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Kratko priopcenje/Short communication

Odredivanje upalnih medijatora PGE

i TXB,

2

iz gingivne sulkularne tekucine u pacijenata s

kronicnim parodontitisom

Determination of inflammation mediators PGE, and TXB, in gingival
crevicular fluid in patients with chronic periodontitis

Ivana Brekalo Pr3o?, Davor Kui$2, Jelena Prpi¢?, Stjepan Spalj?, Sonja Pezelj-Ribari¢?’

Sazetak. Cilj: Cimbenici uklju¢eni u patogenezu upalnih parodontnih bolesti su zubni plak,
imunosni i upalni i obrambeni sustav domacina, geneticki Cimbenici te ¢imbenici okolisa.
Gingivna sulkularna tekucina (GST) sadrZzi mnoge upalne medijatore, medu ostalima i
prostaglandin E, (PGE,) i tromboksan E, (TXB,). Za navedene medijatore poznato je da su
povezani s pojavom parodontne bolesti. Cilj ovog istraZivanja bio je ispitati povezanost
izmedu vrijednosti PGE, i TXB, u GST-u i prisutnosti ili odsutnosti parodontne bolesti.
Ispitanici i metode: |strazivanje je provedeno na 30 ispitanika s dijagnozom kroni¢nog
parodontitisa (eksperimentalna skupina) i 20 ispitanika koji nemaju parodontitis (kontrolna
skupina). Uzorci GST-a uzeti su od svakog ispitanika papirnatom trakom. Vrijednosti PGE, i
TXB, odredivane su komercijalnim ELISA testom. Rezultati: Vrijednosti PGE, i TXB, u GST-u
bile su statisticki znacajno vece kod ispitanika s kroni¢nim parodontitisom u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Zakljuéak: Rezultati istraZivanja upucuju da bi upalni medijatori PGE, i
TXB, u GST-u mogli imati veze s patogenezom parodontne bolesti.

Kljuéne rijeci: gingivna sulkularna tekucina; parodontna bolest; upalni medijatori

Abstract. Aim: Microbial dental plaque, host defense mechanisms, genetic and
environmental factors are involved in the pathogenesis of periodontal diseases. Gingival
crevicular fluid (GCF) contains various inflammation mediators — prostaglandin E, (PGE,) and
tromboxan B, (TXB,), among others. These mediators have been reported to correlate with
the progression of periodontal disease. The aim of this study was to examine the relationship
between levels of inflammatory mediators PGE, and TXB, in the GCF and the periodontal
status. Materials and methods: The study was conducted on 30 chronic periodontitis
patients as the experimental group and 20 healthy subjects as control group. Samples of GCF
were collected from each patient using paper strips. The levels of PGE, and TXB, were
determined using a commercially available enzyme immunoassay kit (EIA). Results: PGE, and
TXB, levels in GCF were significantly higher in chronic periodontitis patients as compared to
healthy individuals. Conclusion: The results of this study indicate that inflammation
mediators PGE, and TXB, might be implicated in the pathogenesis of periodontal disease.
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uvobD

Parodontne bolesti su grupa upalnih bolesti koje
zahvacaju parodontna tkiva, pri cemu se specific-
ne bakterije i njihovi bioprodukti smatraju glavnim
etioloskim ¢imbenicima®. Mikrobni i geneticki te
¢imbenici okoliSa imaju vazinu ulogu u propada-
nju parodontnih tkiva, posebno u uznapredova-
nim oblicima bolesti. Mikroorganizmi u oralnom
biofilmu pokre¢u imunoloski odgovor domadina i
odgovorni su za simptome parodontitisa, poglavi-

Rezultati ovog istraZivanja potvrduju da upalni medijatori
PGB, i TXB, imaju znacajnu ulogu u patogenezi parodon-
tne bolesti. Vrijednosti ovih upalnih medijatora u GST-u
znacajno su vece kod ispitanika s kroni¢nim parodontiti-
som u odnosu na one zdrave. Rezultati takoder ukazuju
da bi navedeni upalni medijatori mogli biti vazni stimulan-
si u kostanoj resorpciji u oboljelih od parodontne bolesti.

to resorpciju alveolarne kosti. Imunosni i upalni
odgovor domacina djeluje primarno kao zastita
parodontnih tkiva od agresije mikroorganizama,
medutim istovremeno uzrokuje i destrukciju pa-
rodontnih tkiva jer dolazi do stvaranja i otpusta-
nja upalnih medijatora’. Upalni medijatori
prostaglandin E, (PGE,) i thromboksan B, (TXB,)
imaju kritiénu ulogu u upalnim procesima u paro-
dontnim tkivima3.

Gram negativni fakultativni anaerob Aggregati-
bacter actinomycetemcomitans i razliCite vrste
Bacteroides i Porphyromonas povezane su s
agresivnim oblicima parodontitisa®. Zajednicka ka-
rakteristika ovih bakterija je prisutnost lipopolisa-
harida (LPS) u njihovoj stani¢noj stijenci. Upravo su
LPS-i vrlo istraZivani posljednjih desetljec¢a i doka-
zano je kako su upravo oni snazian cimbenik
virulencije u patogenezi parodontne bolesti®. Bak-
terijski LPS-i aktiviraju makrofage, fibroblaste, en-
dotelne i druge stanice u parodontnim tkivima
koje onda sintetiziraju i otpustaju razne upalne
medijatore kao Sto su citokini, prostanoidi i razni
oksidi. Razine upalnih medijatora povisene su i u
Zivotinjskim modelima kod kojih je parodontitis
uzrokovan ligaturom®”,

Mnogi metaboliti arahidonske kiseline poviseni
su u upaljenim parodontnim tkivima, a najvazniji

i najsnazniji je prostaglandin E, (PGE,)®. Njegovu
sintezu stimuliraju upalni medijatori interleukin-1
B (IL-1B) i ¢imbenik nekroze tumora-a (TNF- a)°.
Vece vrijednosti PGE, nadene u upaljenoj gingivi i
sulkusnoj gingivnoj tekucini (SGT) prethode gubit-
ku priCvrstka, $to upucuje da bi PGE, mogao biti
prediktor za pojavu parodontne bolesti. Pretpo-
stavlja se da PGE, u gingivi uzrokuje aktivaciju
osteoklasta i resorpciju kosti koja definira paro-
dontitis'. TXB, bi takoder mogao biti prisutan u
vecoj vrijednosti u SGT-u kod parodontne bolesti'’.
Cini se da ucinak razli¢itih prostaglandina na
funkciju ljudskih fibroblasta u gingivi moZe obja-
sniti patogenezu parodontne bolesti.

Cilj ovog istrazivanja je usporediti vrijednosti
upalnih medijatora PGE, i TXB, u gingivnoj sulku-
larnoj tekudini (GST) kod ispitanika s kroni¢nim
parodontitisom s onima kod ispitanika koji nema-
ju parodontitis.

ISPITANICI | POSTUPCI

Ispitanici

Istrazivanje je provedeno od sije¢nja 2011. do
svibnja 2011. godine na Katedri za oralnu medici-
nu i parodontologiju Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Rijeci. Trideset ispitanika s nelijece-
nim kroni¢nim parodontitisom cinilo je eksperi-
mentalnu skupinu, a 20 ispitanika koji nemaju
parodontitis, a po dobi i spolu odgovaraju ekspe-
rimentalnoj skupini, ¢inilo je kontrolnu skupinu.
Svi postupci s ispitanicima provedeni su u skladu
s etickim standardima i najnovijom deklaracijom
helsinske deklaracije.

Kriteriji za ukljucivanje ispitanika u eksperimen-
talnu skupinu bili su:

(1) vise od 35 godina starosti, (Il) nepostojanje si-
stemskih bolesti ili stanja, (lll) nije provodena pa-
rodontna ili sistemska antibiotska terapija unazad
Sest mjeseci, (IV) prisutnost 30 — 50 % resorpcije
alveolarne kosti na radioloskoj snimci, (V) prisut-
nost vise parodontnih dzepova dubine 5 -8 mm
s krvarenjem pri sondiranju.

Kriteriji za ukljucivanje ispitanika u kontrolnu sku-
pinu bili su: (1) vise od 35 godina starosti, () ne-
postojanje sistemskih bolesti ili stanja, (lll) nije
provodena parodontna ili sistemska antibiotska
terapija unazad Sest mjeseci, (IV) ne postoje pa-
rodontni dZzepovi dublji od 3 mm.
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Sakupljanje gingivne sulkularne tekuéine (GST)

Svakom ispitaniku uzorci GST-a uzeti su papirna-
tom trakom (Proflow Inc., Amityville, NY, USA) s
distalne strane molara. Suho radno polje osigura-
no je svitcima stanicevine kako bi se sprijecila
kontaminacija papirnatih traka slinom, supragin-
givni plak uklonjen je kuglicom vate, a zub je osu-
Sen zrakom. Papirnata traka postavljena je 1 mm
u parodontni sulkus/dzep na 30 sekundi. Papirna-
te trake kontaminirane krvlju iskljucene su iz dalj-
nje analize. Volumen apsorbirane tekuéine
mjeren je prethodno kalibriranim uredajem Peri-
otron 8000 ((Proflow™ Incorporated). Po dvije
trake sa svakog zuba (ispitanika) pohranjene su u
zatvorene epruvete i odmah pohranjene u zamr-
zivac na -80 °C.

Izolat iz papirnatih traka dobiven je kroz tri uza-
stopna centrifugiranja, pri cemu je svaki put kori-
steno 500 pL PBS puferske otopine (Sigma, St
Louis, MO, USA) pri 8000 opm kroz 5 minuta. Do-
biveni uzorci pohranjeni su u nove epruvete i po-
novno zaledeni do daljnje analize.

PGE, i TXB, analiza

Vrijednost PGE, i TXB, analizirana je koristenjem
komercijalnog ELISA testa prema tvornickom pro-
tokolu (Tytar Zyme PGE, and TXB, EIA, PerSeptive
Biosystems, Connecticut, SAD). Kao primarna
protutijela koriStena su monoklonalna antizecja

koncentracija
pg/ml

5000 -
4000 -+
3000 -
2000 -

1000 -

protutijela (anti-PGE, i anti-TXB,) kojima su oblo-
Zene mikrotitarske posudice. Kao sekundarno
protutijelo koristeno je enzimski konjugirano mo-
noklonalno protutijelo. Sva su mjerenja ponovlje-
na po tri puta za svaki uzorak. Opticka gustoca
standarda i uzoraka mjerena je spektrofotome-
trom pri valnoj duljini od 570 nm. Ovisno o kon-
centracijama standarda napravljena je tipicna
standardna krivulja temeljem koje je odredivana
razina PGE, i TXB, u uzorku.

~

Postaje jasno i da prostaglandini imaju Siri spektar dje-
lovanja nego Sto se to ranije mislilo i da njihove povi-
Sene vrijednosti u parodontnim tkivima mogu
pokrenuti razlicite, po zdravlje nepovoljne procese i

drugdje u tijelu.

REZULTATI

Vrijednost PGE, izmjerena u eksperimentalnoj sku-
pini (srednja vrijednost 3326 pg/ml) statisticki je
znacajno veca nego ona izmjerena u kontrolnoj
skupini (srednja vrijednost 269 pg/ml). Isto vrijedi i
za izmjerene vrijednosti TXB, (eksperimentalna-
skupina — 2796 pg/ml; kontrolna skupina — 256,15
pg/ml). Za obje usporedivane koncentracije
p <0.001 (slika 1).

[ eksperimentalna skupina

[ kontrolna skupina

Slika 1. Koncentracije PGE2 i TXB2 u GST-u izmjerene u eksperimentalnoj i kontrolnoj skupini (srednja vrijednost i
standardna devijacija). Razlika je statisticki znacajna (p < 0,01).
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RASPRAVA

Sve je viSe spoznaja u razumijevanju patogenet-
skih mehanizama tkivne destrukcije u kroniénom
parodontitisu. Unato€ Cinjenici da molekularna
razina te destrukcije nije u potpunosti razjasnje-
na, poznato je da komunikacija izmedu stanica
ima vaznu ulogu u tim mehanizmima putem me-
dudjelovanja citokina, prostaglandina i ostalih
molekula sa specificnim receptorima na membra-
nama3*2,

Biomehanicki markeri razvijeni su s ciljem da po-
stanu alat za predvidanje i kontrolu parodontne
bolesti. Uloga prostaglandina u ljudskome je tije-
lu dobro poznata i dokumentirana, a zanimljiva je
njihova uloga u nastanku i razvoju parodontne
bolesti'®. Najznacajniji metabolit arahidonske ki-
seline koji se oslobada lokalno i znacajno podrza-
va upalnu reakciju u parodontnim tkivima je
PGE,. Makrofagi su glavni izvor PGE, u parodon-
tnim tkivima®*. Dokazano je i da je vrijednost ra-
zlicitih prostaglandina u upaljenom parodontnom
tkivu veéa nego ona u zdravome. Sli¢ni su rezulta-
ti nadeni i za PGE, u GST-u u ispitanika koji boluju
od kroni¢nog parodontitsa u odnosu na one koji
boluju od gingivitisa ili su zdravi'>?'’,

GST sa svojom kompleksnom mjeSavinom razlici-
tih tvari predstavlja jedinstven materijal za anali-
zu te ima prakticnu vaznost u dijagnostici raznih
bolesnih stanja.

U ovom istrazivanju mjerene su vrijednosti upal-
nih medijatora u GST-u. Nadeno je da su vrijed-
nosti PGE, i TXB, vece kod ispitanika oboljelih od
kroni¢nog parodontitsa nego kod ispitanika koji
nemaju parodontitis. Koristenjem komercijalnog
ELISA testa, preferirane metode za ovakva istrazi-
vanje, moguce je vrlo precizno izmjeriti i vrlo ma-
lene vrijednosti ispitivanih upalnih medijatora®®.
Offenbacher i sur. pokazali su da su visoke vrijed-
nosti PGE, u GST-u u korelaciji s onima u perifer-
noj krvit®, Takav nalaz potvrduje teoriju da
povecana sinteza prostaglandina u parodontnoj
bolesti nije prisutna samo lokalno.

Takvi rezultati, kao i rezultati ovog istrazivanja,
mogu imati vaznu ulogu u predvidanju nastanka
parodontne bolesti jer su povisene vrijednosti
upalnih medijatora nadene cak Sest mjeseci prije
klini¢ki uocljivog gubitka pricvrstka.

http://hrcak.srce.hr/medicina

Glavna stimulacija otpustanju prostaglandina i ci-
tokina su LPS-i parodontnopatogenih bakterija.
Zato su i vrijednosti PGE, niZe kod ispitanika ot-
pornih na parodontnu bolest u odnosu na one
koji su skloni parodontnoj bolesti*>'”. Dokazana je
i znacajna povezanost izmedu vrijednosti PGE, u
GST-u i razini gubitka pric¢vrstka kod ispitanika s
kroni¢nim parodontitsom®®, Na osnovi toga
mozZe se zakljuciti da je PGE, najsnazniji stimula-
tor kostane resorpcije.

TXB2 je takoder prisutan u veéim vrijednostima u
GST-a kod pacijenata s kroni¢nim parodontitisom,
Sto upuduje da su prostaglandini glavni upalni me-
dijatori kao odgovor na gram-negativnu infekciju
kod parodontne bolesti'l. Postaje jasno i da prosta-
glandini imaju Siri spektar djelovanja nego Sto se to
ranije mislilo i da njihove povisene vrijednosti u pa-
rodontnim tkivima mogu pokrenuti razlicite, po
zdravlje nepovoljne procese i drugdje u tijelu®?.

ZAKLJUCAK

Rezultati ovog istraZivanja potvrduju da upalni
medijatori PGB, i TXB, imaju znacajnu ulogu u pa-
togenezi parodontne bolesti. Vrijednosti ovih
upalnih medijatora u GST-u su znacajno vece kod
ispitanika s kroni¢nim parodontitisom u odnosu
na one zdrave. Takav nalaz podrzava koncept da
su monociti kod oboljelih ispitanika podrazeni od
strane LPS-a i da pokazuju vedi upalni odgovor u
smislu lu¢enja ispitivanih upalnih medijatora.
Rezultati takoder ukazuju da bi navedeni upalni
medijatori mogli biti vazni stimulansi u kosStanoj
resorpciji u oboljelih od parodontne bolesti. Te-
meljem raznih in vivo opazanja, za ocekivati je da
bi smanjivanje produkcije ispitivanih upalnih me-
dijatora moglo pridonijeti usporavanju resorpcije
alveolarne kosti.

Izjava o sukobu interesa: Autori izjavljuju da ne postoji
sukob interesa.
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