurgije kod zdravih pacijenata
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JaCina povezanosti, ispitivana Pirsonovom 1 Spirmanovom korelacionom
analizom, uradena je izmedu klini¢kih (postoperativnog bola 1 trizmusa) 1
molekularnih parametara (ekspresija molekula miR-21 i nivoa VEGF proteina), koji
su se pokazali kao znac¢ajno medusobno razli¢iti u toku dosadasnje analize rezultata u
ovom istrazivanju.

Statisticki znaCajna pozitivha korelacija je pronadena izmedu ekspresije
molekula miR-21 i vremena javljanja prvog bola u obe ispitivane grupe, odnosno
nakon primene i pijezohirurgije i standardne hirurgije (Tabela 3.1).

Sa druge strane, statisticki znacajna negativna korelacija je pronadena izmedu
ekspresije miR-21 1 trizmusa tre¢eg dana, kao i ekspresije miR-21 i intenziteta bola
(VAS) prvog dana nakon intervencije, ali samo u grupi gde je kori$¢ena standardna
hirurgija (Tabela 3.1).

Imajuéi u vidu moguénost razliite ekspresije molekula miR-21 izmedu polova
(muskaraca 1 zena), kao 1 uslovljenost oslobadanja ovog molekula uzrastom
ispitanika, primenom analize varijanse u dva pravca nije utvrden statisticki zna¢ajan
uticaj pola i starosti ispitanika na razlike u ekspresiji miR-21 (pol: F=0,14; p=0,71,
starost: F=0,37; p=0,54) izmedu pijezohirurSke i standardne grupe (Tabela 3.2).

Znacajna Kkorelacija nije pronadena izmedu nivoa VEGF-a u uzorcima

kosStanog tkiva i parametara postoperativnog bola i trizmusa (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1. Koeficijent korelacije izmedu ekspresije molekula miR-21, nivoa

VEGF proteina u koStanom tkivu i parametara postoperativnog toka, nakon

hirurSke ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka primenom pijezohirurgije i

standardne hirurgije kod zdravih pacijenata

Parametri Trizmus VAS Vreme pojave
(3. dan) (1. dan) prvog bola
Hirurgija Hirurgija Hirurgija
Pijezo Standardna Pijezo Standardna Pijezo Standardna
miR-21 -0,03 -0,44* 0,20 -0,65** 0,45* 0,57%*
VEGF -0,13 -0,11 0,14 0,05 -0,14 0,27

VAS: vizuelna analogna skala;
vaskularnog endotela;

Pearson test

miR-21: mikroRNK-21;

VEGF: faktor rasta

**p<0,01; *p<0,05; Koeficijenti korelacije — Spearman,
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Table 3.2. Uticaj razlike u polovima i starosti ispitanika na ekspresiju molekula miR-

21 u koStanom tkivu nakon primene pijezohirurgije i standardne tehnike u toku

hirurske ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka kod zdravih pacijenata

miR-21
Parametri (srednja vrednost+ SD)
Hirurgija
Pol
Pijezo Standardna
N 26 26
Muskarci 4,64 + 0,56%* 3,51 +£0,97
Zene 4,58 +0,58%%* 3,38 + 1,04
Starost
18-22 godina 4,73 £ 0,54** 3,41 +£0,83
23-31 godina 4,42 £+ 0,54** 343+1,11

N: broj ispitanika po grupi; miR-21: mikroRNK-21; SD: standardna devijacija

**p<0,01 pijezohirurgija prema standardnoj hirurgiji;

Pol, Starost, Ekspresija miR-21: Two-way ANOVA (ponovljena merenja);
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IV. Kliniki parametari postoperativnog
toka nakon hirurSke ekstrakcije donjih
impaktiranih umnjaka primenom
pijezohirurgije i standardne hirurgije kod DM

1 pacijenata
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Veli¢ina uzorka, karakteristike ispitanika, trajanja intervencije i parametri

postoperativnog toka (bol, trizmus i otok)

Ukupan broj DM 1 pacijenata, kod kojih je indikovano hirurS§ko vadenje
simetricno impaktiranih umnjaka u donjoj vilici, primenom pijezohirurgije i
standardne hirurgije, iznosio je 5 pacijenata.

Osnovne demografske karakteristike ispitivane DM 1 populacije, kao i
vrednosti duZine trajanja intervencije 1 osteotomije prikazane su u tabeli 4.1. Medu
ispitanicima obolelim od DM 1 nije postojala znacajnost u starosti, distribuciji medu
polovima, kao ni u duzini trajanja oboljenja, vrednostima jutarnje glikemije i
glikozilisanog hemoglobina (Tabela 4.1).

PijezohirurSke ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka kod DM 1 pacijenata su
bile pracene statisticki znacajno duZim trajanjem intervencije i osteotomije, u odnosu
na standardni hirurski pristup (Tabela 4.1).

Imajucéi u vidu broj pacijenata u ispitivanim grupama, tabelarni prikaz dobijenih
rezultata parametara postoperativnog toka (bol, trizmus, otok) nije raden zbog
nevalidnosti statistiCkih znacajnosti.

Intenzitet bola (1. dan, pijezo: 27,69 + 8,93; standardna: 30,09 + 18,25; 3. dan,
pijezo: 34,43 + 12,33; standardna: 35,30 + 14,25), vremena javljanja prvog
postoperativnog bola (pijezo: 215,89 + 90,48; standardna: 198,77+ 105,10), i
uzimanja analgetika (pijezo: 282,89 + 120,21; standardna: 268,59+ 149,55), ukupan
broj uzetih analgetika (pijezo: 1,71 + 0,48; standardna: 1,33+ 0,53) su bili priblizno
jednaki nakon primene pijezohirurgije u odnosu na standardnu hirurgiju u grupi DM 1
pacijenata. Takode, razlike u intenzitetu trizmusa (1. dan, pijezo: 11,55 + 5,77;
standardna: 13,21 £+ 7,99; 3. dan, pijezo: 15,28 + 8,20; standardna: 13,77 + 8,25 ) i
otoka (1. dan, pijezo: 11,10 £ 5,20; standardna: 12,03 + 8,31; 3. dan, pijezo: 7,89 +
6,50; standardna: 7,20 £+ 7,51) nisu postojale izmedu primenjenih hirurskih tehnika u

DM 1 ispitivanoj populaciji pacijenata.
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Tabela 4.1. Demografske karakteristike DM 1 pacijenata i trajanja intervencije

Parametri
(srednja vrednost £SD)
N 5
Muskarci 21,00 £ 3,25
Starost Zene 23,15+ 2,58
p n.s.
Muskarci
Pol Zene 2
p n.s.
DuZina trajanja (god) 11,55 +£9,59
HbAlc (medijan, %) 7,1
Jutarnja glikmija (mmol/l) 8,15+4,25
Hirurgija
Trajanje intervencije (min) Pijezo Standardna p
Ukupno trajanje 29,45 +7,09 25,89 £ 8,59 <0,05
Osteotomija 5,20+ 2,01 3,55+ 1,70 <0,001

N: broj ucesnika po grupi;

SD: standardna devijacija; n.s.: nema statitsticke

o 2 .. - .
znacajnosti; Starost: t-test; Pol: x  test; DuZina trajanja: Mann-Whitney test; HbAlc:

Mann- Whitney test; Jutarnja glikemija: #-test; Trajanje intervencije: ¢-test
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V. Klini¢ki parametri postoperativnog toka i
zarastanja rana nakon komplikovane
ekstrakcije viSekorenih zuba primenom
pijezohirurgije i standardne hirurgije kod

zdravih i DM 2 pacijenata
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Studijski dijagram toka istraZivanja, snaga studije i veli¢ina uzorka

Dizajn sprovedene klinicke studije koja se odnosila na pracenje parametara
zarastanja oralnohirurskih rana nakon komplikovanog vadenja zuba u gornjoj vilici
primenom pijezohirurgije 1 standardne hirurgije, kod zdravih i DM 2 ispitanika,
prikazani su u dijagramu toka istrazivanja (Grafik 5.1). U odnosu na terapijski
protokol i zdravstveni status pacijenata, formirane su 4 grupe (zdravi i DM 2
pacijenti, kod kojih su koriS¢ene pijezohirurske i standardne procedure). U nama
dostupnoj literaturi (Gangwani KD 1 sar., 2018) registrovane su viSestruko nize
vrednosti intenziteta bola, merenog sa VAS kod sistemski zdravih ispitanika tokom
primene piezohirurgije u odnosu na standardnu hirur§ku tehniku. Dosadasnja klinicka
iskustva kao 1 naSa radna hipoteza ukazuju da bi se sli¢ni rezultati mogli dobiti 1 kod
DM 2 pacijenata. Na osnovu ovih informacija, ali 1 preliminarnih rezultata ove
studije, izraCunata snaga studije je pokazala da je minimalan ukupan broj ispitanika
60 (po 15 u svakoj grupi).

Kriterijumi za uklju€ivanje i isklju¢ivanje iz studije su primenjeni na 95
ispitanika, od kojih je 68 uklju¢eno u proces randomizacije i svrastano u grupu
zdravih (n=32) i DM 2 (n=36). U grupi DM 2, 4 ispitanika su iskljucena iz
istrazivanja, pa je konaCan broj analiziranih ispitanika kojima je uradeno
komplikovano vadenje zuba primenom pijezohirurgije i standardne hirurgije bio 32

po grupi, odnosno po 16 ispitanika u okviru svake podgrupe (Grafik 5.1).

71



- . Ukupno pregledanih pacijenata
Ukljucivanje (n=95)

Iskljuéeni (n=27)

» ¢ Ne ispunjavaju kriterijume za ukljucivanje
(n=16)

+ Odbili da u€estvuju (n=8)

+ Ostalirazlozi (n=3)

A 4

[ Grupisanje ] Ukljuceni pacijenti (n=68)

l [ sustavanie | l

Zdravi (n=32) DM tip 2 (n=36)
+ Imali pijezohirur§ku + Imali standardnu + Imali pijezohirur§ku + Imali standardnu
intervenciju (n=16) intervenciju (n=16) intervenciju (n=18) intervenciju (n=18)
# Nisu imali # Nisu imali standardnu # Nisu imali # Nisu Imali standardnu
pijezohirurdku intervenciju (n=0) pijezohirurdku intervenciju (n=0)
intervenciju (n=0) intervenciju (n=0)

j =0 j

Nisu ispraéeni do kraja Nisu ispracéeni do kraja Nisu ispraéeni do kraja Nisu ispracéeni do kraja
(n=0) (n=0) (n=2) (n=2)
# Iskljuéeni iz analize 4 Iskljuéeni iz analize ¢ Isklju€eni iz analize # Isklju€eni iz analize
(n=0) (n=0) (n=0) (n=0)

l [ Analiza podataka ] l
Analizirani (n=16) Analizirani (n=16) Analizirani (n=16) Analizirani (n=16)
# Iskljuéeni iz analize # Isklju€eni iz analize 4 Iskljuéeni iz analize # Isklju€eni iz analize
(n=0) (n=0) (n=0) (n=0)

Grafik 5.1. Dijagram randomizacije zdravih i DM 2 pacijenata kod kojih je
indikovana ekstrakcija viSekorenih zuba u gornjoj vilici primenom pijezohirurgije ili
standardne hirurgije u studiji paralelnog dizajna (CONSORT Statement 2010 Flow
Diagram from Schulz KF, Altman Dg, Moher D, for the CONSORT Group (2010)
CONSORT 2010 statement: Updated guidelines for parallel group randomized trials.
J Pharmacol Pharmacother. doi: 10.4103 /0976-500X.72352).
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Demografske i osnovne klini¢ke karakteristike ispitivane populacije

Demografske karakteristike ispitanika su prikazane i analizirane u tabeli 5.1. U
grupi zdravih, kao i u DM 2, nije postojala statisticki znacajna razlika u godinama
starosti, telesnoj tezini 1 distribuciji polova medu ispitanicima tretiranim
pijezohirurgijom i standardnom hirurgijom.

Statisticki znacajna razlika u godinama starosti je uo¢ena izmedu zdravih 1 DM
2 ispitanika, pri ¢emu su stariji ispitanici pripadali grupi DM 2. Medu ispitanicima
obolelim od DM 2 nije postojala razlika u duZzini trajanja DM, terapiji koju su koristili
u leCenju DM, kao i vrednostima jutarnje glikemije izmedu pijezo i standardne
podgrupe (Tabela 5.2). Takode, u DM 2 grupi je postojala uravnoteZena distribucija
ASA II 1 ASA III statusa medu pacijentima koji su tretirani pijezohirurgijom i
standardnom hirurgijom (Tabela 5.2).

Vreme potrebno da se izvede osteotomija i odontotomija u toku ekstrakcija je
bilo statisti¢ki znacajno duze u toku primene pijezohirurgije u odnosu na standardnu
tehniku u grupi zdravih i DM 2 ispitanika. Takode, ukupna duZina trajanja
komplikovanih ekstrakcija je bila statisticki znacajno veca nakon primene
pijezohirurgije, ali samo u grupi DM 2 ispitanika. Sa druge strane, u grupi zdravih
pacijenata nije bila prisutna statisticki znacajna razlika u duzini trajanja intervencija
primenom pijezohirurgije 1 standardne hirurgije. Analizom parametara trajanja
pojedinih faza komplikovanih ekstrakcija unutar pijezohirurske i standardne podgrupe
izmedu zdravih i DM 2 ispitanika, pronadeno je znatno duze trajanje pijezohirurske

osteotomije u grupi DM 2 u odnosu na zdrave (Tabela 5.1).

73



Tabela 5.1. Demografske i osnovne klinicke karakteristike ispitivane populacije

Ispitanici
Parametri . .. .
(srednja vrednost £SD) Hirurgija Zdravi DM2 p
Pijezo 8/8 9/7 n.s.
N muskaraca/N Zena Standardna 7/9 8/8 n.s.
p n.s. n.s.
Pijezo 44,25 + 10,79 51,38 + 8,28 <0,05
Starost (god) Standardna 43,69 +11,19 52,44+10,42 <0,05
p n.s. n.s.
Pijezo 65,69 £4,22 70,56 + 8,89 n.s.
TeZina (kg) Standardna 68,00+5,12 68,69+ 6,68 n.s.
p n.s. n.s.
Pijezo 9,26 £4,19 9,77 £ 2,48 n.s.
Ukupno trajanje Standardna 9,02 + 2,70 7,65+2,12 n.s.
(min)
p n.s. <0,05
o 3 Pijezo 2,90 + 1,54 4,24 £2,27 <0,05
Trajanje osteotomyje g qordna 1684194 2,02+ 135 n.s.
(min)
p <0,01 <0,01
o - Pijezo 2,23 +£1,68 2,88 £2,21 n.s.
Trajanje odontotomije g 40 4na 1314104 1,66+ 1,05 n.s.
(min)
p <0,05 <0,05

DM 2: dijabetes melitus tip 2; SD: standardna devijacija; N: broj ispitanika; n.s.: nema

statisticke znacajnosti;

Starost, Tezina: t-test; Pol: Xz test; Ukupno trajanje, Trajanje osteotomije, Trajanje

odontotomije: Mann-Whitney test
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Tabela 5.2. Osnovne karakteristike DM 2 ispitanika

Hirurgija
Parametri -
(srednja vrednost £SD) Pyezo Standardna p
N 16 16 n.s.
DuZina trajanja (god) 11,44 £9,59 9,690+ 5,16 n.s.
Terapija (N(%))
Insulin 5(31,3) 7 (43) .S.
Oralni hipoglikemici 11 (68,7) 9 (57) n.s.
Dijeta 0 0
HbAlc (medijana, %) 7,1 7,1 n.s.
Jutarnja glikemija (mmol/l) 8,56 £ 1,96 10,06 £ 2,59 n.s.
N (%) ASA 11/ N (%) ASA III 10 (62,5)/6 (37,5) 9 (56,2)/7 (43.8) n.s.

N: broj ispitanika; SD: standardna devijacija; HbAIc: glikozilisani hemoglobin; n.s.:
nema statisticke znalajnosti; DuZina trajanja: Mann-Whitney test; Terapija: x* test,

HbA 1c: Mann-Whitney test; Jutarnja glikemija: -test; N ASA 1I/ N ASA III: y* test
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Parametri evaluacije postoperativnog bola

Evaluacija postoperativnog bola vr§ena je merenjem intenziteta bola, vremena
javljanja prvog postoperativnog bola, vremena uzimanja prvog postoperativhog
analgetika, kao 1 ukupnog broja uzetih analgetika u toku prvih 24 sata (Tabela 5.3).

Intenzitet bola, procenjivan sa vizuelnom analognom skalom (VAS), bio je
zna¢ajno manji nakon primene pijezohirurgije u odnosu na standardnu tehniku u grupi
zdravih, kao 1 u grupi DM 2 ispitanika. Poredenjem intenziteta bola unutar
pijezohirur§ke i1 standardne podgrupe, nije uocena statisticka znacajnost izmedu
zdravih i DM 2 ispitanika (Tabela 5.3).

Komparativnom analizom vremena koje protekne od zavrSetka intervencije do
javljanja prvog postoperativnog bola uofeno je njegovo znacajno kasnije javljanje
nakon primene pijezohirurgije, u odnosu na standardnu tehniku u grupi zdravih i u
grupi DM 2 ispitanika. Takode, vreme uzimanja prvog postoperativnog analgetika je
bilo znacajno produZeno nakon primene pijezohirurgije, u odnosu na standardnu
hirurgiju u grupi zdravih ispitanika. Sa sruge strane, u DM 2 grupi, nije postojala
znaajna razlika u vremenu uzimanja prvog analgetika nakon primene ispitivanih
hirurskih tehnika (Tabela 5.3).

Broj ispitanika u DM 2 grupi koji je osetio bol u prvih 24 sata nakon hirurske
intervencije je bio statisticki znacajno veci u odnosu na broj pacijenata koji su osetili
bol u grupi zdravih, nakon primene i pijezohirurgije i standardne hirurgije (Grafikon
5.2). Unutar grupe zdravih pacijenata, kao i pacijenata sa DM 2, nije bilo razlike u
broju ispitanika koji su osetili bol bez obzira na primenjenu tehniku ekstrakcije zuba.

Statisticki znacajna razlika registrovana je izmedu DM 2 pacijenata, kod kojih
je znacajno manji broj pacijenata uzeo analgetik, nakon primene pijezohirurgije u
odnosu primenjenu standardnu tehniku. Sa druge strane, ova razlika nije postojala kod
zdravih pacijenata (Grafikon 5.2).

Poredenjem broja pacijenata koji su osetili bol sa brojem pacijenata koji su uzeli
analgetik nakon hirurSkih intervencija, pronadeno je da u grupi DM 2 ispitanika
nakon primene pijezohirurgije je postojao znac¢ajno manji broj pacijenata koji su uzeli
analagetik u odnosu na broj pacijenta koji su osetili bol, dok nakon primene

standardne hirurgije ova znac¢ajnost nije uo¢ena (Grafikon 5.2).
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Tabela 5.3. Parametri evaluacije bola nakon komplikovanog vadenja viSekorenih zuba

u gornjoj vilici, primenom pijezohirurgije i standardne hirurgije, kod zdravih i DM 2

pacijenata
Ispitanici
Parametri . .. .
(srednja vrednost £SD) Hirurgija Zdravi DM2 p
Piiezo 13,69 £16,93 18,44 + 8,65 s
) 16/16 16/16 '
Intenzitet bola
VAS (mm) Standard 29,19 £ 19,31 29,13 + 14,07
N ahdardna 16/16 16/16 n.s
p <0,05 <0,05
Piiez 238,21 + 80,52 231,77 £ 61,74 a
Jez0 8/16 16/16 S
Prvi t tivni
™ ggf (Onlile;? v Standardng 142627748 168,53 +91,83 n.s
N 7/16 15/16
p <0,05 <0,05
Pii 271,76 £ 76,33 261,48 £ 94,86 n.s
1ezo 7/16 5/16
Prvi uzeti analgetik
(min) 188,57 £ 155,88 233,13 + 148,81 n.s
N Standardna 7116 12/16
p <0,05 n.s
Pijezo 1,71 £0,48 1,75+ 0,50 n.s
Broj uzetih Standardna 1,57+ 0,53 1,33 + 0,49 n.s
analgetika
p n.s. n.s.

DM 2: dijabetes melitus tip 2; SD: standardna devijacija; VAS: vizuelna analogna
skala; N: broj ispitanika; n.s.: nema statisitcke znacajnosti; Intenzitet bola, Prvi

postoperativni bol, Prvi uzeti analgetik, Broj uzetih analgetika: Mann-Whitney test
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Grafik 5.2. Prikaz odnosa u broju ispitanika koji su osetili bol i uzeli prvi analgetik
nakon komplikovanog vadenja viSekorenih zuba u gornjoj vilici, primenom
pijezohirurgije i standardne hirurgije, kod zdravih i DM 2 pacijenata.

ZDR-S: Zdravi-Standardna hirurgija, ZDR-P: Zdravi-Pijezohirurgija, DM?2-S:
Dijabetes melitus tip 2-Standardna hirurgija, DM2-P: Dijabetes melitus tip 2-
Pijezohirurgija; **p < 0,01; ***p < 0,001 u odnosu na odgovaraju¢i parametar (x2

test)

Izgled gingive ekstrakcione alveole u toku procesa zarastanja

Izgled gingive ekstrakcione alveole procenjivan je primenom skale sa 4 ocene,
pri ¢emu je na osnovu klini¢kog izgleda, ocena 1 oznacavala roze boju gingive, bez
edema, dok je ocena 4 ukazivala na crvenu, edematoznu gingivu koja blago krvari na
sondiranje.

Poredenjem izgleda gingive postekstrakcione alveole, pronadeno je da su
ocenjivane vrednosti neposredno nakon hirurSke intervencije, bile statisticki znac¢ajno
manje nakon primene pijezohirurgije u odnosu na standardnu ekstrakciju u grupi
zdravih, kao i u grupi DM 2 ispitanika (Tabela 5.4). Takode, statisti¢ki znacajno

manje ocene su bile prisutne 1 sedmog postoperativnog dana u DM 2 grupi nakon
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primene pijezohirurgije, dok u grupi zdravih pacijenata nije postojala razlika izmedu
ispitivanih tehnika (Tabela 5.4). Poredenjem vrednosti ocenjenog izgleda gingive
nakon primene ispitivanih hirur§kih metoda kod zdravih u odnosu na DM 2, dobijena
je znafajno manja vrednost u grupi zdravih nakon primene standardne tehnike
sedmog postoperativnog dana u odnosu primenjenu standardnu tehniku kod DM 2
ispitanika (Tabela 5.4).

Daljom analizom promena u vrednostima izgleda gingive tokom procesa
zarastanja (0, 3, 7, 14, 21 dana), prikazano graficki, pronadene maksimalne
ocenjivane vrednosti nakon primene standardne hirurgije bile su nultog dana i kod
zdravih 1 kod DM 2 ispitanika, dok su maksimalne vrednosti u pijezohirurskim
podgrupama bile prisute tre¢eg postoperativnog dana (Garfikon 5.3). U prva tri
postoperativna dana, bilo je prisutno znacajno povecanje ocenjivane vrednosti nakon
primene pijezohirurSke tehnike 1 kod zdravih i kod DM 2 pacijenata. Sa druge strane,
nakon primene standardne hirurgije, zabelezeno je smanjenje vrednosti u skali za
procenu izgleda tre¢eg dana u odnosu na nulti dan, ali bez statisticke znac¢ajnosti.

Poredenjem izgleda gingive alveola u zarastanju, sedmog u odnosu na treci
postoperativni dan, dobijeno je statisticki znacajno smanjenje vrednosti skale nakon
primene pijezohirurgije u grupi zdravih i1 DM 2 ispitanika, sa najintenzivnijim
smanjenjem kod DM 2-pijezohirurgije, za razliku od primene standardne hirurgije,
gde nije bilo statisticki znaajne razlike (Grafikon 5.3). Poredenjem cetrnaestog, u
odnosu na sedmi postoperativni dan, registrovano je statisticki znacajno smanjenje
ocenjivanih vrednosti u svim grupama, osim u grupi DM 2 ispitanika tretiranih
pijezohirurgijom. StaviSe, i sedmog i &etrnaestog dana u grupi DM 2 pacijenata
tretiranih pijezohirurgijom, bile su prisutne najmanje ocenjivane vrednosti u skalama
za procenu izgleda gingive, u poredenju sa ostalim ispitivanim grupama sedmog i
cetrnestog dana (Tabela 5.4).

Dvadeset prvog dana u odnosu na dCetrnesti dan pronadeno je znacajno
smanjenje vrednosti ocena u svim ispitivanim grupama i podgrupama (Grafikon 5.3).
Takode, dvadeset prvog dana vrednosti izgleda gingive su bile priblizno iste u svim

ispitivanim grupama (Tabela 5.4).
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Tabela 5.4. Klinicki izgled gingive ekstrakcione alveole u toku zarastanja, nakon
komplikovanog vadenja viSekorenih zuba u gornjoj vilici, primenom pijezohirurgije i

standardne hirurgije, kod zdravih 1 DM 2 pacijenata

Ispitanici
p
Postoperativni Hirurgija Zdravi DM 2
dan
Pijezo 1,62 £0,72 1,75 £ 0,45 s
0 Standardna 2,31 +£0,70 2,50 £ 0,51 s
p <0,05 <0,001
Pijezo 2,31 £0,60 2,25 +0,45 s
3 Standardna 2,06 £ 0,57 2,31 +£0,48 s
p n.s. n.s.
Pijezo 1,81 +£0,54 1,44 +0,51 s
7 Standardna 1,88 +£0,34 2,13+0,34 <0,05
p n.s. <0,001
Pijezo 1,56 +0,51 1,31 £0,48 s
14 Standardna 551 045 1,56+0,63 n.s.
p n.s. n.s.
Pijezo 1,13+0,34 1,06 £0,25 s
21 Standardna 1,00 + 0,00 1,06 £0,25 s
p n.s. n.s.

DM 2: dijabetes melitus tip 2; n.s.:nema statisti¢ki znacajne razlike;

Klinic¢ki izgled gingive postekstrakcione alveole: Mann-Whitney test
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Grafikon 5.3. Promene u izgledu gingive ekstrakcione alveole posmatranom
neposredno nakon hirurSke intervencije, kao i na kontrolnim pregledma 3, 7, 14, 21
dana nakon komplikovanih ekstrakcija zuba, primenom pijezohirurgije i standardne
hirurgije, kod zdravih i DM 2 pacijenata.

ZDR-S: Zdravi-Standardna hirurgija, ZDR-P: Zdravi-Pijezohirurgija, DM?2-S:
Dijabetes melitus tip 2-Standardna hirurgija, DM2-P: Dijabetes melitus tip 2-
Pijezohirurgija;

Poredenja vrednosti izgleda gingive ekstrakcione alveole (0. : 3. dan; 3. : 7. dan; 7. :

14. dan; 14. : 21. dan): Friedman test (post hoc Wilcoxon Sign Rank test)

Indeks zarastanja i rezidualni volumen postekstrakcione alveole

Vrednosti indeksa zarastanja i rezidualnog volumena postekstrakcionih alveola,
nakon primene pijezohirurgije i standardne hirurgije, kod zdravih i DM 2 pacijenata,
prikazani su u tabelama 5.5 1 5.6. Imaju¢i u vidu da indeks zarastanja predstavlja zbir
procena klinickog izgleda, ocenjivanog brojevima 1, 2 i 3, Cetiri parametra evaluacije
zarastanja ekstrakcione alveole, dobijene vrednosti od 4 idu u prilog potpunom

zarastanju, dok vrednosti 12 ukazuju na oteZano zarastanje.
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Analizom vrednosti indeksa zarastanja, merenom neposredno nakon
intervencije 1 na kontrolnim pregledima, pronadeno je da vrednosti indeksa zarastanja
dostizu svoj maksimalni nivo treceg postoperativnog dana, a zatim dolazi do njihovog
smanjivanja. Najmanje i priblizno podjednake vrednosti ovog indeksa su registrovane
dvadeset prvog postoperativnog dana (Tabela. 5.5).

Poredenjem vrednosti indeksa zarastanja, pronadene su znacajno manje
vrednost indeksa neposredno nakon hirurSke intevencije u pijezohirurskoj podgrupi u
odnosu na standardnu hirurgiju, kod zdravih i DM 2 ispitanika, dok na kontrolnim
pregledima 3, 7, 14, 21 dana nije postojala razlika izmedu ispitivanih grupa i
podgrupa u vrednostima indeksa zarastanja (Tabela 5.5).

Analizom promena u indeksu zarastanja unutar pijezohirurS§ke i standardne
podgrupe kod zdravih i DM 2 ispitanika, pronadeno je da treeg u odnosu na nulti
dan dolazi do statisti¢ki znac¢ajnog povecanja vrednosti indeksa u svim grupama, osim
u grupi DM 2 pacijenata tretiranim standardnom hirurgijom (Grafikon 5.4). Stavige, u
grupi DM 2 pacijenata neposredno nakon hirurske ekstrakcije registrovane su najvece
vrednosti ovog indeksa u odnosu na ostale ispitivane grupe (Tabela 5.5). Sedmog u
odnosu na treci postoperativni dan dolazi do statisticki zna¢ajnog smanjenja vrednosti
indeksa u grupama zdravih i DM 2 ispitanika tretiranih pijezohirurgijom (Grafikon
5.4). Sa druge strane, nakon primene standardne hirurgije kod zdravih ispitanika,
sedmog dana dolazi do smanjenja vrednosti indeksa zarastanja, ali bez statistike
znaajnosti u odnosu na tre¢i dan. Takode, standardnu tehniku, u grupi DM 2
pacijenata, su pratili sli¢ni indeksi zarastanja sedmog i treceg postoperativnog dana.
Poredenjem indeksa zarastanja Cetrnaestog u odnosu na sedmi i dvadeset prvog dana
u odnosu na cetrnesti dan, dobijeno je statisticki znacajno smanjenje indeksa

zarastanja medu svim ispitivanim grupama i podgrupama (Grafikon 5.4).
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Tabela 5.5. Vrednosti indeksa zarastanja nakon komplikovanog vadenja viSekorenih

zuba u gornjoj vilici, primenom pijezohirurgije i standardne hirurgije, kod zdravih i

DM 2 pacijenata
Ispitanici
Postoperativni Hirurgija Zdravi DM 2 p
dan
Pijezo 5,63 £ 0,62 6,06 + 0,68 n.s.
0
Standardna 6,31 +£0,70 6,75+ 0,86 n.s.
p <0,01 <0,05
Pijezo 7,25 +£0,68 7,38 £0,62 n.s.
3
Standardna 7,19 +£0,91 7,13 £0,50 n.s.
p n.s. n.s.
Pijezo 6,75 £ 0,58 6,94 +£ 0,57 n.s.
7
Standardna 6,81 £0,40 7,06 £0,44 n.s.
p n.s. n.s.
Pijezo 5,88+ 1,15 6,19 +0,91 n.s.
14
Standardna 6,19 £ 0,66 6,31 +£1,01 n.s.
p n.s. n.s.
. Pijezo 4,19 + 0,40 4,56 +0,89 n.s.
Standardna 431+ 0,48 4,12 +0,34 n.s.
p n.s. n.s.

DM 2: dijabetes melitus tip 2; n.s.: nema statisticke znacajnosti,

Indeks zarastanja: Mann-Whitney test

83



8_
‘7_
_N
c
N 67
[7}]
N
(1]
N
w
> 5
2 3
£
4 0.:3. dan 7.:14.dan  14.:21.dan
ZDR-S 3.:7.dan ZDR-S ZDR-S
p < 0,01 ZDR-P ZDR-P ZDR-P
ZDR-P DM2-P DM2-S DM2-S
DM2-P p < 0,01 DM2-P DM2-P
3 p < 0,001 p<0,01 p < 0,001
| I 1 I 1
0. dan 3. dan 7. dan 14. dan 21. dan

Grafikon 5.4. Promene u indeksu zarastanja ekstrakcionih alveola, posmatranom
neposredno nakon hirurSke intervencije, kao i na kontrolnim pregledma 3, 7, 14, 21
dana nakon komplikovanih ekstrakcija zuba, primenom pijezohirurgije i standardne
hirurgije, kod zdravih i DM 2 pacijenata.

ZDR-S: Zdravi-Standardna hirurgija, ZDR-P: Zdravi-Pijezohirurgija, DM?2-S:
Dijabetes melitus tip 2-Standardna hirurgija, DM2-P: Dijabetes melitus tip 2-
Pijezohirurgija;

Poredenja vrednosti indeksa zarastanja (0. : 3. dan; 3. : 7. dan; 7. : 14. dan; 14. : 21.
dan): Friedman test (post hoc Wilcoxon Sign Rank test)

Poredenjem vrednosti rezidualnog volumena postekstrakcione alveole merenih
na kontrolnim pregledima, sedmog postoperativnog dana pronadena je znacajno
manja vrednosti volumena alveole nakon primene standardne hirurgije u odnosu na
pijezohirurgiju kod zdravih pacijenata, dok u DM 2 grupi ove razlike nije bilo. Na
kontrolnim pregledima tre¢eg, Cetrnestog i dvadeset prvog postoperativnog dana
vrednosti rezidualnog volumena alveola u zarastanju su bile podjednake izmedu
ispitivanih grupa i podgrupa (Tabela 5.6). Najmanje i najpribliznije vrednosti ovog

parametra su registrovane dvadeset prvog postoperativnog dana (Tabela 5.6).
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Analizom promena u vrednostima rezidualnog volumena postekstrakcionih
alveola, uoceno je da u svim grupama i podgrupama dolazi do statisticki znacajnog
smanjenja rezidualnog volumena na kontrolnim pregledima (Grafikon 5.5). U svim
ispitivanim grupama i podgrupama najintenzivnije smanjenje vrednosti volumena je
bilo prisutno u prva tri postoperativna dana (Grafikon 5.5). Od tre¢eg do sedmog
postoperativnog dana, ali i u narednim opservacionim vremenskim intervalima,
znafajno smanjenje rezidualnog volumena alveole je bilo registrovano u svim

ispitivanim grupama (Grafikon 5.5).

Tabela 5.6. Vrednosti rezidualnog volumena alveole nakon komplikovanog vadenja
viSekorenih zuba u gornjoj vilici, primenom pijezohirurgije 1 standardne hirurgije, kod

zdravih 1 DM 2 pacijenata.

Ispitanici
Postoperativni Hirurgija Zdravi DM 2 p
dan

Pijezo 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 n.s.

0 Standardna 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 n.s.
p n.s. n.s.

Pijezo 0,52+0,13 0,50 +0,13 n.s.

3 Standardna 0,43 +0,14 0,50 £0,17 n.s.
p n.s. n.s.

Pijezo 0,36 £ 0,11 0,31 £0,10 n.s.

7 Standardna 0,28 £0,10 0,27 +0,13 n.s.
p <0,05 n.s.

Pijezo 0,23 +£0,10 0,20 £ 0,07 n.s.

14 Standardna 0,19 £ 0,08 0,17+0,9 n.s.
p n.s. n.s.

Pijezo 0,14 £ 0,08 0,15 +0,09 n.s.

21 Standardna 0,12 £ 0,06 0,12 £ 0,07 n.s.
p n.s. n.s.

DM 2-dijabetes melitus tip 2; n.s.: nema statisticke znacajnosti;

Rezidualni volumen alveole: Mann-Whitney test
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Grafikon 5.5. Promene u rezidualnom volumenu ekstrakcionih alveola posmatranom
neposredno nakon hirurSke intervencije, kao i na kontrolnim pregledma 3, 7, 14, 21
dana nakon komplikovanih ekstrakcija zuba, primenom pijezohirurgije i standardne
hirurgije, kod zdravih i DM 2 pacijenata.

ZDR-S: Zdravi-Standardna hirurgija, ZDR-P: Zdravi-Pijezohirurgija, DM?2-S:
Dijabetes melitus tip 2-Standardna hirurgija, DM2-P: Dijabetes melitus tip 2-
Pijezohirurgija

Poredenja vrednosti rezidualnog volumena postekstrakcione alveole (0. : 3. dan; 3. :

7. dan; 7. : 14. dan; 14. : 21. dan): Friedman test (post hoc Wilcoxon Sign Rank test)

Epitelizacija ekstrakcionih rana

Epitelizacija ekstrakcionih rana procenjivana je komparativnom analizom
promera ekstrakcionih alveola (BO, MD, DA) merenih 0, 3, 7, 14 i 21 dana (Tabela
5.7), uporedivanjem promena u promerima BO, MD, DA, kao i poredenjem stope
epitelizacije BO, MD i DA promera, koja je predstavljala razliku vrednosti promera
(BO, MD, DA) neposredno nakon hirurske intervencije sa promerima alveola merenih

na kontrolnim pregledima 3, 7, 14 1 21 dana (Grafikon 5.6, 5.7, 5.8).
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Komparativnom analizom promera ektrakcionih alveola, izraZzenih u
milimetrima, pronadeno je da je BO promer sedmog postoperativnog dana bio
statisticki znacajno manji u grupi zdravih pacijenata nakon primene standardne
hirurgije. Takode, dvadeset prvog dana, uocena je statisticki znatno manja dubina
ekstrakcione alveole nakon primene standardne hirurgije u odnosu na pijezohirurgiju i
kod zdravih i kod DM 2 pacijenata (Tabela 5.7). Poredenjem vrednosti promera
izmedu ispitivanih grupa i podgupa nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika na
ostalim kontrolnim pregledima (Tabela 5.7).

Buko-oralni promer ekstrakcione alveole znacajno je bio redukovan treceg
postoperativnog dana u odnosu na BO promer zabelezen neposredno posle ekstrakcije
zuba kod svih ispitivanih pacijenata, bez obzira na prisustvo DM 2 ili primenjenu
hirurSku tehniku. Nadalje, analiziraju¢i naredne postoperativne dane, uoceno je
statitsticki znacajno smanjenje BO promera alveole sedmog u odnosu na treci
postoperativni dan, sa neSto veéim stepenom znacajnosti kod pacijenata sa DM 2,
nego u grupi kada se standardna i pijezo tehnika porede kod zdravih pacijenata
(Grafikon 5.6 (a)).

Analizom stope epitelizacije izmedu ispitivanih grupa, uoceno je da je u prvih
sedam dana bilo prisutno statisti¢ki zna¢ajno smanjenje BO promera nakon primene
standardne tehnike u odnosu na pijezohirurgiju kod DM 2 pacijenata (Grafikon 5.6
(b)). Takode, u ovom vremenskom intervalu u grupi zdravih pacijenata, zabeleZeno je
intenzivnije smanjenje BO promera nakon primene standardne hirurgije, ali bez
statisticke znacajnosti u odnosu na pijezohirurgiju (Grafikon 5.6 (b)).

Komparativna analiza promena vrednosti MD promera ekstrakcione alveole je
pokazala statisticki znacajnu razliku kod svih ispitivanih grupa sa znacajnim
smanjenjem MD promera izmedu nultog dana (ekstrakcija zuba) 1 treceg
postoperativnog dana. Ova znaCajnost je registrovana 1 poredenjem treceg
postoperativnog dana u odnosu na sedmi postoperativni dan (Grafikon 5.7 (a)).

Analizom stope epitelizacije u vremenskom intervalu od tre¢eg do sedmog
postoperativnog dana zabeleZeno je statisticki znacajno smanjenje MD promera nakon
primene standardne hirurgije u odnosu na pijezohirurgiju u grupi DM 2 ispitanika
(Grafikon 5.7 (b)).

Trend statisticki znac¢ajnog smanjenja BO 1 MD je pokazan i u observacionom
periodu od sedmog do dvadeset prvog postoperativnog dana (grafikon 5.6 (a), 5.7
(a)). Analiza stope epitelizacije otvora postekstrakcione alveole u ovom vremenskom

intervalu bila je znatna, ali ne i statisticki znacajna posle primene pijezohirurgije.
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Ovaj parametar je pokazao da primena pijezohirurgije dovodi do intenzivnijeg
smanjenja MD 1 BO promera kod zdravih, kao i BO promera kod DM 2 pacijenata,
Sta nije bio slucaj sa standardnom tehnikom (Grafikon 5.6 (b), 5.7 (b)).

Komparativna analiza promene u vrednostima DA promera postekstrakcione
alveole ukazala je na podjednako i znafajno smanjenje ovog promera izmedu
ispitivanih grupa tre¢eg u odnosu na nulti, sedmog u odnosu na tre¢i, Cetrnaestog u
odnosu na sedmi, kao 1 dvadeset prvog u odnosu na Cetrnesti postoperativni dan

(Grafikon 5.8).

Tabela 5.7. Promeri (BO, MD, DA) ekstrakcionih alveola mereni neposredno po
hirurskoj intervenciji, kao i na kontrolnim pregledima 3, 7, 14 i 21 dana nakon
komplikovanih ekstrakcija viSekorenih zuba primenom pijezohirurgije i standardne

hirurgije u gornjoj vilici, kod zdravih i DM 2 ispitanika.

Ispitanici
Dan Promer Zdravi DM 2
alveole - -

(mm) Pijezo Standardna p Pijezo Standardna  p

BO 831+130 8,06+ 1,84 ns.  8,00£063 869+202 p.s.

0 MD  900+1,10  9,13+1,03 ns.  925+1,13 888+1,15 ps.
DA 7.88+ 141 7,63+ 1,03 ns.  7.81£220 7,09+138  ps.

BO 6,13+ 1,50 5,50 +2,07 ns.  S81+133 613+£1,67 ps.

3 MD  7.63+0,81 8,06 + 1,65 ns.  7.94+1,73  781+£1,05 ps.
DA 6,56 + 1,55 5,69+ 1,58 n 644+239 563+1,75 ..

S.

BO 531162 450+2,00 <0,05 475+113 444+137 .

- MD  694+118  7,38+1,71 ns. 7.38+186 663+1,09 ..
DA 588+150  5,19+1,56 ns.  538+250 494+191 .
BO  444+183 4,06+ 1,84 ns. 3.94+128 400+146 q.s.
14 MD  625+124 7,06+ 1,81 ns. 688+171 625+093  q.s.
DA 5,00+ 1,51 4,00 1,32 ns.  450+213 3,69+149 .
BO  4,00+2,03 3,50+ 1,71 ns. 3.50+132 375+148 q..
71 MD  544+137  644+1,71 ns. 650+£146 6,13+089 ..

DA 3,75+ 1,13 294+0,10  <0,05 3.56+132 2,63+120 <0,01

N-broj ispitanika; DM 2-dijabetes melitus tip 2; BO-buko-oralni promer; MD-mezio-
distalni promer; DA-dubina alveole; n.s.: nema statisti¢ke znacajnosti;

BO, MD, DA promeri postekstrakcionih alveola: Mann-Whitney test
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Buko-oralni promer ekstrakcione alveole (mm)

Grafikon 5.6 (a, b). Promene vrednosti BO promera ekstrakcione alveole merenih
neposredno po hirurskoj intervenciji, kao 1 na kontrolnim pregledima 3, 7, 14 1 21
dana nakon komplikovanih ekstrakcija viSekorenih zuba, primenom pijezohirurgije i
standardne hirurgije u gornjoj vilici, kod zdravih i DM 2 ispitanika

ZDR-S: Zdravi-Standardna hirurgija, ZDR-P: Zdravi-Pijezohirurgija, DM?2-S:
Dijabetes melitus tip 2-Standardna hirurgija, DM2-P: Dijabetes melitus tip 2-
Pijezohirurgija;

a) Poredenja vrednosti BO promera (0. : 3. dan; 3. : 7. dan; 7. : 14. dan; 14. : 21. dan):
Friedman test (post hoc Wilcoxon Sign Rank test)

b) Poredenje stope epitelizacije BO promera (0-7. dan): Mann-Whitney test
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Grafikon 5.7 (a, b). Promene vrednosti MD promera ekstrakcione alveole merenih
neposredno po hirurskoj intervenciji, kao 1 na kontrolnim pregledima 3, 7, 14 1 21
dana nakon komplikovanih ekstrakcija viSekorenih zuba, primenom pijezohirurgije i
standardne hirurgije u gornjoj vilici, kod zdravih i DM 2 ispitanika

ZDR-S: Zdravi-Standardna hirurgija, ZDR-P: Zdravi-Pijezohirurgija, DM?2-S:
Dijabetes melitus tip 2-Standardna hirurgija, DM2-P: Dijabetes melitus tip 2-
Pijezohirurgija;

a) Poredenja vrednosti MD promera (0. : 3. dan; 3. : 7. dan; 7. : 14. dan; 14. : 21.
dan): Friedman test (post hoc Wilcoxon Sign Rank test)

b) Poredenje stope epitelizacije MD promera (3-7. dan): Mann-Whitney test
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Grafikon 5.8. Promene vrednosti DA promera ekstrakcione alveole merenih
neposredno po hirurskoj intervenciji, kao 1 na kontrolnim pregledima 3, 7, 14 1 21
dana nakon komplikovanih ekstrakcija viSekorenih zuba, primenom pijezohirurgije i
standardne hirurgije u gornjoj vilici, kod zdravih i DM 2 ispitanika

Z-Stand: Zdravi-Standardna hirurgija; Z-Piezo: Zdravi-Pijezohirurgija; DM-Stand:
Dijabetes melitus tip 2-Standardna hirurgija; DM-Piezo: Dijabetes melitus tip 2-
Pijezohirurgija;

Poredenja vrednosti DA promera (0. : 3. dan; 3. : 7. dan, 7.:14. dan, 14.:21. dan):
Friedman test (post hoc Wilcoxon Sign Rank test)

Svi ispitanici su imali uspeSno zarastanje postekstrakcionih rana 1 nije
zabelezeno prisustvo bilo kakvih komplikacija u svim ispitivanim grupama i

podgrupama.
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VI. Laboratorijski parametri mereni u
uzorcima koStanog tkiva wuzetim u toku
komplikovane ekstrakcije viSekorenih zuba u
gornjoj vilici primenom pijezohirurgije i
standardne hirurgije kod zdravih i DM 2

pacijenata
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Ekspresija miR-21 molekula, nivoi VEGF, MMP-9, PTEN proteina i

aktivnosti SOD enzima u uzorcima kostanog tkiva

Ekspresija molekula miR-21 je bila statisticki znafajno veca u uzorcima
kostanog tkiva uzetih primenom pijezohirurgije u odnosu na standardnu hirurgiju u
grupi zdravih ispitanika. Sa druge strane, u grupi DM 2 nije postojala znacajna razlika
u ekspresiji miR-21 izmedu dve poredene hirurske tehnike. Analizom ekspresije miR-
21 u uzorcima kosti zdravih u odnosu na DM 2 pacijente, pronadena je statisticki
znafajno manja ekspresija ovog molekula u koStanom tkivu zdravih pacijenata u
odnosu na DM 2 nakon primene obe tehnike (Tabela 6.1).

Koncentracija VEGF proteina je bila znacajno veca u koStanim uzorcima nakon
primene standardne hirurgije kod zdravih pacijenata, dok kod DM 2 pacijenata nije
postojala znacajna razlika izmedu dve primenjene tehnike. Takode, statisticki manja
koncentracija VEGF proteina je pronadena u koStanim uzorcima DM 2 pacijenata,
nakon primene i pijezo i standardne hirurgije, u odnosu na zdrave ispitanike (Tabela
6.1).

Koncentracija MMP-9 proteina je bila znatno vecéa nakon primene
pijezohirurgije u odnosu na standardnu hirurgiju u grupi zdravih pacijenata. Takode,
znaajno veca koncentracija proteina MMP-9 je bila prisutna u koStanim uzorcima
uzetim primenom pijezohirurgije kod zdravih u odnosu uzorke uzete ovom tehnikom
kod DM 2 pacijenata (Tabela 6.1).

Analizom koncentraicje PTEN proteina pronadeno je da su znacajno manje
koncentracije postojale u uzorcima koStanog tkiva uzetih primenom i pijezohirurgije i
standardne hirurgije kod zdravih u odnosu na DM 2 pacijente. Unutur grupe zdravih i
DM2 pacijenata, nije postojala razlika u koncentraciji PTEN proteina u koStanim
uzorcima uzetim ovim ispitivanim tehnikama (Tabela 6.1).

Aktivnost SOD enzima nije bila znac¢ajno promenjena izmedu ispitivanih grupa

1 podgrupa (Tabela 6.1).
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Tabela 6.1. Relativna ekspresija miR-21, nivoi VEGF, MMP-9, PTEN proteina 1

aktivnost SOD enzima u alveolarnoj kosti nakon primene pijezohirurgije i standardne

hirurgije na modelu komplikovanog vadenja viSekorenih zuba u gornjoj vilici, kod

zdravih 1 DM 2 pacijenata

Ispitanici
Parametri Hirurgija N Zdravi DM 2 p
Pijezo 16 4,33 +£0,57 5,31 £0,63 <0,01
miR-21 g ndardna 16 3,71 + 0,42 541+082  <0,001
p <0,05 n.s.
Pijezo 16 26,90 +£ 5,25 17,88 £ 6,27 <0,05
VEGF Standardna 16 3593+10,70 19,58 £ 7,52 <0,001
p <0,05 n.s.
Pijezo 16 0,41+0,11 0,26 £ 0,06 <0,01
MMP-9 Standardna 16 0,30+ 0,11 0,22 +£0,10 n.s.
p <0,05 n.s.
Pijezo 16 84,69 + 44,40 180,0+118,8 <0,05
PTEN Standardna 16 92,50 + 53,36 218,1 £ 106,5 <0,001
p n.s. n.s.
Pijezo 16 58,20+ 12,15 67,27 +£15,18 n.s.
SOD  gundardna 16 57.60 + 8,59 62261041  ns.
p n.s. n.s.

N: broj ispitanika; DM 2: dijabetes melitus tip 2; miR-21: mikroRNK-21; VEGF:

faktor rasta vaskularnog endotela; MMP-9: matriksna metaloproteinaza-9; PTEN:

fosfataza 1 tenzin homolog; SOD: superoksid-dizmutaza; n.s.: nema statisticke

znacajnosti; miR-21, VEGF, SOD: t-test; MMP9, PTEN: Mann-Whitney test

94



DISKUSIJA

95



Zahvaljuju¢i minimalno invazivnom pristupu, pored brojnih indikacija,
pijezohirurgija se danas Siroko primenjuje i za hirurSke ekstrakcije donjih
impaktiranih umnjaka (Al-Moraissi EA 1 sar., 2016), kao 1 u minimalno invazivnim
ekstrakcijama zuba (Blus C, Szmukler-Moncler S, 2010), sa ciljem smanjenja
hirurske traume i kvalitetnijeg postoperativnog oporavka.

Rezultati ove kontrolisane klinicke studije ukrStenog dizajna odnose se na
ispitivanje 1 uporedivanje uticaja pijezohirurgije i standardne hirurgije na parametre
postoperativnog oporavka, kao 1 na parametre rane inflamatorne faze koStanog
zarastanja, pri hirurS8koj esktrakciji donjih impaktiranih umnjaka kod zdravih
pacijenata, ¢ije koncentracije u koStanom tkivu zavise od stepena hirurSke traume
(Miron RJ 1 sar., 2013). Za procenu postoperativnog oporavka pacijenata, nakon
hirurske ekstrakcije impaktiranih umnjaka u donjoj vilici, registrovani su i
uporedivani parametri evaluacije postoperativnog bola, trizmusa i otoka, dok su
uticaji primenjenih hirurSkih tehnika na mehanizme ¢elijskog 1 molekularnog nivoa
koStanog zarastanja ispitivani poredenjem nivoa VEGF i IL-1p proteina, aktivnosti
SOD enzima, kao i ekspresije miR-21 molekula u alveolarnom koStanom tkivu.

Efekat pijezohirurgije u odnosu na standardni pristup hirur§ke ekstrakcije donjih
impaktiranih umnjaka je do sada ispitivan u brojnim istazivanjima poredenjem
trajanja hirurSkih intervencija, parametara bola, otoka i trizmusa (Al-Moraisi EA i
sar., 2016). Medutim, dublje razumevanje celijskih i molekularnih mehanizama
humanog kostanog 1 mekotkivnog zarastanja, nakon primene pijezohirurgije u odnosu
na standardnu hirurgiju donjih tre¢ih molara (Badenoch-Jones EK 1 sar., 2016), bi
moglo dati odgovor na pitanje: da li pijezohirurgijom uzrokovana smanjena
inflamatorna reakcija predstavlja moguci razlog za povoljniji postoperativni oporavak
pacijenata, uprkos prolongiranom trajanju hirurSke intervencije (Goyal M et al.,
2012)? Sa druge strane, smanjenje inflamatrone reakcije moglo bi da uspori proces
zarastanja hirur§ke rane, uzimajuéi u obzir da je upravo faza inflamacije od znacaja u
procesima fizioloskog zarastanja (Thomas MV, Puleo DA, 2011). Sa tim u vezi,
¢injenica da do sada nema podataka u literaturi o uticaju pijezohirurgije na celijske 1
molekularne mehanizme koStanog zarastanja na modelu hirurSke ekstrakcije donjih
tre¢ih molara, rezultatima ove studije daje poseban znacaj.

Dobijeni rezultati su ukazali na znatno povoljniji postoperativni oporavak
pacijenata nakon primene pijezohirurgije u odnosu na standardnu hirurgiju. Tacnije,

vedi intenzitet bola prvog dana, kao i izraZeniji trizmus tre¢eg dana bili su prisutni
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nakon standardne hirurSke ekstakcije. Na molekularnom nivou, pijezohirurgija je bila
pracena sa povecanom ekspresijom inflamatorno-modulatorne miR-21 i smanjenim
nivoom VEGF-a u alveolarnoj kosti. Takode, rezultati korelacijskih testova su ukazali
na znaajnu povezanost samo molekula miR-21 u koStanom tkivu sa vremenom
javljanja bola nakon hirurske intervencije.

Dobijeni rezultati bi mogli da se obrazloze ¢injenicom da hirurSka ekstrakcija
donjih impaktiranih umnjaka, kao cesto koriSten model za ispitivanje klinickih
parametara postoperativnog oporavka i inflamatorne reakcije (Akbulut N i sar., 2014),
predstavlja fizicku povredu mekog i kostanog tkiva, koja dovodi do oslobadanja
inflamatornih medijatora i kasnije se odrazava na teZinu postoperativnog bola, otoka 1
trizmusa (Schultze-Mosgau S i sar., 1995; Cotran RS, Kumar V, Collins T, 1999).
Poznato je, isto tako, da je postoperativni oporavak pacijenata nakon hirurske
ekstrakcije donjih trec¢ih molara uslovljen brojnim faktorima, kao $to su anatomske
karakteristike vilica 1 zuba, zdravstveni status pacijenta, ali i vrstom i duZinom
trajanja hirurSke intervencije. Sa tim u vezi, dublje impakcije zuba, koje zahtevaju
uklanjanje vece koli¢ine koStanog tkiva i odizanje Sireg mukoperiostalnog reznja,
pracene su ve¢im rizikom za nastanak postoperativnog bola 1 trizmusa, za razliku od
mekotkivnih impakcija ili delimi¢nih koStanih impakcijama, kod kojih je samo rizik
za pojavu trizmusa smanjen (Baqain ZH 1 sar., 2008; Ravikumar KK 1 sar., 2018).
Shodno tome, u ovoj studiji vrSeno je ispitivanje nivoa inflamatornih regulatora u
koStanom tkivu, uzetom iz neposredne blizine hirurSke regije, kako bi se utvrdila
moguénost postojanja korelacije izmedu celijskih 1 molekularnih mehanizama rane
inflamatorne faze koStanog zarastanja sa stepenom postoperativnog morbiditeta kod
pacijenata nakon hirurSke ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka.

Uprkos ¢injenici da duze trajanje hirurSkih ekstrakcija donjih impaktiranih
umnjaka, kao i njihova veca hirurSka tezina, doprinose javljanju znacajno jaceg
postoperativnog bola kod pacijenata (Lago-Mendez L i sar., 2007), rezultati ove
studije su ukazali na znacajno manji intenzitet bola, meren VAS skalom, prvog
postoperativnog dana nakon primene pijezohirurgije, dok je intenzitet bola treceg
dana bio manji, ali bez statisticke znafajnosti u odnosu na standardnu hirurSku
ekstrakciju. Takode, statistiCki znacajno duZe trajanje hirursSkih intervencija, kao 1
trajanje osteotomija je bilo registrovano nakon primene pijezohirurgije u poredenju sa
standardnim pristupom i kod zdravih i kod DM 1 pacijenata. Ovakav nalaz zna¢ajno

manjeg intenziteta bola i duZeg trajanja intervencije nakon primene pijezohirurgije je
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u saglasnosti sa rezultatima studija Goyal 1 sar., 1 Mantovani i sar., dok su Barone i
sar., pronaSli mani intenzitet bola nakon primene pijezohirurgije u odnosu na
standardni pristup, ali bez statisticke znacajnosti (Goyal M 1 sar., 2012; Mantovani E i
sar., 2014; Barone A 1 sar., 2010). Nasuprot tome, istrazivanja Sivollele i sar., su
ukazala na podjednake intenzitete bola izmedu pijezohirurgije i standardne hirurgije,
dok su Rullo 1 sar. pronasli da su kompleksne hirurSke ekstrakcije donjih imaktiranih
umnjaka pracene znacajno manjim bolom i kra¢im intervencijama nakon primene
standardnog pristupa u poredenju sa pijezohirurgijom (Sivollela S i sar., 2011; Rullo
R i sar., 2013). Imaju¢i u vidu €injenicu da evaluacija postoperativnog bola treba da
bude vr$ena u prvih sedamdeset dva sata nakon hirurSke intervencije (Lago-Mendez L
1 sar., 2007; Garcia Garcia A i sar., 1997; Oikarinen K, 1991), opravdano je smatrati
da nepostojanje razlike u intenzitetu bola izmedu pijezohirurgije i standardne hirurgije
u studiji Sivollelle 1 sar. moZe biti rezultat neadekvatnog odabira vremenskih okvira
evaluacije intenziteta bola. Zapravo u istrazivanju Sivollelle i sar., merenje intenziteta
bola je vrSeno sedmog i tridesetog dana nakon hirurSke intervencije. Takode, nalaz
znafajno manjeg intenziteta bola nakon standardnog pristupa u studiji Baronea i sar.,
moze biti prihvatljiv, imajué¢i u vidu da su ispitanici ove studije nakon hirurske
ekstrakcije primenom upravo standardne tehnike koristili znacajno veéi broj
analgetika u prvih sedam postoperativnih dana, te je i razumljivo da je manji
intenzitet bola bio rezultat njegove bolje analgeticke kontrole.

Osecaj bola nakon hirurskih ekstrakcija je subjektivni osecaj, uslovljen
individualnim pragom bola, koji mozZe biti determinisan razliitim faktorima
ukljucujuéi anksioznost, godine i pol pacijenata, kao i tezinu hirurSke ekstrakcije
(Berge TI, Boe OE, 1991; Pollmann L, 1983; Capuzzi P i sar., 1994). Sa tim u vezi,
kako bi pojacali evaluaciju postoperativnog bola kod pacijentata, koriStene su dodatne
variable, kao §to su vremena koja proteknu do javljanja prvog postoperativnog bola i
uzimanja provog analgetika na danu hirurSke intervencije (Brajkovic D i sar., 2014).
Stavise, pronadeno je da su oba vremenska parametra bila znadajno produzena u
pijezohirur§koj grupi u odnosu na standardnu grupu, Sta bi moglo ukazati na manji
stepen uzrokovane traume tkiva pijezohirurgijom i sledstvenu manju inflamaciju,
usled znatno odlozenog javljanja bola i potrebe za uzimanjem analgetika. Ovakav
nalaz bi mogao i¢i u prilog Cinjenici da je pijezohirursko secenje koStanog tkiva
znatno manje traumaticno (Vercelloti T 1 sar., 2005) i da uzrokuje smanjeno

oslobadanje inflamatornih medijatora u koStanom i mekom tkivu (Preti G i sar.,
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2007). Stavise, studija Martini i sar., ukazala je na brzi oporavak C reaktivnog
proteina, kao markera sistemske inflamacije, ali samo nakon primene pijezohirurgije
u kranio-facijalnoj hirurgiji (Martini M 1 sar., 2017), dok su Zizzari i sar. ukazali da
primena pijezohirurgije moZe dovesti do smanjenja inflamatorne reakcije u koStanom
tkivu nakon ugradnje implantata i na taj nacin uzrokuje intenzivnije pocetne faze
koStanog zarastanja oko tela implantata (Zizzari VL i sar., 2015). Ovakvi nalazi
najverovatnije su rezultat klini¢kih prednosti pijezohirurS§kog rada u odnosu na
konvencionalne sisteme kao Sta su: selektivnost i preciznost seenja, bez ostecenja
okolnih mekih tkiva (Robiony M i sar., 2004), bolja kontrola nad instrumentom u
procesu secenja (Garg AK 1 sar., 2007; Schaller BJ i sar., 2005), bolja vidljivost
hirurSke regije 1 hladenje pijezohirurskog nastavka usled fenomena kavitacije
(Leclercq P i sar., 2008).

Klinicki rezultati ove studije su pokazali da je trizmus tre¢eg postoperativnog
dana bio znacajnije izraZen sa strane gde je vrSena standardna hirurSka ekstrakcija,
kao 1 da je bilo prisutno znacajno povecanje u intenzitetu trizmusa tre¢eg u odnosu na
prvi postoperativni dan, takode samo nakon primene standardne tehnike. Ovaj rezultat
je u saglasnosti sa rezultatima prethodnih klini¢kih studija (Barone A 1 sar., 2010;
Sortino F i sar., 2008) i moZe se objasniti znatno manje traumati¢nom manipulacijom
mukoperiostalnog reZnja u toku pijezohirurSkog odizanja, imajuéi u vidu da je pojava
trizmusa u pozitivhoj korelaciji sa traumom 1 manipulacijom mekih tkiva
mukoperiostalnog reznja. Sa tim u vezi, dokumentovano je klini¢ki (Goyal M 1 sar.,
2012), kao 1 eksperimentalno, gde je upotreba pijezohirurskih instrumenata u toku
subperiostalne  preparacije = bila udruzena sa  ocfuvanom  periostalnom
mikrocirkulacijom (Stoetzer M i sar., 2014). Stavise, poznato je da je glavna prednost
pijezohirur§kog pristupa, pored njegovog selektivnog 1 kontrolisanog secenja,
prevencija oste¢enja mekotkivnih struktura. Ovaj tip oStecenja je ¢eS¢e mogu¢ tokom
konvencionalnog odizanja mukoperiostalnog flapa u smislu cepanja periosta i
miSi¢nih vlakana, $ta se moze smatrati osnovom znatno izarzenijeg trizmusa u nasoj
studiji nakon primene standardne tehnike. Sli¢ni klinicki efekti hirurSkog vadenja
umnjaka uoceni su i sa pojavom postoperativnog otoka, koji po poravilu prati ovakav
tip oralno-hirurskih intervencija u prvih nekoliko postoperativnih dana.

U literaturi je poznato da je inflamatorna reakcija tkiva neophodna u zarastanju
kostanog tkiva, ali samo u uslovima dobro regulisane inflamacije, koja ostvaruje

pozitivan uticaj sredine u predelu hirurSke rane (Thomas MV, Puleo DA, 2011). Sa
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druge strane, preterana inflamatorna rakcija, nastala usled poremecaja ravnoteze u
oslobadanju inflamatornih 1 anti-inflamatornih mediatora, moze dovesti do otezanog
koStanog zarastanja pra¢enog pojavom komplikacija (Mountziaris PM, Mikos AG,
2008). Znaajno je ista¢i da je studija Blaskovica i sar., primenom skenirajuce
elektronske mikroskopije, ukazala na razliciti izgled koStanih defekata neposredno
nakon primene standardnih osteotomskih sistema u odnosu na pijezohirurgiju
(Blaskovic M i sar., 2016). Naime, pijezohirur§kim pristupom inicirana je intenzivnija
pocetna faza koStanog zarastanja na povrSinama formiranih koStanih defekata.
Takode, za razliku od grupe gde su koriStena rotirajuca svrdla za osteotomije, u pijezo
grupi nije bilo ostataka debrisa i koStanih fragmenata na osteotomskim povrSinama,
koje bi mogle biti uzrok usporenog zarastanja (Gabri¢ Panduri¢ D i sar., 2012). Debris
hirurS§kih rana zahteva aktivaciju makrofagnog sistema, kao i jacu indukciju
inflamatorne faze, Sta ide u prilog ne samo pojaanoj, nego 1 produzenoj
inflamatornoj fazi zarastanja operativne regije. Rezultati ovog istrazivanja su pokazali
da je nivo VEGF proteina, mediatora osetljivog na traumu koStanog tkiva, bio
znac¢ajno vec¢i u koStanim uzorcima uzetih standarnim pristupom u odnosu na
pijezohirurgiju, ukazujuéi da se nivo oslobodenog VEGF-a moZe odraziti na stepen
hirurSke traume. Sa tim u vezi, Nakai 1 sar. su pokazali da se nivo VEGF-a, osloboden
od strane osteoblasta, povecava kao odgovor na mehanicki stres (Hu K, Olsen BR,
2016). Imajuéi u vidu da osteotomija indukuje povecanu ekspresiju razlicitih
proinflamatornih citokina: IL-1, IL-6, IL-8 1 TNF-a, koji sledstveno mogu stimulisati
ekspresiju VEGF proteina (Maloney JP, Gao L, 2015), kao 1 znacajnu ulogu VEGF-a
u inflamatornim mehanizmima nakon hirur§ke traume u koStanom tkivu (Marsland
AL 1 sar., 2017), rezultati ove studije mogu i¢i u prilog izrazenijem ranom
inflamatornom odgovoru organizma nakon primene standarne tehnike. Sa druge
strane, VEGF indukuje transkripciju razli¢itih pro-inflamatornih gena i tako ima
ulogu pro-inflamatornog citokina, jer uzrokuje provecanu propustljivost endotelnih
¢elija 1 reguliSe migraciju monocita (Reinders ME 1 sar., 2003; Hao Q 1 sar., 2009).
Polaze¢i od pretpostavke da je VEGF marker inflamacije i prate¢i njegovu mogucu
povezanost sa klinickim parametrima u ovoj studiji, rezultati analize nisu pokazali
korelaciju VEGF-a sa bilo kojim postoperativnim klini¢kim parametrom.

Inflamatorni citokini koji dovode do Stetnog inflamatornog efekata u celijama i
tkivima su uglavnom ¢lanovi IL-1 familije, a to su interleukin 1 alfa (IL-1a) 1 IL-1P

(Rock KL 1 sar., 2010). Iako oba ¢lana (a 1 ) ispoljavaju svoje dejstvo vezivanjem za
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IL-1 receptore, njihovo oslobadanje moze biti regulisano rezliCitim stimulusima
(England H 1 sar., 2014). U ovoj studiji, nivo ekpresije IL-1p proteina u uzorcima
alveolarne kosti nije bio razli¢it izmedu pijezohirurSkih i standardnih osteotomija.
Pretpostavka da povoljni uslovi na ¢elijskom nivou u pijezo grupi mogu biti otkidac¢
znatno veceg oslobadanja IL-1p u odnosu na IL-la, a manje oslobadanje IL-1P u
standardnoj grupi, moZe biti obrazlozena razliitim izgledom pijezohirurSkih
osteotomskih povrsSina kostanih defekata (Blaskovic M 1 sar., 2016), kao i ¢injenicom
da okolnosti na celijskom nivou i mehanizmi Celijske smrti uslovljavaju razlicito
oslobadanje IL-1 formi (England H i sar., 2014). Takode, nepostojanje razlike u nivou
ekspresije IL-1p proteina u koStanom tkivu izmedu ispitivanih hirurSkih tehnika moze
biti posledica nemoguc¢nosti za uzimanjem veceg broja uzoraka koStanog i mekog
tkiva operativne regije u razli¢itim vremenskim okvirima nakon intervencije sa ciljem
dublje analize rane inflamatorne faze. Ova nemoguénost predstavlja i ogranicenje u
studiji, za potpunije razumevanje povezanosti signalnih puteva osteotomije i
inflamatornog odgovora organizma.

Rezultati sadaSnje studije su pokazali da je ekspresija molekula miR-21 bila
zna€ajno manja u koStanim uzorcima uzetih standardnim pristupom u odnosu na
pijezohirursku tehniku. Stavise, kako je visi nivo ekspresije miR-21 u pijezohirurskoj
grupi bio konzistentan medu muskarcima i Zenama, kao 1 medu razli¢itim starostnim
dobima, dobijeni rezultati ukazuju da je ekspresija molekula miR-21 u koStanom
tkivu direktno uslovljena razli¢itom vrstom i stepenom stresa usled traume tkiva
prouzrokovane hirurSkom tehnikom. Sa tim u vezi, pokazano je da miR-21,
ucestvujuéi u neposrednom odgovoru organizma na stress (Zhang T i sar., 2019;
Permenter MG 1 sar., 2019; Tahamtan A i sar., 2018; Li P 1 sar., 2019) ukljucen u
poremecajima Celijske funkcije uzrokovane mehanickom silom u in vitro uslovima
(Ma X i sar., 2011). Preciznije, Wei i sar. su pokazali da spoljasnja mehanicka sila
razli¢ito utice na miR-21 u osteoblasticno diferentovanim stem celijama
periodontalnog ligamenta (Wei F i sar., 2015) 1 na taj nacin, nivo ekspresije miR-21
moze biti uslovljen 1 vrstom primenjene hirurSke tehnike. Medutim, smanjena
ekspresija miR-21 neposredno nakon osteotomske traume je verovatno rezultat
pojacane inflamatorne reakcije prouzrokovane standardnom tehnikom. Zapravo,
tokom hirurS§ke procedure, mehanicki stres inicira inflamatornu reakciju, koju
najveéim delom reguliSu makrofagi (Miron RJ 1 sar., 2013). Takode, miR 21, kao

najvise zastupljena miR u makrofazima, igra klju¢nu ulogu u smirivanju inflamatorne
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reakcije (Canfran-Duque A 1 sar., 2017; Das A i sar., 2014) uzrokovanu hirur§kom
povredom. Poznato je da miR-21 ispoljava anti-inflamatorna svostva supresijom NF-
kB signalnog puta (Ma X 1 sar., 2011). Sa tim u vezi, imaju¢i u vidu inflamacijom
regulisanu aktivnost miR-21, povecana ekspresija miR-21 u koStanom tkivu nakon
primene pijezohirurgije, moZe ukazati na njen doprinos u sledstvenom manjem
inflamatornom odgovoru tkiva na uzrokovanu traumu. Sa ciljem da istrazimo takvu
pretpostavku, ispitali smo povezanost ekspresije miR-21 u kosStanom tkivu sa
parametrima postoperativnog bola i trizmusa 1 pronasli znacajnu pozitivnu korelaciju
ekspresije ovog molekula sa vremenom javljanja prvog postoperativnog bola nakon
primene i standardne i pijezohirurgije. Stavise, registrovali smo znadajnu povezanost
izmedu nivoa ekspresije molekula miR-21 1 trizmusa treeg dana, kao i intenziteta
bola prvog dana, ali samo u grupi gde je koriStena standardna osteotomska tehnika i
gde je bio prisutan statisti¢ki znacajno izraZeniji bol i trizmus. Dakle, na osnovu
dobijenih rezultata bi se moglo zakljuciti da miR-21 moZe ucestvovati u regulaciji
inflamacije nakon hiruskih ekstrakcija zuba 1 na taj na¢in predstavljati hirurSki marker
pocetka sledstvenih postoperativnih tegoba kod pacijenata.

Poznato je da su hemotaksa i migracija leukocita u inflamirani predeo rane
praceni angiogenezom 1 tako angiogeneza i inflamacija predstavljaju medusobno
zavisne 1 kordinirane procese u toku zarastanja rana (Mor F 1 sar., 2004; Sivak JM i
sar., 2011). Znacajno je reci da je ekspresija miR-21 usko vezana sa nivoom VEGF
proteina u procesu angiogeneze. Preciznije, u endotelnim ¢elijama umbilikalnih vena
na humanom modelu, preterana ekspresija miR-21 potpomaze VEGF-om vodenu
angiogenezu, dok inhibicija miR-21 uzrokuje poremecaj u angiogenezi (Jiang FS 1
sar., 2015). Takode, eksperimenti koji su koristili humane transformisane bronhijale
epitelne ¢elije su pokazali da miR-21 iz egzozoma dovodi do povecanja nivoa VEGF-
a, preko aktivacije specifiénog signalnog molekula — prenosnika signala 1 aktivatora
transkripcije 3 (eng. signal transducer and activator of transcription 3-STAT3),
vode¢i ka povecanoj angiogenezi, dok neutralisanje STAT3 dovodi do smanjene
ekspresije miR-21 i inhibirane angiogeneze (Liu Y i sar., 2016).

Ovakvi podaci medusobne regulacije miR-21 1 VEGF-a mogu predstavljati
objasnjenje da smanjena ekspresija molekula miR-21 moze biti kompenzovana sa
povecanjem nivoa VEGF u koStanim uzorcima nakon primene standardne tehnike.

Razli¢ite hirurske tehnike su udruZzene sa znafajnim povecanjem nivoa

oskidativnog stresa i sledstvenim oslobadanjem markera inflamacije (Abid MR 1 sar.,
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2004). Takode, nagomilavanje slobodnih kiseoni¢nih radikala (ROS) je odgovorno za
znatanu inflamatornu reakciju udruzenu sa celijskim oSte¢enjem, kao posledicu
hirurSke traume (Reside J i sar., 2015). Sa tim u vezi, u sprovedenoj studiji je
ispitivana aktivnost SOD enzima, najzastupljenijeg antioksidansa u prvoj liniji
odbrane organizma od slobodnih radikala. Rezultati su pokazali da nema promene u
aktivnosti SOD enzima izmedu ispitivanih grupa, Sta moZe biti rezultat njegove
razli¢ite regulacije od strane miR-21 i VEGF-a. Zapravo, pokazano je da VEGF
indukuje oslobadanje enzima SOD, kako u uslovima indukcionog, tako i bazalnog
nivoa ROS (Zhang X i sar., 2012), dok, sa druge strane, miR-21 ucestvuje u regulaciji
nivoa ROS, kao rezultat supresije gena za sintezu enzima iz SOD familije u
bronhialnim epitelnim éelijama na humanom modelu (Stoica SC i sar., 2019). Stavise,
Gulnahar 1 sar. su pokazali da ekspresija toplotnog Sok proteina 70 (eng. Heat Shock
Protein 70-HSP70), kao moguéeg biomarkera neposrednog postoperativnog stresa, je
bila dva puta veca u standardnoj grupi u odnosu na pijezo grupu i tako ukazali da
pijezohirurgija, uzrokuju¢i manji stres, doprinosi Celijskoj obnovi nakon hirurske
procedure (Gulnahar Y i sar., 2013).

Kako je DM 1 metabolicko oboljenje, koje se za razliku od DM 2 ¢esée javlja u
mladoj populaciji, klini¢ko ispitivanje pacijenata obolelih od DM 1, u ovoj doktorskoj
disertaciji, je bilo vezano za hirurSko vadenje impaktiranih umnjaka, kao hirurskoj
indikaciji ucestaloj u mladoj populaciji pacijenata. Klinicki rezultati pracenja
parametara postoperativnog toka, imaju¢i u vidu veli¢inu uzorka od samo pet
pacijenta, nisu ukazali na postojanje znacajnosti u intenzitetu bola, trizmusa i1 otoka
izmedu pijezo 1 standardnog pristupa ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka kod
DM 1 pacijenata.

S obzirom na manju ucestalost DM 1 pacijenata sa potrebom za obostranim
hirurSkim vadenjem donjih simetriéno impaktiranith umnjaka, kao 1 specifi¢ne
kriterijume za ukljuenje pacijenata u studiju, jedan od nedostataka ove doktorske
disertacije je bila nemoguénost prikupljanja dovoljne teZine uzorka koStanog tkiva za
¢elijska 1 molekularna laboratorijska ispitivanja signalnih molekula. Pored toga,
koli¢ina koStanog tkiva je bila definisana zapreminom i lokalizacijom u kojoj se
o¢ekuju promene nivoa i aktivnosti signalnih molekula, shodno do sada objavljenoj
literaturi. Svaka relevanta analiza na ovom nivou zahtevala je znafajno povecanje

veli¢ine 1 snage uzorka.
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Ako se u obzir uzme cinjenica da je postoperativni oporavak kod pacijenata
nakon hirurSke ekstrakcije impaktiranih umnjaka u donjoj vilici primenom
pijezohirurgije uspeSan, kako sa aspekta smanjenja postoperativnog morbiditeta, tako
1 udruzenog efekta proinflamatornih mehanizama, za ocekivati je da u uslovima
redukovanog klinickog odgovora u procesu zarastanja hirurSkih rana, kao §to su
uslovi koje prouzrokuju DM 2, pomenute prednosti ove nove hirurSke terapije budu
znaCajne u odnosu na dosadaS$nji standardan pristup. Model pracenja zarastanja
hirurS§kih rana u DM 2 primenjen je prilikom komplikovanih vadenja viSekorenih
zuba, imajuci u vidu vremenski interval pojave DM 2 kod srednjeg i starijeg uzrasta,
u odnosu na hirurSko vadenje umnjaka, koje je, po pravilu, prisutno kod mladih
pacijenata. S tim u vezi, u ovoj doktorskoj disertaciji pracen je bioloski odgovor
zarastanja hirurS8ke rane (tkivni nivo), kao i promene na nivou transdukcionih
signalnih mehanizama (Celijski 1 molekularni nivo), prilikom hirurSke traume na
kostanom i mekom tkivu u toku komplikovanog vadenja viSekorenih zuba
pijezohirur§kim i standardnim pristupom, kod zdravih i DM 2 pacijenata. Imajuci u
vidu ¢injenicu da do sada nema podataka u literaturi o primeni i efektima
pijezohirurgije kod pacijenata rizika, kao Sto su pacijenti oboleli od DM 2, rezultati
ove doktorske disertacije daju znacajan uvid u terapiske postupke i kvalitet zarastanja
intraoralnih rana.

Uzimajuéi u obzir ispitivani hirurski model, dobijeni rezultati na tkivhom nivou
su pokazali da su komplikovane ekstrakcije nakon primene pijezohirurgije kod
pacijenata sa DM 2 pracene znac¢ajno manjim intenzitetom bola i njegovim kasnijim
javljanjem, zatim znacajno boljim klini¢kim izgledom gingive esktrakcione alveole na
danu hirurske intervencije i1 sedmog postoperativnog dana, kao 1 intenzivnijim
oporavkom izgleda gingive sedmog u odnosu na tre¢i postoperativni dan. Takode,
analiza parametara zarastanja ekstracione alveole je ukazala da je indeks zarastanja na
danu intervencije bio znac¢ajno manjih vrednosti nakon primene pijezohirurgije kod
DM 2 pacijenata, Sta ide u prilog intenzivnijem zarastanju, a pracen je znacajnim
smanjenjem u vrednostima indeksa sedmog u odnosu na tre¢i postoperativni dan i to
samo nakon primene pijezohirurgije. Konacno, analize stope epitelizacije promera
ekstrakcionih alveola su pokazale da je smanjenje BO promera u prvih sedam dana,
kao 1 MD promera od tre¢eg do sedmog dana, bilo znacajnije nakon primene
standardne hirurgije u grupi DM 2 ispitanika. Na molekularnom nivou registrovana je

znaajna razlika u ekspresiji miR-21 molekula, kao i nivoima VEGF-a i MMP-9
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proteina u koStanom tkivu uzetom pijezohirurgijom u odnosu na standardnu hirurgiju,
ali samo kod zdravih pacijenata, dok ove razlike izmedu ispitivanih hirurSkih tehnika
nije bilo kod DM 2 pacijenata. StaviSe, znadajna razlika izmedu zdravih i DM 2
pacijenata je registrovana u nivoima VEGF i PTEN proteina, nezavisno od
primenjenih hirurskih tehnika, kao i u koncentraciji MMP-9 proteina, ali samo nakon
pijezohirurgije. Kona¢no, u uzorcima alveolarnog kostanog tkiva DM 2 pacijenata je
registrovan znacajno veci nivo ekspresije molekula miR-21 u odnosu na zdrave
pacijente nakon primene i pijezo i standardne hirurske tehnike.

U strucnoj literaturi, postoje nau¢ni podaci o uticaju efekta pijezohirurskog
pristupa u kvalitetu postoperativnog zarastanja rane zdravih pacijenata, ali samo
nakon jednostavnih ekstrakcija zuba, kao i procedura alveoplastike, primenom
ukrStenog dizajna istrazivanja (Mozzati M 1 sar., 2014; Gangwani KD i sar., 2018).
Studija Mozzati i sar., je na modelu jednostavnih esktrakcija zuba ukazala da nije bilo
razlike u zarastanju rana izmedju pijezohirurskog i standardnog pristupa, dok su autor
Gangwani 1 sar., uporedjujuci pijezohirurgiju sa standardnom metodom alveoplastike
registrovali znacajno bolje i1 intenzivnije zarastanje nakon primene pijezohirurgije.
Ovaj efekat autori Mozzati 1 sar., su obrazozili manjom hirur§kom traumom tkiva
koju prouzrokuje pijezoelektri¢ni efekat u procedurama ekstrakcija zuba, dok su
Gangwani 1 sar.,, znacajno intenzivnije zarastanje objasnili prednostima
pijezohirurgije, kao Sto je prezerviraju¢i efekat pijezoelektricnog pristupa ka mekim
tkivima 1 sledstvenom potrebom za minimalno invazivnim subperiostalnim tunel
pristupom, kako bi se ostvario pristup za uklanjanje koStanih neravnina. Naime, autori
su Mozzati 1 sar.,, su pokazali da je duZina trajanja intervencija primenom
pijezohirurgije bila veéa u odnosu na standardnu ekstrakciju, ali bez statisticki
znacajne razlike. Sli¢no nalazu studije Mozzati i sar., rezultati ove studije su pokazali
da je ukupna duzina trajanja komplikovanih ekstrakcija viSekorenih zuba u gornjoj
vilici bila podjednaka nakon primene pijezohirurgije u odnosu na standardni pristup u
grupi zdravih pacijenata. StaviSe, rezultati ove doktorske disertacije su ukazali na
dodatno objasnjenje trajanja pijezohirurS§ke osteotomije i odontotomije u toku
komplikovanih ekstrakcija zuba 1 pronadeno je njihovo znacajno duze trajanje, u
odnosu na rotirajuc¢a svrdla 1 u grupi zdravih i DM 2 ispitanika.

Sa druge strane, studija Gangwani i sar., je ukazala na znacajno krace trajanje
intervencije alveoplastike u pijezohirurSkoj grupi. Ovakav rezultat autori Gangwani 1

sar., su obrazlozili ¢injenicom da zahvaljuju¢i preventivhom efektu ka mekim
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tkivima, pijezohirur§ke alveoplastike su bile vrSene pristupom kroz subperiostalne
tunele, koji kasnije nisu zahtevali uSivanje, za razliku od alveoplastike primenom
standardnog pristupa, gde je bilo potrebno Siroko odizanje reznja, kako bi se
pristupilo koStanim povrSinama, bez traume okolnih mekotkivnih struktura, a potom i
dodatno uSivanje mukoperiostalnog reznja. Nadalje, Martini i sar., na nesto
drugacijem hirurSkom modelu, odnosno uporeduju¢i efekte pijezohirurgije 1
standardne hirurgije u kranioplastikama kod dece sa kraniostenozom, pronasli da je
trajanje pijezohirurSkih osteotomija bilo dva puta duze u odnosu na osteotomije
formirane svrdlima i oscilirajuéim testerama. Stavige, sliéno rezultatima nade studje,
ukupno trajanje hirurskih intervencija u studiji Martini 1 sar. je bilo podjednako nakon
primene ispitivanih hirurSkih tehnika, uprkos znafajno produZenom trajanju
pijezohirur§ke osteotomije (Martini M 1 sar., 2017). Autori su ovakav nalaz
podjednake duzine trajanja protumacili povoljnijom manipulacijom mekih tkiva (dura
mater 1 periorbitalna meka tkiva) pijezohirurS§kim pristupom, kao 1 boljim
hemostatskim efektom u toku pijezohirurSkih osteotomija za razliku od standardnog
pristupa.

U ovoj doktorskoj disertaciji, podjednaka duZina trajanja pijezohirurskih i
standardnih hirur§kih komplikovanih ekstrakcija kod zdravih pacijenta, uprkos
prolongiranom trajanju osteotomije i odontotomije moze biti obrazlozena prednostima
mikrometri¢kog pijezohirur§kog seenja u odnosu na standardni pristup, a to su
preciznost 1 bolja taktilna intraoperativna kontrola vrha instrumenta u toku rada
(Stubinger S 1 sar., 2008). Naime, za razliku od svrdala kojima u toku standardnog
pristupa nije moguce imati uvid o dejstvu izmedu koStanog i mekog tkiva,
pijezohirurgija, zahvaljujuéi svojem selektivnom secenju, ostvaruje efekat samo na
mineralizovanom koStanom tkivu bez uticaja na okolne mekotkivne strukture
(Labanca M i sar., 2008). StaviSe, efekat kavitacije koji se stvara u toku
pijezohirurSske aktivnosti, opisan kao znafajan faktor u hemostazi ekstrakcione rane
(Spinelli G 1 sar., 2014), doprinosi ujedno i boljoj vizuelizaciji hirurSke regije 1
kasnije efektivnijem radu hirurskih poluga 1 klesta prilikom dislokacije 1 uklanjanja
korenova zuba iz koS$tanih alveola.

Sa druge strane, u grupi DM 2 ispitanika pijezohirurske ekstrakcije su znacajno
duZe trajale u odnosu na standardni pristup. Poredenjem pijezohirurskih osteotomija
kod zdravih pacijenata u odnosu na DM 2 pacijente pronadeno je da su pijezohirurske

osteotomije znacajno duze trajale u grupi DM 2 pacijenata. Imaju¢i u vidu
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patofizioloske karakteristike koStanog tkiva u DM 2, moZe se smatrati da povecana
mineralna koStana gustina kod ovih pacijenata moze predstavljati moguéi uzrok
znatno duzem trajanju pijezohirur§skih osteotomija. Naime, DM 2 zahvata koStani
sistem u uznapredovalim stadijumima oboljenja, gde mnogi faktori kao S$to su
insulinipenija, hiperglikemija, nagomilavanje AGEs produkata, hroni¢na inflamacija,
1 mikroangiopatije doprinose negativnom uticaju na mikroarhitekturu i biomehanicke
karakteristikama u koStanom tkivu (Napoli N 1 sar., 2017; Napoli N i sar., 2014). Na
taj nacin, za razliku od DM 1, ¢ije se kostano tkivo odlikuje smanjenom minearalnom
gustiom, pacijenti oboleli od DM 2 imaju pove¢anu mineralnu koStanu gustinu, koja
je udruZena sa rizikom za nastanak koStanih preloma (Vestergaard P i sar., 2007;
Hamann C 1 sar., 2012; Hariri AF 1 sar., 2019). Imaju¢i ovo u vidu, relevantan je
osnov smatrati da razlog znatno duzih pijezohirurskih osteotomija moze biti posledica
izmenjenih biomehanickih karakteristika u koStanom tkivu DM 2 ispitanika 1
posledicnom znatno duZem trajanju pijezohirur§kih komplikovanih ekstrakcija u
odnosu na standardne, za razliku od zdravih pacijenata, gde razlika u duZini trajanja
intervencija nije postojala izmedu ispitivanih grupa.

Komplikovane ekstrakcije viSekorenih zuba, u ovoj doktorskoj disertaciji, su
koristene kao hirurski model u toku kojih se vrsi separacija krunice i korenova zuba,
uklanjane koStanog tkiva i pravljenje retencionih mesta za aplikaciju poluga, kako bi
se, uz §to manju hirur§ku traumu koStanog i mekog tkiva, izvrSila dislokacija i
uklanjaje korenova iz alveola (Hupp J, 2014). Najve¢i broj hirurSkih protokola u
ekstrakcijama zuba obuhvata primenu periotoma, klesSta, poluga, apeks elevatora, kao
1 upotrebu rotiraju¢ih okruglih i fisurnih svrdala sa hirurSkim nasadnicima (Wang i
sar., 2004; Babbush CA, 2007). Primena rotirajucih svrdala sa hirurSkim nasadnicima
ima visoko efektivnu aktivnost u smislu sec¢enja tvrdog zubnog i kosStanog tkiva.
Medutim, intraoperativna kontrola ovakvih instrumenata je Cesto ogranicena i
udruzena sa postojanjem rizika od nezeljenog oSteenja okolnog koStanog i
gingivalnog tkiva esktrakcionih alveola (Babbush CA, 2007, Spinatto S i sar., 2015),
koje kasnije moze biti praceno pojavom postoperativnog bola, hiperemije i edema
mekotkivnih struktura, kao i1 posledi¢nim gubitkom koStanog tkiva (Lago-Mendez L i
sar., 2007; Spinato S i sar., 2015). S tim u vezi, tehnika ekstrakcije zuba moze se
smatrati bioloski pogodnom ukoliko se uklanjanje korenova zuba iz alveola moze
izvesti bez oSte¢enja okolnog mekog i1 koStanog tkiva. Ovakva pretpostavka je bila

osnov postavljanja hipoteze ispitivanja efekata pijezohirurgije, kao minimalno
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invazivne hirurSke tehnike, na zarastanje ekstrakcionih rana nakon komplikovanih
esktrakcija zuba kod zdravih 1 pacijenata obolelih od DM 2. Sa tim u vezi, rezultati su
ukazali da su pijezohirurS§ke komplikovane ekstrakcije viSekorenih zuba pracene
znatno boljim klini¢kim izgledom gingivalnih tkiva postekstrakcione alveole,
procenjivanim na osnovu boje gingive, prisustva edema i krvarenja, neposredno
nakon hirurske intervencije, kod svih ispitanika, kao 1 sedmog postoperativnog dana,
ali samo u grupi DM 2 pacijenata. Poznato je da pijezohirurgija koristi ultasoni¢ne
vibracije za secCenje koStanog tkiva bez oSte¢enja okolnih mekotkivnih struktura
(Landes CA 1 sar., 2008). Preciznije, pijezohirurS§ke mikrovibracije prouzrokuju
selektivno secenje samo neelasti¢nog 1 mineralizovanog kostanog tkiva, za razliku od
mekotkivnih struktura, koje ostaju intakte, ¢ak i1 nakon sluc¢ajnog kontakta sa
pijezohirur§kim nastavkom u toku rada. Ovakav protetkivni pijezohirurski efekat
prema mekotkivnim strukturama je verifikovan na animalnom modelu, gde su autori
Otake i sar., pokazali da primena pijezohirurgije na povSinu jezika misa, ne dovodi do
oSte¢enja epitela 1 jezi¢nih papila, za razliku od standardnih okruglih i fisurnih
svrdala, koje prosecaju jezik ¢itavom debljinom, uzrokujuéi oStecenje svih njegovih
tkiva (epitela, submukoze i misi¢a) (Otake Y 1i sar., 2018). Klinicki izgled gingivalnih
tkiva neposredno nakon standardne komplikovane ekstrakcije u ovoj studiji se
odlikovao maksimalnim vrednostima, odnosno crvenom bojom gingive, sa prisutnim
edemom 1 krvarenjem na palpaciju. Ovakav nalaz ide u prilog pretpostavci znatno
traumati¢nijeg standardnog pristupa komplikovane ekstrakcije zuba za razliku od
pijezohirur§kog. Sa tim u vezi, rezultati meta-analize Tsikopoulos i sar., ispitivanjuci
uticaj pijezo i standarnde hirurgije na oSte¢enja mekih tkiva i postoperativni oporavak
pacijenata nakon procedura rinoplastike, zakljucli su da su pijezohirur§ke osteotomije
bile pradene statisticki znacajno manje izraZenom periorbitalnom ehimozom i
edemom tkiva kapka, redukovanim intraoperativnim oSte¢enjem mekotkivnih
struktura, kao 1 znacajno manjim intenzitetom postoperativnog bola u poredenju sa
standardnim pristupom (Tsikopoulos A 1i sar., 2020). Takode, pijezohirurski pristup u
ovoj doktorskoj disertaciji je bio pracen znacajno intenzivnijim oporavkom klini¢kog
izgleda mekih tkiva ekstrakcione alveole, kao i intenzivnijem zarastanju u ranom
postoperativnom periodu (sedmog u odnosu na treci postoperativni dan), kako u grupi
zdravih, tako 1 u grupi DM 2 ispitanika.

Intenzitet zarastanja postekstrakcione alveole je procenjivan jo§ i pomocu stopa

epitelizacije (BO, MD, DA) promera ekstrakcione alveole. Dobijeni rezultati su
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pokazali, da je stopa BO epitelizacije u prvih sedam dana, kao i MD epitelizacije od
treCeg do sedmog postoperativnog dana bila znacajno intenzivnija u DM 2 grupi
pacijenata nakon primene standardne hirurgije u odnosu na pijezohirugiju. Imajuci u
vidu gore navedene karakteristike znatno traumati¢nijeg rada rotiraju¢ih svrdala
prema gingivalnom i kosStanom tkivu i sledstveno izrazenijeg edema mekih tkiva,
opravdano je smatrati da intenzivnija stopa epitelizacije nakon standardnog pristupa u
grupi DM 2 predstavlja upravo rezultat prividno brZzeg zatvaranja lumena
ekstrakcione alveole, a koje je, ustvari, posledica izraZzenijeg edema mekih tkiva 1
posledi¢nog smanjenja BO 1 MD dijametra otvora ekstrakcione alveole. Takode,
intenzivnija trauma koStanih zidova ekstrakcionih alveola prilikom standardnog
pristupa, moze rezultirati izraZenijim kolapsom okolnih gingivalnih tkiva, Sta takode
doprinosi prividno brzoj stopi epitelizacije u prvih sedam postoperativnih dana nakon
primene standardne hirurgije u odnosu na pijezohirurgiju. Sa tim u vezi, studija
Spinata 1 sar., je pokazala da su standardne ekstrakcije jednokorenih zuba u gornjoj
vilici pra¢ene znatno intenzivnijim smanjenjem bukalne i1 palatinale visine grebena,
kao 1 buko-palatinalne Sirine grebena za razliku od pijezohirurskih ekstrakcija, ali u
nesto duZzem observacionom periodu (4 mjeseca nakon ekstrakcije). Autori su ovakav
rezultat pripisali znatno traumati¢nije efektu standardnih svrdala na koStanom tkivu.
Zapravo, sa bioloSke tacke glediSta, postoji direktna uzajamna veza izmedu stepana
hirurSke traume 1 intenziteta lokalnog inflamatornog odgovora, koji uti¢e kasnije na
proces resorpcije kostanog tkiva (Raghavendra S 1 sar., 2005). Primena rotirajucih
svrdala doprinosi traumati¢nom ostecenju kompakte i spongioze vili¢nih kostiju, koje
je verifikovano prisustvom brojnih mikropukotina i debrisom na koStanim zidovima
(Simonetti M 1 sar., 2013). Ovakav fenomen determiniSe povecanu inflamaciju, koja
nadalje uzrokuje intenzivnije oslobadanje proinflamatornih citokina i dovodi do
aktivacije osteoklasta, te sledstveno doprinosi resorpciji koStanog tkiva (Vercellotti 1
sar., 2005). Uporedivanjem stopa epitelizacije, kao i rezidualnog volumena alveole u
toku procesa zarastanja ekstakcionih alveola izmedu ispitivanih grupa, uoceno je da
se najntenzivniji proces zatvarnja alveola, pra¢en najizraZenijim smanjenjem merenih
promera, odigrava u prvih sedam dana zarastanja. Ovakav nalaz je u saglasnoti sa
rezultatima studije Aronovich 1 sar., koji su ispitivali uticaj glikemijske kontrole na
proces zarastanja alveola nakon rutinskih ekstrakcija zuba kod DM 1 1 2 pacijenata i
pronasli da nema znaCajnosti u stopama epitelizacije izmedu DM pacijenata sa

razli¢itim koncentracijama glukoze 1 vrednostima glikozilisanog hemoglobina
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(Aronovich S i sar., 2010). Medutim, autori Aronovich i sar., su ukazali da su stope
epitelizacije ekstrakcionih rana bile najintenzivnije u prvih sedam dana, kao da i u
drugoj sedmici dolazi do znacajnog usporenja u stopi epitelizacije u odnosu na prvih
sedam postoperativnih dana.

Komplikovana ekstrakcija viSekorenih zuba predstavlja hirur§ku intervenciju
prac¢enu bolom umerenog do srednje izrazenog intenziteta (Fagade OO, Oginni FO,
2005), koji se u najve¢em broju slucajeva klini¢ki kontroliSe postekstrakcionom
terapijskom primenom analgetika. Ovaj intenzitet bola rezultat je hirurSske lokalne
traume 1 sledstvenog oslobadanja medijatora zapaljenja, koji po poravilu prati
standardnu  hirurSku proceduru. Zapravo, citokini kao S§to su bradikinin,
prostanglandin, faktor rasta nerva, serotonin, adenozin-trifosfat i protoni, stimuliSu
nociceptore u kostanom tkivu i periodontalnom ligamentu i tako indukuju javljanje
bola (Benemei S i sar., 2009). Roque M 1 sar., su opisali udruzenost destrukcije
kostanog tkiva sa pojavom bola, ukazuju¢i na ¢injenicu da je bol rezultat traume
kostanog tkiva, kao 1 da povecavanje koStane traume uzrokuje povecenje intenziteta
postoperativnog bola (Roque M 1 sar., 2003). Medutim pijezohirurski pristup usled
selektivnosti 1 preciznosti secenja (Rashad A i sar., 2013) doprinosi smanjujenju nivoa
oslobadanja proinflamatornih citokina (PretiG 1 sar., 2007), $ta se klinicki
reprezentuje smanjenim intenzitetom bola.

Rezultati ove doktorske disertacije su ukazali na zna¢ajno manji intenzitet bola
nakon primene pijezohirurgije u odnosu na standardni metod komplikovane
ekstrakcije zuba u grupi zdravih i DM 2 pacijenata. Ovakav nalaz je u saglasnosti sa
studijama Goyal i sar. i Mantovani 1 sar. koji su pronasli zna¢ajno manji intenzitet
bola nakon primene pijezohirurgije u odnosu na standardnu hirurgiju prilikom
hirurSke ekstrakcije donjih impaktiranih umnjaka, ali samo ispituju¢i efekte na
zdravim pacijentima (Goyal M 1 sar., 2012; Mantovani E i sar., 2014). Sa druge
strane, studija Mozzati 1 sar., na modelu jednostavne ekstrakcije zuba primenom
pijezohirurgije i standardne hirurgije, pronasla je da su pijezohirurske ekstrakcije bile
pra¢ene manjim intenzitetom bola, ali bez statisticki znacajne razlike u odnosu na
standardnu esktrakciju (Mozzati M i sar., 2014). Imajucéi u vidu da je studija Mozzati
1 sar. imala ukrSteni dizajn 1 da su se obostrane ekstrakcije zuba vrsile u istoj seansi,
opravdano je smatrati da pacijetni nisu bili u moguénosti da sa sigurnos¢u ocene
pojavu bola pomoéu VAS-a, te i razlika izmedu ispitivanih strana nije imala

statistiCku znacajnost. Kada je u pitanju intenzitet postoperativnog bola, koji je u radu
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Mozzati 1 sar. bio podjednak u obe ispitivane grupe, naSi rezultati ukazuju na
prednosti pijezoelektricnog secenja koje doprinosi smanjenom bolu nakon primene
pijezohirurgije. Takode, studija Gangwania i sar., koriste¢i ukrSteni dizajn istraZivanja
kao Mozzati 1 sar., a ispituju¢i i upotredujuéi uticaj pijezohirurgije u odnosu na
standardnu metodu alveoplastike u okviru preprotetske pripreme pacijenata za
rehabilitaciju zubnim protezama, ukazala je na znacajno manji intenzitet bola nakon
primene pijezohirurgije prvog postoperativnog dana (Gangwani KD 1 sar., 2018).
Nadalje, Gao 1 sar., ispituju¢i efekte pijezohirurSkog pristupa u ektrakcijama
prekobrojnih zuba i uporedujuci ga sa standardnim pristupom, sli¢no rezultatima ove
doktorske disertacije, pronasli su da uprkos znac¢ajno duzem trajanju pijezohirurskih
intervencija, pacijetni su registrovali znaajno manji intenzitet bola u poredenju sa
standardnim pristupom (Gao Y i sar., 2014).

Imajuéi u vidu napred pomenute klinicke studije, registrovani manji intenzitet
bola nakon pijezohirurgije doprinosi kvalitetnijem postoperativnom oporavku
pacijenata, a 1 kao rezultat u ovoj doktorskoj disertaciji zna¢ajno manji broj pacijenata
u DM 2 grupi je imao potrebu da uzme analgetik u odnosu na broj onih koji su osetili
bol. Takode, nakon primene standardne hirurgije kod DM 2 pacijenta znacajno veci
broj pacijenta je imao potrebu da uzme analgetik u odnosu na primenjenu
pijezohirur§ku tehniku. Bitno je ukazati na interesantan nalaz znafajno veceg broja
pacijenata u DM 2 grupi koji su osetili bol, nakon primene i pijezohirurgije i
standardne hirurgije, u odnosu na grupu zdravih pacijenata. Imajué¢i u vidu DM
neuropatiju, kao jednu od najée¢ih DM mikroangiopatija, razumljivo je da sniZzen prag
tolerancije na bol u grupi DM 2 pacijenata (Morley GK 1 sar., 1984), predstavlja i
razlog znacajno veceg broja DM 2 pacijenata koji registrovao bol u odnosu na grupu
zdravih. U prilog ovome ide i rezultat vremena uzimanja prvog analgetika koje je bilo
zna€ajno duZe nakon primene pijezohirurgije u grupi zdravih, dok u grupi DM 2
ispitanika nije bilo znacajne razlike u odnosu na standardan metod. Takode, nije
postojala znacajnost u broju analgetika uzetih u prvih dvadeset Cetiri sata izmedu
ispitivanih grupa.

U literaturi je pokazano da su teze i dugotrajnije hiruske ekstracije udruzene sa
pojavom intenzivnijeg postoperativnog bola (Lago-Mendez L i sar., 2007). Ovakva
tvrdnja je i ocekivana, imaju¢i u vidu da je trauma tkiva znatno izraZenija kako se
povecava nivo tezine hirurSke ekstrakcije, a bol predstavlja neprijatno senzorno ili

emocionalno iskustvo udruzeno sa stvarnim ili potencijalnim oSteenjem tkiva
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(Penarrocha M 1 sar., 2001; Merskey H, 1978). U ovoj studiji nalaz znatno kasnijeg
javljanje bola i znatno kasnije potrebe za uzimanjem analgetika nakon primene
pijezohirurgije u komplikovanim ekstrakcijama moze se smatrati posledicom manje
traume koStanog i mekog tkiva uzrokovane pijezohirurgijom u odnosu na standardni
metod komplikovanih esktrakcija viSekorenih zuba. Sa tim u vezi, pokazano je da se
oteotomije nacinjene svrdlima odlikuju prisustvom hrapavih povrSina sa
mnogobrojnim mikropukotina, prekrivene debrisom i sa koStanim fragmentima, koje
za razliku od pijezohirurSkih osteotomije glatkih povrSina i1 prekrivenih fibrinom
(Gabric Panduric D i sar., 2012; Blaskovic M 1 sar., 2016), ukazuju na znatno vecu
traumu kostanog tkiva uzrokovanu standardnim pristupom.

Svakako da je od posebnog klinickog znacaja kvalitet zarastanja hirurSke rane
meren indeksom zarastanja, koji je u doktorskoj disertaciji pokazao znacajno manji
stepen hiperemije, krvarenja i eksudacije operativne regije nakon pijezohirurgije.
Medutim, u pomenutom radu Mozzati i sar. razlika u indeksu zarastanja nije bila
znacajna, iako su autori okarakterisali pijezohirurski pristup da je bio pracen
povoljnijim rezultatom zarastanja u smislu ocuvansti integriteta koStanih zidova
alveola 1 okolnih mekih tkiva (Mozzati M i sar., 2014). Nadalje, Gangwani i sar., su
registrovali znaajno bolje 1 brze zarastanje mekih tkiva hirurSke rane nakon
pijezohirurSke alveoplastike. Znacajno je ista¢i da je u gore navedenim studijama
zarastanje bilo procenjivano koriStenjem istog indeksa zarastanje, prvensveno
koriStenog u evaluacijama zarastanja nakon mukogingivalnih hirurSkih procedura
(Gangwani KD 1 sar., 2018; Landry RG 1 sar., 1988). Sa druge strane, u ovoj
doktorskoj disertaciji je po prvi put dat uvid u sve klinicke faktore od znacaja za
pracenje postoperativnog zarastanja ekstrakcione rane kod komplikovanih vadenja
zuba, koje je po pravilu pra¢eno duzim i komplikovanijim zarastanjem, pa je i samim
tim primena pijezohirurgije opravdana u ovoj indikaciji.

Savremeni protokoli leCenja pacijenata sa dijabetes melitusom ne obuhvataju
pacijente sa oralnohirur§kim intervencijama i ne daju relevantne preporuke i sugestije
u njihovom stomatolo§kom le€enju. S tim u vezi, terapijski pristup u oralnohirur§kom
lecenju pacijenata sa DM do sada je baziran na nekoliko klini¢kih prospektivnih 1
revijalnih radova (Power DJ 1 sar., 2019; Fernandes KS 1 sar., 2015; Retzepi M,
Donos N, 2010). Ako u obzir uzmemo naucne informacije zasnovane na
postoperativnom oporavku pacijenata sa DM nakon ekstrakcija zuba, mogli bi smo da

ukaZemo na ¢injenicu da nema statisticki znacajne razlike u pojavi postoperativnih
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komplikacija i kvaliteta zarastanja. Tako na primer Fernandes 1 sar., kao 1 Huang i
sar., su pokazali da je DM nije pra¢en pojavom komplikacija nakon ekstrakcija zuba,
kao 1 studija Aronovich i sar., koja je praenjem samo DM pacijenta nije ukazala na
pojavu komplikacija (Fernandes KS i sar., 2015; Huang S 1 sar., 2013; Aronovich S i
sar. 2010).

Dijabetes melitus je urdurzen sa brojnim komplikacijama koje se mogu svrstati
u makrovaskularne, mikrovaskularne i neuropatske (Rosenberg CS, 1990).
Poremecaji u mikrocirkulaciji najveéim delom imaju uticaj u zarastanju rana.
Zapravo, intaktna mikrocirkulacija u toku zarastanja rana je osnov za dopremanje
tkiva hranljivim materijama, uklanjanje Stetnih produkata metabolizma,
inflamatornom odgovoru i regulaciji tkivne temperature (Ekmektzoglou KA, Zografos
GC, 2006). U dijabetickim uslovima, promene na kapilarima, kao $to su zadebljanje
bazalne membrane, doprinose njenoj narusenoj propustljivosti, migraciji leukocita i
poremecaju hiperemije, dovodeci do smanjene perfuzije u stanjima stresa i hipoksije u
tkivima, sto bi odgovaralo poremecajima metabolizma 1 zarastanja tkiva nakon
hirurske intervencije (Ekmektzoglou KA, Zografos GC, 2006; Lioupis C, 2005).
Pomenuti patofizioloSki mehanizmi u DM, mogu imati negativni uticaj na ishod
hirurskih procedura kod pacijenata i biti razlog otezanom zarastanju (Peleg AY 1 sar.,
2007; Jacober SJ, Sowers JR, 1999). Od znacaja je ukazati da ovakav klinicki nalaz
je najve¢im delom dokumentovan u procedurama kardiotorakalne hirurgije, gde
pacijenti koji podlezu by pass hirurgiji sa loSe kontrolisanim DM bivaju suoceni sa
povecanim rizikom za nastanak postoperativnog morbiditeta 1 mortaliteta (Outtara A i
sar., 2005), kao 1 povecane stope za nastankom postoperativnih infekcija rane
(Latham R 1 sar., 2001). Medutim, zbog specifi¢nosti zarastanja oralnih rana i oralne
homeostaze, na ¢iji uticaj ima funkcija orofacijalne regije, stepen mehanicke traume,
prisustvo oralne mikroflore, kao 1 salive i salivarnih glikoproteina, klini¢ki evidentne
razlike u ranoj fazi zarastanja, koja je prac¢ena u nasoj studiji nisu bile uocene, pa je
stoga 1 akcenat dat na Celijske 1 molekularne mehanizme, kao potencijalne biomarkere
u definisanju razli¢itih mehanizama zarastanja kod zdravih i DM pacijenata.

Poznato je da DM 2 nastaje kao posledica poremecaja u sekreciji insulina ili
usled njegove smanjene aktivnosti, koji nadalje uzrokuje stanje hiperglikemije u
organizmu i posledi¢no dugoro¢no oStecenje, disfunkciju 1 poremecaje u razli¢itim
tkivima i organima (ADA, 2016). U kostanom tkivu DM 2 dovodi do mehanickih,

histoloskih, ¢elijskih 1 molekularnih poremecaja, koji pretstavljaju osnov u

113



patofiziologiji naruSene koStane strukture i zarastanja (Retzepi M, Donos N, 2010;
Yamaguchi T, 2010; Carnevale V i sar., 2014). Glavni poremecaji, uglavnom nastali
kao posledica stvaranja AGEs, obuhvataju poremecaj mineralnih i mehanickih
svojstava u koStanom tkivu, povecan rizik od nastanka preloma, razgradnju kolagena,
smanjenu ekspresiju faktora rasta i regulatora diferencijacije osteoblasta, poremecaje
u angiogenezi 1 neovaskularizaciji, kao i1 pojacanu diferencijacija 1 aktivnost
osteoklasta usled indukcije stvaranja molekula koji vode kostanoj resorpciji (Einhorn
TA 1 sar., 1988; Blakytny R 1 sar.,, 2011; Coords M i sar., 2011). Mehanizmi
odgovorni za oStecenje endotela u DM su usko uslovljeni povecanim oslobadanjem
hiperglikemijom indukovanim slobodnim kiseoni¢nim radikalima (ROS) poreklom iz
mitohondrija, kao i poslediénim poremecajem u ROS homeostazi i inaktivaciji
antioksidativnog odgovora, koji su zaduZeni u kontroli oslobadanja radikala u
stanjima stresa. ROS su prirodni krajnji produkti transportnog elektronskog lanca i
nastaju redukcijom molekula kiseonika ili oksidacijom molekula vode, a obuhvataju
superoksidni anion (05-), hidrogen peroksid (H,0O,), hidroksilni radikal (OH). Njihova
intezivna akumulacija u toku endogenih metabolickih procesa ili naruseno uklanjaje
moze poremetiti redoks ravnotezu i tako uzrokovati oSteenja na DNK molekulima
(Nishikawa T 1 sar., 2000). Sa druge strane, enzimi antioksidativne zastite, imaju
osnovnu ulogu u suprostavljanju oksidativhom stresu nastalom kao posledica
hiperglikemije u DM 2 (La Sala L i sar., 2018)

Epigenetski mehanizmi sa svojim target genima, ukljuceni u regulisanju genske
ekspresije 1 sledstvene sinteze signalnih molekula odgovornih u meducelijskoj
komunikaciji, pokazano je da su pod kontrolom razli¢itih metabolickih stimulusa,
ukljucujuéi i nivo glukoze u stanjim DM 2 (Kato M i sar., 2013). Takode, epigentska
kontrola je od neprocenjive vaznosti u fiziologiji meducelijske komunikacije u
procesima angiogeneze i osteogeneze procesa zarastanja. Sa tim u vezi, stanja DM
hiperglikemije doprinose znacajnom narusSavanju ekspresije miR-a u cirkulatornim
endotelnim mikropartikulama, koji igraju znacajnu ulogu o ocuvanju vaskularnog
zdravlja i predijabetesu (Jansen F i sar., 2016). Stavise, molekule miR-a bi mogli biti
vazni modulatori antioksidativnih signalnih puteva, jer poremecaji u antioksidativnom
sistemu u stanjima hiperglikemije zapravo ¢ine osnovu u patofiziologiji oStecenja na
¢elijskom nivou u DM 2 (La Sala L i sar., 2016).

Postoje podaci u naucnoj literaturi o krucijalnoj ulozi molekula miR-21 u

patogenezi metabolickih oboljenja, kao Sto je DM (Krichevsky AM 1 sar., 2009;
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Zarjou A i sar., 2011; Chau BN i sar., 2012). Rezultati ove studije su pokazali da je
ekspresija molekula miR-21 bila statisticki znac¢ajno povecana u uzorcima alveolarne
kosti DM 2 pacijenata u odnosu na grupu zdravih pacijenata nakon primene i
pijezohirurgije 1 standardne hirurgije. Ovakav nalaz je u saglasnosti sa rezultatima
studije La Sala i sar., koji su pronasli da endotelne ¢elije humanih umbilikalnih vena,
nakon izlaganja povecanju i oscilacijama u koncentraciji glukoze, su bile pracene
povecanjom ekpresijom miR-21 1 stvaranjem ROS, ukazujuéi, na taj nacin, na usku
povezanost izmedu miR-21 i stanja hiperglikemije. Stavise, autori La Sala i sar., su
dodatno ukazali na Stetne efekte miR-21 u stanjim hiperglikemije, koji se pre svega
odnose na poremecaje u funkciji enzima SOD 2, glavnog predstavnika antioksidativne
zastite, udruZene sa mitohondrijalnom disfunkcijom (La Sala i sar., 2018). Zapravo, u
svojoj studiji La Sala i1 sar., su pokazali da je ekspresija miR-21 udruzena sa
inhibicijom specificnih glukozom-indukovanih signalnih puteva, koji dovode do
smanjenja ekspresije i aktivacije SOD 2 enzima i tako suprimiraju antioksidativnu
zastitu, prouzrokujuéi akumulaciju ROS 1 sledstvenu mitohondrijalnu disfunkciju. Sa
druge strane, ovi autori su dodatno ukazali da supresija gena za miR-21 dovodi do
smanjenja u stvaranju ROS, kao i povecanju u SOD 2 antioksidativnom odgovoru (La
Sala i sar., 2018). Rezultati naSe studije nisu ukazali na postojanje statisti¢ki znacajne
razlike u aktivnosti SOD enzima izmedu zdravih i DM 2 pacijenata, kao ni izmedu
primenjenih hirur§kih tehnika u wuzorcima koStanog tkiva uzetim u toku
komplikovanih ekstrakcija zuba. Imajuéi u vidu nalaz studije La Sala i sar., opravdano
je smatrati da nepostojanje razlike u aktivnosti SOD enzima izmedju zdravih i DM 2
pacijenata je verovatno rezultat znatno vece ekspresije miR-21 1 sledstvenog
naruSavanja ROS homeostaze u DM 2 grupi, koji vodi posledicnom iscrpljenju
sistema antioksidativne zastite usled akumulacije ROS, te je i aktivnost SOD enzima
u ovoj studiji bila nesto pove¢ana u DM 2 grupi, ali bez znacajnosti u odnosu na
grupu zdravih pacijenata.

Kako smo wukazali na patofizioloski fenomen dijabetiénih mikro i
makrovaskularnih disfunkcija, jedan od prac¢enih parametara celijskog orgovora,
VEGF, je pokazao statisticki znac¢ajno smanjenu koncentraciju u koStanom tkivu DM
2 pacijentata u odnosu na tkivo zdravih pacijenata, nezavisno od primenjenih
hirurskih tehnika. Ovakav nalaz je u saglasnosti sa podacima iz strucne literature koji
ukazuju da je, angiogeneza, kao krucijalna faza koStane regeneracije, Cesto narusena u

stanju DM. Sa tim u vezi, na modelu kriticnog defekta kalvarije miSa, angiogeneza je
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bila poremecena u stanjima DM 1, ukazuju¢i na Stetan efekat DM na proces
angiogeneze u toku zarastanja ko$tanih fraktura (Santana RB i sar., 2003). Stavise,
smanjena ekspresija VEGF proteina je takode smatrana osnovom poremecaja
angiogeneze na animalnom DM 1 modelu (Gandhi A i sar., 2006). U Sirem smislu
tkivne regeneracije, ukazano je na kompromitovanu angiogenzu na modelu ishemije
ekstremiteta genetski modifikovanog DM 2 miSa (Amin AH i sar., 2010). Takode, na
istom animalnom modelu lokalna aplikacija VEGFA je pokazano da uzrokuje
beneficirajuci efekat na angiogenezu u procesima zarastanja rana (Galiano RD i sar.,
2004).

NaruSeno koStano zarastanje u DM 2 wuslovima moZe biti objasnjeno
poremecajima u fazi koStane remodelacije, koja je modulirana signalnim molekulama
iz familije MMP i1 PTEN proteina. Zapravo, MMP-9 i PTEN molekule igraju vazne
uloge u fazama inflamacije 1 koStane remodelacije fizioloskog procesa zarastanja, dok
u stanjima DM 2 njihova narusenja funkcija moZe bit relevantan osnov u patogenezi
nastanka komplikacija, kao $to je i oteZano koStano zarastanje. Sa tim u vezi, MMP-9
protein predstavlja osnovu meducelijske komunikacije izmedu inflamatornih i
progenitorskih Celija, €iji je krajnji rezultat homeostaza u sintezi ekstracelularnog
matriksa procesa kostane remodelacije (Colnot C i sar., 2003; Vu TH, Werb Z, 2000;
Stickens D 1 sar., 2004; Behonick DJ i sar., 2007; Lieu S i sar., 2011; Dan H 1 sar.,
2009). Stavise, MMP-9 indirektnim putem udestvuje u kontroli angiogeneze usled
regulacije bioloske raspolozivosti VEGF proteina (Ortega N i sar., 2010; Vu TH I
sar., 1998). Na taj nac¢in, MMP-9 ucestvuje u modulaciji funkcije vaznih faktora rasta
kao signalnih molekula, usled kontrole njihovog oslobadanja iz ekstracelularnog
matrikasa ili regulacijom prostorne distribucije celija, koje ucestvuju u njihovoj
sekreciji (Yu YY isar., 2010; Wang Q i sar., 2011).

Sa druge strane, PTEN protein u€estvuje u kontroli inflamatornog odgovora i
procesa kosStane resorpcije, pomocu razli¢itih mehanizama regulacije, koji obuhvataju
prezivljavanje, apoptozu, autofagiju, migraciju i proliferaciju Celija (C. Bazzichetto i
sar., 2019). Pokazano je da regulatorna uloga PTEN proteina u procesu koStane
remodelacije je zasnovana na kontroli ekspresije proinflamatornih citokina IL-1, IL-6
i TNF-a (Y. Xiao i sar., 2018). Stavise, pokazano je da prekomerna ekspresija PTEN
molekula je udruZena sa inhibicijom inflamatorne faze i aktivnosti osteoklasta na
animalnom modelu, ukazujuéi da PTEN predstavlja kriti¢éni mediator inflamatornog

odgovora i kostane remodelacije (Fu C, Zhang D, 2019).
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Rezultati nase studije su pokazali da je koncentracija MMP-9 proteina bila
znaCajno manja u uzorcima koStanog tkiva DM 2 pacijenata uzetih primenom
pijezohirurgije, u odnosu na zdrave pacijente. Takode, koncentracija ovog molekula
nakon primene standardne hirurgije u DM 2 grupi je imala trend smanjene vrednosti,
ali bez statisticki znacajne razlike u odnosu na zdrave pacijente. Ovakav rezultat je u
saglasnosti za nalazom studije Wang i sar., koji su na animalnom modelu dijabeti¢ne
nefropatije pronasli da je mRNK za MMP-9, kao i1 koncentracija ovog proteina bila
statisticki znacajno smanjena u odnosu na kontrolne Zivotinje (Wang J i sar., 2013).
Imajuéi u vidu cCinjenicu da je ekspresija gena za sintezu, kao i aktivnost MMP-9
proteina regulisana od strane miR-21, autori Wang 1 sar., su pronasli da je povecana
ekspresija miR-21 molekula na ovom animalnom modelu bila u negativnoj korelaciji
sa koncentracijom MMP-9 proteina. Takode, pokazali su da primena inhibitora miR-
21, doprinosi povecanoj ekspresiji gena i sintezi MMP-9 proteina, ukazuju¢i da miR-
21 direktno reguliSe sintezu MMP-9, kao svog farget gena (Wang J i sar., 2013).
Sli¢no rezultatima studije Wang i sar., u ovoj dokstorskoj disertaciji pronaden je
znaajno veci nivo ekspresije miR-21 u uzorcima kostanog tkiva DM 2 pacijenata u
odnosu na zdrave, sa neSto vecim nivoom statisticke znacajnosti nakon primene
standardne hirurgije. Imaju¢i u vidu dobijene znacajnosti u koncentracija MMP-9
proteina izmedu ispitivanih grupa, sadaSnji rezultat mozZe biti objaSnjen mehanizmom
epigenetske kontrole genske ekspresije MMP-9 celijske signalizacije, predvodene
miR-21 molekulama, i sledstvene razliite sinteze ovog faktora rasta. Nepostojanje
znacajnosti u koncentracijama MMP-9 proteina nakon primene standardne hirurske
tehnike kod DM 2 pacijenata u odnosu na zdrave moze se obrazloziti prisutvom veceg
nivoa znacajnosti u ekpresiji miR-21 molekula u DM 2 grupi nakon standardne
tehnike, koji vodi posledi¢énom intenzivnijoj supresiji genske transkripcije i sledstvene
smanjene sinteze MMP-9 proteina, imajuci u vidu nalaz studije Wang 1 sar., odnosno,
da je ekspresija miR-21 u negativnoj korelaciji sa koncentracijom MMP-9.

Sa druge strane, stanje hiperglikemije u DM 1 hroni¢no stvaranje ROS mogu
dovesti do indukovanja ekspresije PTEN-a (Kang KH 1 sar., 2009; Song P 1 sar.,
2007). Sa tim u vezi, Mocanu 1 saradnici su ukazali na poveéan nivo PTEN-a na
sréanom modelu Goto-Kakizaki miSa i1 tako zakljucili da DM moze biti udruZen sa
povecanjem niva PTEN proteina (Mocanu MM i sar., 2006).

Rezultati ove studije su pokazali da je koncentracija PTEN-a bila statisticki

zna€ajno veca u uzorcima alveolarne kosti DM 2 pacijenta u odnosu na zdrave
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pacijente, bez obzira na primenjenu hirur§ku tehniku komplikovane ekstrakcije zuba.
Ovakav rezultat je u saglasnosti sa nalazom studije Wang i sar., koji su kod DM 2
pacijenata nakon by pass hirurgije koronarnih arterija, pronasli da je ekspresija PTEN
proteina bila znacajno veca u odnosu na zdrave pacijente (Wang B i sar., 2011).
Stavise, autori Wang i sar., su ovakak nalaz obrazlozili ¢injenicom da hiperglikemija i
povecan oksidativni stres u DM uslovima doprinose nastanku poremec¢aja u PTEN-
Akt Celijskoj signalizaciji, koji nadalje ¢ine bioloski osnov u mehanizmu oStecenja
sr¢anog misSi¢a kod DM pacijenata (Wang B i sar., 2011).

Na molekularnom nivou aktivnost PTEN-a je pod epigenetskom kontrolom
molekula iz miR familije 1 pokazano je da u uslovima povecane koncentracije
glukoze, miR-21 doprinosi smanjenju ekspresije PTEN-a u mezanglijskim ¢elijama
bubrega (Dey N i sar., 2011). Suprotno ovoj tvrdnji, rezultati nase studije su pokazali
da je uprokos pove¢anom nivou ekspresije miR-21 molekula u konstanom tkivu DM
2 pacijenata, koncentracija PTEN-a, takode bila statisti¢ki znacajno veca u odnosu na
zdrave pacijente.

Imajué¢i u vidu antidijabeti¢nu terapiju metforminom, koju su u ovoj studiji
pacijeti koristili u kontroli DM 2, kao i njen povoljni uticaj na sintezu PTEN-a (Luo
M i sar., 2017), rezultati su pokazali znacajno vecu koncentraciju ovog proteina u DM
2 grupi u odnosu na zdrave pacijente, uprkos nalazu znacajno vece ekspresije miR-21,
takode u DM 2 grupi pacijenata. Konacno, pokazano je da biguanidinski lekovi, kao
Sto je metformin uti¢u povoljno u metabolizamu koStanog tkiva kod pacijenata
obolelih od DM 2. Metformin svoj hipoglikemijski efekat ostvaruje smanjenjem
sinteze glukoze u jetri, kao 1 povecanje osetljivosti perifernih tkiva na insulin (Krentz
AlJ, Bailey CJ, 2005). Zapravo, svoj beneficiraju¢i efekat u koStanom tkivu ovi lekovi
ostavaruju delovanjem na diferencijaciju ostoblasta i osteoklasta, stimuliSuci stvaranje
osteoprotezerina (OPG), kao i smanjenjem ekspresije RANKL-a. (Mai QG 1 sar.,
2011; Meier C 1 sar., 2015). Sa tim u vezi, studija Serrao i sar., ispitivaju¢i uloge
metformina u poniStavanju Stetnih efekata hiperglikemije tokom zarastanja koStanog
tkiva oko implantata na animalnom modelu, pronasla je da su DM Zivotinje tretirane
metforminom imale poviSen nivo OPG, kao i smanjen odonos RANKL/OPG u
medularnom koStanom tkivu oko tela implantata, za razliku od kontrolnih zivotinja
(Serrao CR 1 sar., 2017). Takode, sli¢no rezultatima Serrao i sar., studija Shao i sar., je
pronasla da primena metformin u in vitro uslovima dovodi do povecane ekspresije

OPG u osteoblastima-sli¢nim ¢elijama, kultivisanim u uslovima hiperglikemije (Shao
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X i sar., 2014). StaviSe, primena metformina na modelu mi$a dovodi do inhibicije
stvaranja periapikalnih lezija, usled smanjenja odnosa RANKL/OPG (Liu L 1 sar.,
2012), stimulisanja ekspresije OPG u osteoblastima, kao 1 inhibicije diferencijacije
osteoklasta 1 sledstvene prevencije gubitka koStanog tkiva kod miSeva sa
estrogenskom deficijencijom (Mai QG 1 sar., 2011). U hematopoeti¢nim celijama,
metformin inhibira diferencijaciju osteoklasticne loze i prevenira proinflamatorni
odgovor makrofaga usled nagomilavanja AGEs u stanjima hiperglikemije (Jang WG 1
sar., 2011; Chen SC 1 sar., 2017). Kona¢no, na animalnom modelu streptozocinom
indukovanog DM 1, metformin poboljSava angiogene funkcije endotelnih celija,
aktivacijom AMPK-eNOS signalnog puta (Yu JW i sar., 2016).

Imaju¢i u vidu gore navedene rezultate eksperimentalnih studija, kao i
¢injenicu da je vecina ispitivane DM 2 populacije ove doktorske disertacije koristila
metformin u terapiji oboljenja, opravdano je smatrati da beneficirajuéa uloga
metformina u metabolizamu koStanog tkiva moze predstavljati razlog nepostojanja
znacajnosti u razlici sa klinickog aspekta (tkivni nivo) u zarastanju eksprakcionih rana

izmedu DM 2 i zdravih pacijenata.

119



ZAKLJUCCI

120



Ukupna duZina trajanja hirur§ke intervencije i duZina trajanja osteotomije je
bila znacajno duza primenom pijezohirurgije u odnosu na standardnu hirursku
ekstrakciju impaktiranih umnjaka u donjoj vilici kod zdravih 1 DM 1

pacijenata, bez znacajne razlike u parametrima postoperativnog toka u DM 1

grupi.

PijezohirurSka tehnika rezultira znaCajnim smanjenjem intenziteta
postoperativnog bola, znafajnim produZenjem bezbolnog postoperativnog
intervala 1 kasnijom potrebom za uzimanjem analgetika u odnosu na primenu
standardne hirurSke tehnike prilikom ekstrakcije impaktiranih umnjaka u

donjoj vilici kod zdravih pacijenata.

Imajué¢i u vidu kvalitet postoperativhog oporavka zdravih pacijenata posle
hirurSke ekstrakcije impaktiranih umnjaka u donjoj vilici, trizmus je bio
zna¢ajno manji posle pijezohirurgije, odnosno znacajno veci posle standardne
hirurSke tehnike tre¢eg postoperativnog dana. Standardnom hirur§kom
procedurom trizmus se znafajno povecao treCeg u odnosu na prvi

postoperativni dan, $ta nije bio slu¢aj nakon primene pijezohirurgije.

Na celijskom nivou, u toku pijezohirurgije dolazi do znacajnog smanjenja
nivoa VEGF proteina u alveolarnom koStanom tkivu u odnosu na standardan
pristup hirurSke ekstrakcije impaktiranih umnjaka u donjoj vilici kod zdravih
pacijenata, $ta nije bio slu¢aj sa promenom u nivou IL-1f proteina i aktivnosti

SOD enzima.

Na molekularnom nivou, u toku pijezohirurgije dolazi do znacajnog povecanja
ekspresije molekula miR-21 u alveolarnom koStanom tkivu, u odnosu na
standardan pristup hirurSke ekstrakcije impaktiranih umnjaka u donjoj vilici

kod zdravih pacijenata.

Statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu nivoa ekspresije molekula
miR-21 1 vremena javljanja prvog postoperativhog bola, prisutna nakon obe
primenjene hirurSke tehnike, pokazala je znaCaj definisanja promene u

ekspresiji miR-21, kao potencijalnog biomarkera postoperativnih tegoba kod
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10.

11.

pacijenata, nakon hirurSke ekstrakcije impaktiranih umnjaka u donjoj vilici

kod zdravih pacijenata.

Prilikom komplikovane ekstrakcije visSekorenih zuba u gornjoj vilici prisutno
je znacajno duze trajanje pijezohirurske osteotomije kod pacijenata obolelih
od DM 2 u odnosu na zdrave. Takode, znacajno duZe trajajnje osteotomije i
odontotomije je registrovano primenom pijezohirurgije u odnosu na

standardnu hirurgiju i kod zdravih 1 kod DM 2 pacijenata.

Iako razlike u kvalitetu postoperativnog bola nisu bile prisutne izmedu zdravih
1 pacijenata sa DM 2, primena pijezohirurgije je znac¢ajno smanjila intenzitet
postoperativnog bola, kao 1 zna¢ajno prolongirala interval do javljanja bola i
uzimnaja postoperativnog analgetika, kako kod zdravih, tako i kod DM 2

pacijenata, nakon komplikovane ekstrakcije viSekorenih zuba u gornjoj vilici.

Komplikovane ekstracije viSekorenih zuba u gornjoj vilici su pracene znacajno
veéim brojem pacijenata koji su osetili bol u DM 2 grupi u odnosu na grupu
zdravih, nakon primene i pijezohirurgije i standardne hirurgije. U DM 2 grupi,
nakon primene pijezohirurgije, znac¢ajno manji broj pacijenata je uzeo
analgetik u odnosu sa broj pacijenata koji je osetio bol, Sta nije bio slucaj

nakon primene stadnardne hirurske tehnike.

Odstupanja u klini¢kom izgledu gingive ekstrakcione alveole u zarastanju bila
su znaCajna neposredno posle standardne hirurSke tehnike u odnosu na
pijezohirurgiju, kako kod zdravih, tako i kod DM 2 pacijenata, na modelu
komplikovane ekstrakcije viSekorenih zuba u gornjoj vilici. Promene u izgledu
gingive ekstrakcione alveole, na istom hirurSkom modelu, su ukazale da je
pijezohirurgija bila pradena znafajno intenzivnijim oporavkom u izgledu
gingive sedmog u odnosu na tre¢i postoperativni dan, za razliku od standardne

tehnike, kako u grupi zdravih, tako i u grupi DM 2 pacijenata.

Kada je u pitanju indeks zarastanja ekstrakcionih alveola, slican trend
promene zabeleZzen je kao 1 kod promene u klinickom izgledu gingive

ekstrakcione alveole, sa minimalnim pocetnim razlikama, na modelu
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12.

13.

14.

15.

16.

komplikovane ekstrakcije viSekorenih zuba u gornjoj vilici kod zdravih i DM

2 pacijenata.

Komplikovane ekstrakcije viSekorenih zuba u gornjoj vilici kod DM 2
pacijenata su pra¢ene znac¢ajnim smanjenjem BO promera u prvih sedam dana,
kao 1 MD promera u periodu od tre¢eg do sedmog postoperativhog dana,

nakon primene standardne hirurgije u odnosu na pijezohirurgiju.

Na celijskom nivou, u toku pijezohirurgije dolazi do znafajnog smanjena
nivoa VEGF, a povecanja nivoa MMP-9 proteina u alveolarnom koStanom
tkivu nakon komplikovane ekstrakcije viSekorenih zuba u gornoj vilici kod
zdravih pacijenata, $ta nije registrovano kod pacijenata obolelih od DM 2. Kod
pacijenata sa DM 2, na istom hirurSkom modelu, nivo VEGF i MMP-9
proteina je bio statisti¢ki znacajno nizi, dok je nivo PTEN proteina bio
znafajno povecan u odnosu na grupu zdravih pacijenata, nakon primene i

pijezo i standardne hirurgije

Na molekularnom nivou, u toku standardne i pijezohirurgije dolazi do
znafajnog povecanja ekspresije molekula miR-21 u alveolarnom koStanom
tkivu kod pacijenata sa DM 2, u odnosu na zdrave pacijente, na modelu

komplikovane ekstrakcije visekorenih zuba u gornjoj vilici.

Kod pacijenata sa DM 2 ekspresija molekula miR-21 u alveolarnom ko$tanom
tkivu se nije znacajno razlikovala izmedu razli¢itih hirurskih pristupa, dok kod
zdravih pacijenata, njena vrednost je bila znafajno veca nakon primene
pijezohirurgije, na modelu komplikovane ekstrakcije viSekorenih zuba u

gornjoj vilici.

Dijabetes melitus tip 2 nije znacajno menjao kvalitet klini¢kog zarastanja
postekstrakcione alveole (tkivni nivo), primenom pijezo i standardne hirurgije,
dok je znacajno uticao na promenu u nivou VEGF, MMP-9 i PTEN proteina
(¢elijski nivo), kao i povecanje ekspresije molekula miR-21 (molekularni
nivo), kada se komplikovana ekstrakcija visekorenih zuba u gornjoj vilici

vr§ila primenom pijezohirurgije.
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Abstract

Objective To evaluate an association between bone levels of inflammation/oxidative stress mediators and postoperative discom-
fort after third molar conventional or piezosurgery.

Material and methods Twenty-six subjects with bilaterally impacted mandibular third molars, who underwent either piezo or
conventional surgery, were included in a split-mouth design study. MicroRNA-21 (miR-21) expression, interleukin-1 beta (IL-
1$3), and vascular endothelial growth factor (VEGF) proteins, as well as superoxide dismutase (SOD) activity in alveolar bone,
were evaluated. Pain intensity, the first pain appearance, analgesic first use and total dose taken, trismus, and swelling were
clinically recorded.

Results MiR-21 expression was higher while VEGF protein was lower in piezosurgery vs. conventional groups. The differences
in IL-1f3 protein and SOD activity were not significant between groups. The pain intensity on the first day was significantly
decreased in piezosurgery group. The first pain appearance and the first analgesic taken were reported sooner in conventional vs.
piezosurgical group. Significantly pronounced trismus on the third day following conventional surgery was found. In conven-
tional group, significantly increased trismus was observed on the third compared to the first postoperative day. MiR-21 showed
significant correlation with the first pain appearance.

Conclusion Delayed onset of less pronounced postoperative pain after piezosurgical vs. conventional extraction of impacted
lower third molar was significantly associated with expression of bone miR-21.

Clinical relevance Alveolar bone miR-21 may reflect surgical stress and is associated with third molar postoperative pain onset.

Keywords miR-21 - VEGF - SOD -IL-1§ - Piezo - Lower third molar
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line with this, it has been documented that the occurrence of
postoperative short-term outcomes such as pain, trismus, and
edema has been significantly reduced following third molar
piezosurgery [9]; however, underlying mechanisms are not
fully understood.

Noteworthy, mentioned surgical techniques differently af-
fect expression of vascular endothelial growth factor (VEGF),
involved in angiogenesis, and receptor activator of nuclear
factor kB ligand (RANKL), critical mediator of osteoclasto-
genesis and bone metabolism, reflecting different cellular re-
sponse to the biomechanical stress induced by the different
osteotomy techniques [10]. Biomechanical surgical stress ini-
tiates inflammatory reaction [11] associated with oxidative
stress [12] and this oxidative stress/inflammation cross-talk
is acknowledged by an alteration in production of IL-1{3 and
regulatory cytokines [13]. Noteworthy, these inflammatory
mediators are stress-sensitive, circulate, and could be evaluat-
ed within first hour post-acute stress [14].

Recently, microRNAs were pointed as key players in im-
mediate cellular stress responses and might act as promising
stress-associated biomarkers [15]. MicroRNAs (miRs) are
non-coding RNAs that negatively regulate target gene expres-
sion and orchestrate a number of cellular processes including
cellular response to injury [16, 17]. One of the most studied
miRs is miR-21, ubiquitously and immediately expressed
stress-responsive miR, associated with protection of cells ex-
posed to heat, hypoxia, trauma, and oxidative stress [18-21].
Mechanisms underlying its protective effects include anti-
inflammatory effect, expressed by regulation of signaling
pathways such as nuclear factor kappa-light-chain enhancer
of activated B cells (NF-kB) pathway [22], as well as suppres-
sion of oxidative stress by targeting gene of superoxide dis-
mutase (SOD), major antioxidant enzyme, resulting in regu-
lation of cellular ROS levels [18, 20]. It has been shown that
inflammation-modulatory miRs, such as miR-21 or miR-155,
show altered expression within first hour following stress and
could sustain up to 24 h and regulate stress-induced inflam-
mation [23, 24]. Besides being mechanosensitive, miR-21
was found to be a critical posttranscriptional regulator in the
alveolar bone-remodeling process under both, normal and in-
flammatory microenvironments [25]. We aimed to investigate
involvement of inflammation/oxidative stress parameters:
miR-21, VEGF, IL-13 or SOD in surgical stress, as well as
association of these parameters with postoperative discomfort
after conventional or piezosurgical removal of third molar.

Patients and methods
Ethics review

A prospective, randomized, split-mouth, crossover, single
blind protocol design was performed according to the ethical
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principles of Declaration of Helsinki, and approved by the
institutional Ethics Committee (approval no. 36/9). The study
was registered with ClinicalTrials.gov (NCT02942108;
https://clinicaltrials.gov/show/ NCT02942108), prior to
participant’s enrolment.

Criteria for eligibility, randomization and study
design

Selection of patients, randomization of surgical sites, opera-
tions and evaluation of postoperative discomfort parameters
were performed at the Department of Oral Surgery, School of
Dentistry, University of Belgrade, from December 2016 to
August 2017.

The study inclusion criteria were signed informed consent,
healthy subjects (ASA 1) between 18 and 35 years of age with
bilateral, and vertically angulated impacted lower third molars
in class C and in position 1 and 2 (Pell and Gregory evalua-
tion) indicated for extractions. Surgical difficulty was stan-
dardized in order to increase the probability of similar surgical
trauma. Regarding that, all total bony impacted third molars
included in the study required crown and root sectioning
concerning root number and its morphology. The indication
for such approach was made during preoperative panoramic
X-ray evaluation and, in case of any concern regarding third
molar root morphology, additional cone beam computed to-
mography analysis was performed. Exclusion criteria were
acute infection, dental treatment 24 h before study procedure,
poor oral hygiene evaluated with the simplified oral hygiene
index [26], recent anti-inflammatory treatment, heavy ciga-
rette smokers (> 10 cigarettes daily), and patients who did
not follow-up the study protocol.

All 26 patients were treated with conventional surgical ap-
proach and piezosurgery in a split-mouth manner. Surgical
sites were randomized according to the surgical technique into
groups A and B, using a computer-generated randomization
list.

Surgical procedures

All participants were scheduled for surgical intervention in
two clinical sessions at least 4 weeks apart. Amoxicillin with
clavulanic acid 625 mg oral tablets (Amoksiklav®, Lek
farmacevtska druzba, Ljubljana, Slovenia) as a prophylactic
dose was administered 1 h before procedure. The patients
were instructed to rinse the mouth by 0.2% chlorhexidine
mouthwash (Curasept® ADS 220 Curaden Health-Care
s.r.l., Saronno, Italy), for 1 min before the intervention.
Surgical extraction was performed under local anesthesia,
using 2% lidocaine hydrochloride with 1:80,000 epinephrine
(Lidokain 2% - Adrenalin®, Galenika, Belgrade, Serbia). The
same surgeon and assistant did the surgeries. In the group A, a
mucoperiostal flap elevation was performed with a periosteal
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elevator (Molt’s No.9), and osteotomy, for the tooth crown
and root sectioning access, was carried out with a round bur
(Meisinger HM 141F023; Meisinger, Neuss, Germany)
mounted on a surgical high-speed straight handpiece at a
speed of 35,000 rpm. During the drilling, copious irrigation
with sterile saline solution was used. On the opposite side of
the jaw (group B), the Piezotome Solo LED Device (Satelec,
Paris, France) was used in accordance with the manufacturer’s
instructions, for mucoperiosteal flap elevation (sinus lift 5 tip)
and osteotomy (BS1, BS2L, and BS2R) [27]. The frequency
of vibration was set up between 28 and 36 kHz and the surgi-
cal tip was moved with micro vibration amplitude between 30
and 60 pm/s. During the cutting procedure, the surgical tip
was cooled with sterile saline solution. Tooth crown and root
sectioning in both groups were performed using a high-speed
surgical handpiece with a tungsten carbide fissure bur,
avoiding contact with the adjacent bone tissue. After comple-
tion of extraction, osteotomy for taking bone samples was
performed utilizing conventional (round bur) or piezoelectric
surgery (piezo tips-BS1, BS2L, and BS2R) technique. At each
site, bone samples of approximately 3 X 5 x 2 mm dimensions
were taken buccally from the osteotomy access line, which
were in a direct contact with surgical sites, where piezo or
rotary instruments were cutting bone previosly to form an
access for tooth crown and root sectioning. The harvested
bone specimens were cortical type, due to dimensions of bone
samples, especially the dimension of the specimen’s depth of
2 mm, which is in correspondance with usual cortical thick-
ness at the region of lower third molars [28]. Bone samples
were taken approximately 30 min after the beginning of sur-
gical procedures, and stored at — 80 °C until laboratory anal-
yses were done [29, 30]. The dimension of bone samples
corresponded to the weight of material necessary for labora-
tory analysis. All participants received the same postoperative
instructions following extraction on both sides of the mandi-
ble. In the post-operative period, patients were prescribe
amoxicillin with clavulanic acid 625 mg oral tablets
(Amoksiklav®, Lek farmacevtska druzba, Ljubljana,
Slovenia), three times a day, for 3 days. Ibuprofen 400 mg
tablets (Brufen®, Galenika, Belgrade, Serbia) was recom-
mended for pain control [27]. Corticosteroids were not
administered.

The duration of total intervention was considered as a pe-
riod between onset of incision and the last suture. The duration
of intervention, as well as osteotomy, was recorded for each
surgical site.

MiR-21 expression measurements

Bone samples were homogenized in liquid nitrogen, and RNA
was extracted with mirVana™ miRNA Isolation Kit
(Ambion, by Life Technologies), and dissolved in
diethylpyrocarbonate distilled, deionized water (DEPC-DW).

Quantity and quality of RNA were analyzed on BioSpec Nano
(Shimadzu Corporation, Japan). Samples with A260/A280
ratio of between 1.8 and 2.1 were analyzed.

We transcribed 10 ng of total RN A, with stem-loop reverse
transcription primers for miR-21 (ID:000397) and small nu-
clear RNA RNU6B (ID:001093), (TagMan, Applied
Biosystems, Foster City, California, USA), incubated for
30 min at 16 °C, 30 min at 42 °C, and 5 min at 85 °C. All
reactions were run on Real Time PCR 7500 (Applied
Biosystems, Foster City, California, USA), with TagMan
miR-21 assays and RNUG6B, served as endogenous control
by following thermal conditions: 95 °C for 10 min, 95 °C
for 15 s, 60 °C for 60 s for 40 cycles. Analyzed miR-21 was
calculated in relative quantity (RQ) values. RQ values were
analyzed with the 7500 System SDS Software, Applied
Biosystems, Foster City, California, USA, by comparative
ddCt method, and RNU6B as endogenous control.

VEGF and IL-1p protein and SOD activity levels
measurements

Bone samples were washed thoroughly with cold PBS/
heparin to avoid blood contamination demineralized in
1.2 M HCL, and proteins were extracted by 4 M guanidine
HCI /50 mM EDTA in 50 ml Tris pH 7.4, with protease
inhibitors and precipitated with acetone. The concentrations
of VEGF and IL-1{3 in the samples were measured with com-
mercial ELISA kits (Human VEGF Elisa kit, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA and Human Interleukin 1 Beta ELISA
kit, Usen Life Science, Inc. China) while SOD activity (%)
was measured spectrophotometrically, using the SOD Assay
Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) according to the
manufacturer’s instructions.

Clinical outcomes

Postoperative outcomes such as pain, trismus, and swelling
were evaluated on the first and third postoperative day by
the impartial investigator who was not familiar with the type
of the surgery applied on the side where measurements were
performed.

The intensity of pain was assessed using visual analog scale
(VAS) of 10 points in conjunction with graphic rating scale.
Patients were advised to record the beginning of pain, first
analgesic tablet intake, and the total analgesic dose during
72 h postoperatively [31].

Trismus was recorded by measuring interincisal distance at
maximum mouth opening expressed in millimeters. The dif-
ference between postoperative measurements and the preop-
erative baseline values at each follow-up appointment demon-
strated the trismus for that day.

Swelling was determined as a difference between the pre-
operative and postoperative tape measurements between five
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facial reference points as previously decribed [32]. The differ-
ence between each postoperative and preoperative values pre-
sented swelling for that day.

Intraoperative damage to surrounding structures and post-
operative surgical complications were recorded in each indi-
vidual case.

Statistical analysis

Data analysis was performed with GraphPad Prism 5.01
(GraphPad Software, San Diego, CA, US). The evaluation
of data’s distribution was tested with D’Agostino-Pearson
normality test. Data were presented as mean value + standard
deviation (SD) and were analyzed with chi-square, Student’s
paired ¢ test, or Wilcoxon signed-rank test, and for multiple
comparisons, repeated measures two-way ANOVA was used.
Minimal level of significance was set up at 0.05. The power of
the study was determined with alpha probability of 0.05 with
calculated effect size and power for trismus (effect size 0.79,
power 0.9718) and VAS score (effect size 0.91, power
0.9943), using paired ¢ test. The Pearson or Spearman corre-
lation tests were used to assess association between clinical
parameters with miR-21 or with VEGF expression levels.

Results

Study population flow/characteristics and procedure's
duration

The flow diagram demonstrates the design and conduct of the
clinical study (Fig. 1). There were no statistically significant
differences in demographic characteristics between groups. A
total time required for surgical intervention, as well as time
needed to perform osteotomy, was significantly shorter in
conventional group when compared with piezosurgery group
(Table 1).

MiR-21, VEGF, SOD, IL-1 B

The relative expression levels of miR-21 were significantly
higher (p < 0.001) in bone specimens obtained by
piezosurgical device (4.62 + 0.57) in comparison with sam-
ples prepared by conventional bur (3.45 + 0.99) (Fig. 2a).
Differences in miR-21 expression between piezo and conven-
tional group were not affected by gender nor age of partici-
pants (Table 2).

The concentration of expressed VEGF protein in collected
bone specimens was significantly lower after piezosurgery
compared to conventional surgery (23.35 £+ 6.94 pg/ml vs.
33.22 £ 8.63 pg/ml, respectively, p < 0.001) (Fig. 2b).

The spectrophotometric analysis showed no significant al-
terations in the activity of SOD between conventional
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(43.89% + 23.81%) and piezosurgery group (41.46 +
24.07%) (Fig. 2c¢).

No statistically significant difference was found in the IL-
13 protein level in piezosurgery group compared to conven-
tional group (25.50 + 8.94 pg/ml vs. 20.17 £+ 6.16 pg/ml,
respectively) (Fig. 2d).

Clinical outcomes

The intensity of pain was significantly lower on the first post-
operative day in piezosurgery group in comparison with con-
ventional group. No statistically significant difference was
found on the third postoperative day between groups
(Table 3).

Postoperative pain and consumption of ibuprofen tablets
started sooner in the conventional surgery group compared
with piezosurgery group. There was no difference in total
analgesic dose between two evaluated groups (Table 3).

Trismus was significantly less noticeable on the third post-
operative day in piezosurgery group compared with conven-
tional group. Moreover, group with conventional surgery pre-
sented with statistically significant increase in trismus on the
third day compared to the measurements on the first day
(Table 4).

Swelling was presented in both groups without significant
difference. A statistically significant reduction of swelling was
noticed on the third day in comparison with the first postop-
erative day within the groups (Table 4).

All surgical sites healed uneventfully without any compli-
cations for all individuals in both groups.

Correlation between miR-21, VEGF and parameters of
postoperative pain and trismus

Correlation was tested between molecular and clinical param-
eters that were significantly different between surgical groups
over observation. Significant positive correlation between
bone miR-21 expression level and time of first pain appear-
ance was found in both, piezo and conventional groups.
Significant negative correlation was found between bone
miR-21 expression level and trismus on the third day, as well
as VAS score on the first day postoperatively, but only after
conventional surgery. We found no significant correlation be-
tween VEGF bone levels and parameters of postoperative pain
and trismus (Table 5).

Discussion

The findings of this study showed less severe early postoper-
ative clinical outcomes following piezosurgery when com-
pared with conventional approach. Notably, lower pain inten-
sity on the first day following piezosurgery and decreased
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Fig. 1 Flow chart of study
population allocated to
piezosurgery and conventional
treatment in split-mouth manner [

Assessed for eligibility (n=40)

Excluded (n=14)
Enrollment

+ Not meeting inclusion criteria (n=11)
+ Declined to participate (n=2)
+ Other reasons (n=1)

’ Randomized (n=26) ‘

v
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l l
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v
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Lost to follow-up at 1% and 3™ day postoperatively (n=0)

Discontinued intervention (n=0)

I

Analysis
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—
(N

Analysed (n=26)

trismus on the third day were detected. Although, at the mo-  expression of VEGF in alveolar bone, only bone miR-21 was
lecular level, piezosurgery was followed by an increased ex-  shown to be significantly associated with the delayed onset of
pression of inflammation-modulatory miR-21 and decreased = postoperative pain.

Table 1 Basic demographic and

clinical features Parameters Surgery p
Piezosurgery (N = 26) Conventional (N = 26)
Age, mean £ SD Male 23.00 £2.58 23.00 £2.58
Female 22.00 +3.32 22.00 +3.32
Gender, N Male 14 14
Female 12 12
Duration of the procedure (min), mean + SD
Total intervention 32.55+£5.50 29.35+4.56 <0.05
Osteotomy 4.50+1.01 325+0.98 < 0.001

Age, t independent test; Gender, XZ test; Duration of procedures, Student's # test; N, number of participants per
group
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Fig. 2 a miR-21-relative a
expression in alveolar bone after
piezosurgery or conventional
surgery used in third molar. b
VEGF protein levels in alveolar
bone after piezosurgery or
conventional surgery used in third
molar extractions. Boxplots. ¢
SOD activity in alveolar bone
after piezosurgery or
conventional surgery used in third
molar extractions. Boxplots. d IL-
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Postoperative discomforts after surgical lower third mo-
lar removal depend on anatomic-related, patient-related,
and operation-related factors. However, it has been report-
ed that deeper impactions, bone removal, and a wider flap
reflection were associated with a higher risk of trismus and
postoperative pain, while in the soft tissue impactions or
partial bone impactions, only the risk of trismus was sig-
nificantly reduced [2, 33]. Therefore, bone samples direct-
ly affected by surgery were collected to determine possible

correlation between bone molecular and cellular factors
and the level of postoperative morbidity.

Present clinical results showed significantly lower pain in-
tensity and delayed onset of postoperative pain and 1st analge-
sic consumption in piezosurgery when compared with conven-
tional group. On the other side, pronounced trismus on the third
day after third molar extraction with conventional technique
along with significant increase in trismus on the 3rd vs. 1st
day postoperatively in conventional group was observed.

Table 2 Influence of age and

gender differences on miR-21 miR-21 expression (mean + SD) F ratio N p value
expression after utilizing
piezosurgical and conventional Gender 0.14 0.71
techniques
Piezosurgery (N = 26) Conventional surgery (N = 26)

Men 4.64 £0.56%* 3.51+£097 14

Women 4.58 £0.58%* 3.38£1.04 12

Age 0.37 0.54

18-22 years old 4.73 £0.54%* 3.41+0.83 12

23-31 years old 442 £ 0.54%* 343+ 1.11 14

**p < 0.01 conventional vs. piezosurgery

Age, gender, and miR-21 expression, two-way ANOVA (repeated measures)

N, number of participants per group; miR-21, microRNA-21
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Table 3 Postoperative
parameters related to pain after
utilizing piezosurgical and
conventional techniques

Parameters

Surgery P

Piezosurgery (N =26)  Conventional (N = 26)

Pain intensity VAS (mm) mean + SD

Time frames (min), mean = SD
First postoperative pain report

First analgesic consumption

Number of analgetics, mean + SD (min-max)

1 day 21.28+£9.43 31.27+9.79 <0.01
3days 23.92+13.73 26.04 £ 16.05
175.89 + 64.70 131.52 +£37.90 <0.05
279.44 £ 155.04 193.61 + 83.44 <0.05

1.42 + 1.42 (0-6) 1.84 + 1.64 (0-6)

Pain intensity and time frames, Student’s ¢ test

Number of analgetics, Wilcoxon signed-rank test

N, number of participants per group; VAS, visual analog scale

These clinical findings imply piezosurgery to be less stressful
and accompanied by a decreased inflammatory response fol-
lowing surgical injury, which were in agreement with the re-
sults of other clinical studies [27, 34]. The underlying explana-
tion could be less traumatic flap manipulation, with preserva-
tion of periosteal microcirculation, following piezosurgically
assisted flap elevation [35], which leads to decreased inflam-
mation after piezosurgery. It has been known that the main
advantage of piezosurgical approach is, beside its selective
and controlled bone cutting, prevention of the soft tissue dam-
age, especially possible during the conventional flap elevation
regarding tearing of periosteum and muscle fibers. Moreover, it
has been shown that the osteotomy sites where conventional
bur was used presented traces of debris and bone fragments,
and therefore altered macrophage response, which could cause
delayed healing [36]. Accordingly, scanning electron micros-
copy study of Blaskovic et al. pointed out significant differ-
ences in appearence of bone defects immediately after conven-
tional vs. piezosurgery and accelarated first stage of bone
healing associated with piezosurgery [37].

Results of the present study showed that bone miR-21 ex-
pression levels were lower after conventional compared with
piezosurgery and consistent for men and women as well as for

different age, suggesting that level of miR-21 in the bone is
associated to the different type and degree of stress and injury
caused by surgical technique used. In line with this, miR-21
was shown to be immediate stress-responsive miR [18-21],
critically involved in mechanical force-induced alterations in
cellular function in vitro [38]. During the surgical procedure,
mechanical stress initiates inflammatory reaction mediated
principally by macrophages [11]. MiR-21 is the most abun-
dant miR in macrophages and plays a key role in the resolu-
tion of inflammatory reaction, initiated by injury [39].
Additionally, miR-21 exerts anti-inflammatory properties by
suppressing NF-kB signaling which plays a critical role in
regulating of inflammation [40]. Having in mind
inflammation-tuning effects of miR-21 following injury,
higher miR-21 expression following piezo- compared to con-
ventional surgery in the present study may suggest its contri-
bution to decreased inflammatory effect postoperatively. In
order to investigate such premise, we examined the associa-
tion of bone miR-21 expression with the occurrence of post-
operative parameters of pain and trismus and found it to be
significantly, positively correlated with the delayed onset of
postoperative pain in both, piezo and conventional group. We
observed significant association between miR-21 expression

Table 4 Postoperative trismus
and swelling on the 1% and 3" day
after utilizing piezosurgical and
conventional techniques

Parameters

Surgery p

Piezosurgery (N = 26) Conventional (N = 26)

Trismus (mm), mean + SD 1 day 8.98 £5.71 10.68 +£5.94
3 days 10.01 =491 14.74 + 6.67 < 0.001
p <0.001
Swelling (mm), mean £ SD 1 day 10.00 + 3.24 10.89 +4.34
3 days 6.28 +£2.93 7.67+5.78
p < 0.001 <0.001

Trismus and swelling, Student’s ¢ test

N, number of participants per group
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Table 5 Correlation coefficients

between bone miR-21, VEGF, Parameters Trismus (3rd day) VAS (1st day) Time to first pain appearance

and parameters of postoperative

discomfort Piezo Conventional Piezo Conventional Piezo Conventional
miR-21 —0.03 —0.44* 0.20 —0.65%* 0.45% 0.57%%*
VEGF -0.13 —0.11 0.14 0.05 —-0.14 0.27

#kp < 0.01; *p < 0.05

Correlation coefficients, Spearman and Pearson correlation’s tests
VAS, visual analog scale; miR-21, microRNA-21; VEGF, vascular endothelial growth factor

levels and 3rd day trismus, as well as 1st day VAS score, but
only in conventional groups, where more pronounced pain
and trismus were measured. Therefore, it seems that miR-21
may be involved in postsurgical inflammation regulation and
it could be a surgical marker of postoperative discomfort
onset.

Another bone injury-sensitive mediator, VEGF, presently
was found to be greater following the conventional osteotomy
compared to piezosurgery, suggesting VEGF could be
reflecting degree of surgical stress. In line with this, Nakai T
et al. showed that VEGF, released by osteoblasts, increases in
response to mechanical stress [41]. Having in mind that
osteotomy upregulates the expression of pro-inflammatory
cytokines such as IL-1, interleukin 6 (IL-6), and interleukin-
8 (IL-8), which increase VEGF expression [42], and critical
role of VEGF in inflammatory events after bone trauma [43],
present results may imply pronounced inflammatory response
following conventional surgery. Presumably VEGF being in-
flammatory marker, we investigated its relation to clinical
parameters, but observed no association with either measured
parameter of postoperative discomfort. Regarding other in-
flammatory markers, expression bone levels of IL-1{3, mem-
ber of IL-1 family, were measured. Unexpectedly, no differ-
ence between protein levels of IL-1{3 in piezosurgery com-
pared with conventional osteotomies was found. This may
be due to the fact that cellular environment that is associated
with different osteotomy techniques [37] may dictate the form
of IL-1 release [44] and prevalent IL-1c instead of IL-1f3
release in conventional surgery. However, we did not investi-
gate presently the effect of surgical stress on soft tissue cellular
perturbations and it was not possible to take multiple samples
of tissues at different postoperative time points in order to
follow-up the early inflammatory phase; thus, limitation for
understanding osteotomy/inflammation signaling network in
whole was noticed.

Various surgical techniques are accompanied by the signif-
icant increase in oxidative stress along with inflammatory
markers [45]. In addition, accumulation of free radicals is
responsible for a substantial inflammatory response associated
with cellular injury [12]. We investigated the activity of SOD,
as a parameter of free oxygen radical’s generation, but found

@ Springer

no difference in SOD activity levels between surgical tech-
niques, which could be due to different modulation of this
antioxidant enzyme by VEGF and miR-21. Namely, it has
been shown that VEGF induces SOD under conditions of
both, inducible and basal levels of ROS [46], while at the same
time, miR-21 modulates the levels of ROS by suppressing
SOD family genes [47].

In conclusion, application of piezosurgery in extraction of
impacted mandibular third molars is clinically beneficial sur-
gical modality related to the reduction of trismus and pain.
The expression of inflammation/oxidative stress-modulatory
miR-21 in the bone reflects surgical stress and is associated
with delayed onset of postoperative pain. This is the first study
that investigated potential association of surgery-induced al-
teration in microRNA, as stress parameter, with third molar
postoperative symptoms originated mainly by surgical trau-
ma, while very recent studies showed that microRNAs could
serve as early biomarkers for the postoperative course follow-
ing heart surgery, and therefore guiding personalized postop-
erative therapy [48, 49].
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BEp3MjU KOJy caM IpeAao paaud MoxpamuBama y JIHIHTAJIHOM peno3uTopujymy

Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM Ja ce oOjaBe MOjU JTUYHH TOJAIM BE3aHH 3a JOOHjame akaJeMCKOT Ha3uBa
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe M Mpe3uMe, TOJIMHA U MECTO pohema U JaTyM oJ10paHe

pana.

OBU IMYHU noganu Mory ce O6jaBI/ITI/I Ha MPCKHUM CTpaHHULlaMa JUT'UTAJIHC 6I/I6J'II/IOTCKC,

y €JIEeKTPOHCKOM KaTajory u y nmyoiaukainujamMa YHuBep3utera y beorpany.

Iornuc ayropa

V¥ beorpany, 24.02.2021




N3jaBa o0 kopumhemwy

Omnamthyjem YHuBep3uteTcky O6ubmuoreky ,,CBero3ap Mapkosuh® na y JurutamHu
peno3uTopujyM YHuBep3utera y beorpany yHece MOjy AOKTOPCKY AHMCEPTaLUjy O[T
HACJIOBOM:

NCIIUTUBABE YTULIAJA TIMJE3OEJIEKTPUYHOI" EOEKTA HA REJIMJICKE U

MOJIEKYJIAPHE MEXAHU3ME 3APACTABA OPAJIHOXWPYPIIKE PAHE KOJI
IMTAITMJEHATA CA JIUJABETEC MEJIMTYCOM TUIT 1 1 2

KOja je MOje ayTOPCKO JIeJI0.

Jucepranujy ca CBUM NpHIO3UMa Ipeao/ja caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy HOTOJHOM

3a TPajHO apXUBUPAE.

Mojy J[OKTOpPCKY JucepTalujy MoXpambeHy Yy JIUTUTaaHOM — pPEerno3uTOpUjyMmy
VYHuBep3uteTa y beorpagy u 10cTynHy y OTBOPEHOM MPHUCTYIy MOIY Ja KOPUCTE CBHU
KOjU MOMITY]y olpende caapkaHe y onabpaHoM Tumy JuneHue KpeartuBHe 3ajeaHuie

(Creative Commons) 3a KOjy cam ce 0JITy4uo/a.

1. AyropctBo (CC BY)

2. AyropctBo — HekomepiujaiaHo (CC BY-NC)

3. AytopctBo — HekoMepiHjanHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHjaTHO — AenuTH o uctuM ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 ipepaaa (CC BY-ND)

6. AytopctBo — nenutu o uctum ycinosuma (CC BY-SA)

(Monumo 1a 3a0Kpy>KUTE caMoO jeAHy OJ mecT noHyhenux mnuueHiu. Kpartak omuc

JIMLIEHIIM j€ CaCTaBHU JIe0 OBE M3jaBe).
IHornuc ayropa

V¥ beorpany, 24.02.2021




1. AyropeTBo. Jlo3BosbaBaTe yMHOKaBambe, JUCTPUOYLIM]y U jaBHO CAOMIITaBamke JeNa,
U Tpepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauMH oJpeleH o1 cTpaHe ayTopa WM JaBaola

JMIICHIIE, YaK U Y KoMeplujanHe cBpxe. OBo je Hajcno00AHU]ja O/l CBUX JTUICHITH.

2. AyTopcTBO — HeKOMepuHjaJaHo. /[03BojbaBaTe YMHOXKABaWkE, JUCTPUOYLIN]Y U JaBHO
CaoIIlITaBamke JIeNa, U Ipepajie, ako ce HaBeje UMe ayTopa Ha HaYMH ojpeheH o1 cTpaHe
ayTropa WiM jaaBaoua juueHie. OBa JMIEHIa HE J03BOJbaBa KOMEPLHMjATIHY YNOTpeOy

JAcia.

3. AyTOopcTBO — HeKOMepHHjaJdHO — Oe3 mnpepana. Jlo3BosbaBaTe YMHOKABaWE,
IUCTpUOYLIM]y U JaBHO CaOMIUTaBame Jena, 0e3 mpoMeHa, IpeoOINKOBamba Uil yrnorpeoe
Jiefia 'y CBOM JIeNy, aKO Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha Ha4MH ojjpeheH o/ cTpaHe ayTopa WiIu
naBaona jgunenne. OBa JUIeHIa He J03B0JbaBa KOMEPIMjaIHy yrnoTpeOy nena. Y oaHocy
Ha CBEe OCTajJe JIMLEHIIe, OBOM JIMIEHIIOM Cce€ orpaHuuaBa HajBehm oOum mpaBa

kopuuthema sena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMjaJIHO — JeJUTH MOJ HCTHM YycJaoBUMA. /[03BoJbaBaTe
YMHOXaBamwe, JUCTPUOYIUjY U JaBHO CAOMIITABAKE JIeNa, U MPepaje, ako ce HaBelIe UMe
ayTopa Ha HauWH ojpeleH O CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMLEHIE U aKo ce mpepaja
TUCTpUOyUpa TMOJA HWCTOM WIM CIHMYHOM JuleHnoM. OBa JUIEHIIA HE J103BOJbaBa

KOMepILHjaliHy yrnoTpeOy Jiena u npepaja.

5. AytopcTBo — 0e3 mpepana. J[03BojbaBaTe yMHOXKaBame, JUCTPUOYLHM]Y U JaBHO
caoIIlITaBame Jiena, 6e3 npoMeHa, NpeodIMKOBamka WK YyIoTpede Aea y CBOM ey, ako
ce HaBeJle UME ayTopa Ha HA4MH ojapeleH o1 cTpaHe ayTopa miu JaBaoua juneHue. OBa

JIMIICHIIA T03BOJbaBa KOMEPIUjaIHy YIIOTpeOy aena.

6. AyTOpCTBO — [eJUTH MOJ MCTHM YCJ0BHMA. J[03BOJbaBaTe€ yMHOKABAWKE,
IUCTpUOYLIMjy U JaBHO CAOIITAaBame JeNla, U Mpepaje, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha
HauuH ojpeheH o1 cTpaHe ayTopa MM J1aBaolia JMIIEHIE U aKo ce Mpepaja TucTpuoyupa
[I0JT UCTOM WJIM CIIMYHOM JHieHIoM. OBa JUIeHIIa J03B0JbaBa KOMEPLUjAIHY yIOTpedy
nena u npepaaa. CianyHa je cOPTBEPCKUM JIMIEHIIaMa, OJHOCHO JIMLEHIIaMa OTBOPEHOT

KO
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