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Odredivanje biomarkera gubitka alveolarne kosti kod pacijenata sa peri-
implantitisom

Rezime

Uvod. Peri-implantitis predstavlja inflamatorni proces koji se karakteriSe gubitkom potporne
kosti opterecenog oralnog implantata. Osnovna patoloska karakteristika peri-implantitisa je
gubitak potporne kosti implantata u funkciji. Ovaj proces je zasnovan na inflamatornoj
osteoklastogenezi koja ujedno predstavlja centralni patoloski proces peri-implantitisa.
Inflamatorna osteoklastogeneza predstavlja proces sazrevanja pre-osteoklasta i pojacavanje
aktivnosti zrelih osteoklasta pod uticajem kriticnih koncentracija pro-inflamatornih
medijatora. Klinicke karakteristike peri-implantitisa nisu strogo definisane i variraju iz
prostog razloga jer dubina peri-implantnog sulkusa znacajno varira s'toga dubina dzepa
predstavlja individualnu determinantu. Istovremeno, proces gubitka marginalne kosti
predstavlja fiziolosku pojavu koja je najintezivnija u prvoj godini opterecenja, i istrazivanja su
pokazala da iznosi -0.78mm mezijalno i -0.85mm distalno, a zatim se kontinurano odvija i na
godiSnjem nivou iznosi oko 0.2mm. Pomenuta vrednost iznosi proseénu vrednost ali ona
takode individualno varira i uslovljena je tipom implantata, dizajnom abatmenta i mnogim
drugim faktorima. Iz tog razloga se relativni nivo pripojnog epitela (rCAL) kao ni radioloski
evidentan gubitak kosti ne mogu usvojiti kao apsolutni indikatori patoloskog gubitka kosti. U
dijagnostici stanja peri-implantnih tkiva koristi se nekoliko tipova metoda i najcesce u
kombinaciji radi Sto potpunijeg postavljanja dijagnoze. Dijagnosticke metode ukljucuju:
odredivanje klinickih parametara, radioloske analize, mikrobioloSke analize i kvalitativne i
kvantitativne analize peri-implantnte krevikularne te¢nosti (PICF). Analiza PICF predstavlja
jednu od najatraktivnijih metoda u savremenoj implantologiji, pri ¢emu je njena najveca
vrednost u tome $to daje direktne informacije o stanju peri-implantinh tkiva i zasnovano na
tome poseduje moguénost da pokaze rane znake oboljenja peri-implantnih tkiva u fazi gde su
tkivne promene reverzibilne. Ovo ogranicenje klinickih metoda rezultira u propustanju
vremena od momenta pojave bolesti koje proporcijonalno umanjuje uspeh terapije, a ¢esto i u
izboru neadekvatnog terapijskog plana. Zasnovano na tome, metoda merenja specificnih
biomarkera u uzorku PICF nadomescuje ograni¢enja konvencionalnih klinic¢kih dijagnosti¢kih
metoda koje daju informacije u stadijumu razvijene bolesti. Brojne studije se sprovode u cilju
identifikacije biomolekula koji pouzdano reflektuje stanje peri-implantnih tkiva, ali kako je

patologija lokalnog meatbolizma kompleksna, a metoda evaluacije visoko-osetljiva,



standardizacija ove metode je jo§ uvek u toku. Cilj istraZivanja bio je da se isplta potencijal
RANK-a, sSRANKL-a, OPG-a, Katepsina-K, Sklerostina i VEGF-a kao biomarkera gubitka
potporne kosti implantata. Materijal i metode. Studija je obuhvatila tri grupe sistemski
zdravih nepuSaca sa ugradenim endoesealnim oralnim implantatima, opterecenih tokom
najmanje godinu dana (35 sa peri-implantitisom, 30 sa peri-mukozitisom i 30 sa zdravim peri-
implantnim tkivima). Kriterijum isklju¢enja su bili: upotreba antibiotika u predhodna tri
meseca i upotreba antiinflamatorika u predhodna dva meseca od trenutka uzorkovanja,
menstrualni ciklus, trudnoéa i laktacija, pusSenje i tretiranost parodontalnih/peri-implantnih
tkiva u poslednjih godinu dana. Klinicka merenja su obavljena u 6 tacaka (buko-mezijalna,
buko-medijalna, buko-distalna, oro-distalna, oro-medijalna i oro-mezijalna) i ukljucice
odredivanje: krvarenja na probu (BOP) odsustvo-0, prisustvo-1, 15 sekundi nakon sondiranja,
indeks akumulacije plaka (PI) odsustvo-0, prisustvo-1 duz marginalne ivice, PD i rNPE
graduisanom sondom (North Carolina—Hu-Friedy, Chicago, IL, USA). U slucaju prisustva
viSe peri-implantitisa ili peri-mukozitisa kod jednog pacijenta, zapaljenje sa ve¢im defektom
je bilo uklju¢eno u studiju, a u slucaju sli¢nih karakteristika defekta u 6 tacaka, najdostupnije,
odnosno anterijorno mesto je birano kao reprezentativno. Uzorak peri-implantne tecnosti
sakupljan je sa mezijalne povrsine reprezentativnog implantata participanta studije. Uzorci su
uzimani 24 casa nakon klinickih merenja kako bi se izbegla kontaminacija uzorka krvlju, u
grupama sa zapaljenjem sa mesta sa najve¢om dubinom sondiranja, a u grupi zdravih peri-
implantnih tkiva sa najdostupnijeg mesta. Uzorci PCF su uzimani sa reprezentativnog mesta
metodom filter papira, a dobijeni volumen teCnosti iz tracica je odredivan pomocu
kalibrisanog aparata Periotron 6000 (Interstate Drug Exchange, Amityville, NY, USA).
Komercijalni  "enzyme-linked immunosorbent assay" (ELISA) kitovi su koriS¢eni za
evaluaciju kostanih biomarkera u uzorku PICF: Human RANK/TNFRSF11A (DuoSet, R&D
Systems Inc., Minneapolis, MN, USA), ampli-sRANKL, OPG, cathepsin-K i sclerostin
(Biomedica Gruppe, Vienna, Austria) i VEGF (Human VEGF ELISA Development Kit,
Promokine, PromoCell GmbH, Heidelberg, Germany). Rezultatii U svim analiziranim
uzorcima PICF-a su dokazane koncentracije RANK-a, SRANKL-a, OPG-a, katepsina-K 1i
VEGF-a iznad detekcionog limita, pri ¢emu je za sklerostin samo 6% uzoraka bilo pozitivno.
Koncentracija RANK-a je bila znacajno veca kod peri-implantitisa u odnosu na zdrava peri-
implantna tkiva (p=0.002), takode je bila veca i kod peri-mukozitisa u odnosu na zdrave
implantate (p=0.021). Vrednosti SRANKL-a bile su znacajno vece u grupi peri-implantitisa u
odnosu na zdrava peri-implantna tkiva (p=0.010), ali ne i u odnosu na peri-mukozitise, kao ni

izmedu peri-mukozitisa i zdravih peri-implantnih tkiva, gde nije postignuta statisticka



znacajnost. Koncentracija OPG-a je bila znacajno veca kod peri-implantitisa u odnosu na
zdrava peri-implantna tkiva (p=0.031), i to je ujedno bila jedina znacajnost za ovaj marker.
Vrednosti katepsina-K su bile vise na mestima zapaljenja, ali je jedina znacajnost uocena
izmedu peri-mukozitisa i zdravih peri-implantnih tkiva (p=0.039). Sklerostin je dokazan u
izuzetno malom broju uzoraka, ali su razlike bile upadljive pa su vrednosti bile znacajno vece
u grupi peri-implantitisa u odnosu na druge dve grupe. Koncentracija VEGF-a je bila
znacajno vecéa kod peri-implantitisa u odnosu na druge dve grupe, i grupu peri-mukozitisa
(p=0.014) i zdravih peri-implantnih tkiva (p=0.000). RANK i sSRANKL su pokazali znacajno
pozitivnu korelaciju sa svim merenim klinickim parametrima, a OPG je pokazao takode
znacajnu pozitivnu korelaciju sa gotovo svim merenim klinickim parametrima, izuzev sa Pl
(p=0.121), a identican slucaj je bio sa sklerostinom. VEGF nije pokazao nijednu znacajnu
korelaciju sa merenim klinickim parametrima. Zakljucak. RANK, sSRANKL, OPG, skelrostin i
VEGF su biomarkeri koji su udruzeni sa peri-implantitisom. Katepsin-K predstavlja
biomarker svosjtven peri-mukozitisu. Evaluirani biomarkeri su drugalije distribuirani u
razli¢itim regionima vilica i u PICF implantata razli¢itih dijametara. RANK i OPG su
znacajno poviseni u frontalnom regionu maksile, S$to ujedno ukazuje na intezivnije
osteoliticke procese u ovom regionu. RANK i katepsin-K su znacajno poviseni u grupi
implantata sa najve¢im dijametrom, Sto na molekularnom nivou potvrduje predhodne
rezultate klinickih studija da su dijametar implantata i gubitak implantata u pozitivnoj

korelaciji.

Key words: peri-implantitis, peri-mukozitis, RANK, RANKL, OPG, katepsin-K, sklerostin,
VEGF, biomarker, kost

Nauc¢na oblast: Stomatologija
UZa naucna oblast: Parodontologija i implantologija

UDK broj: 616.314-089.843(043.3)



Determination of alveolar bone loss biomarkers related to peri-implantitis

Abstract.

Introduction. Peri-implantitis is inflammatory process characterized by supporting bone loss
of loaded oral implants. The pathognomonic characteristic of peri-implantitis is supporting
bone loss of the loaded implant. This process is based on inflammatory osteoclastogenesis
which simultaneously represent the central pathologic process of the disorder. Inflammatory
osteoclastogenesis implies maturation of pre-osteoclasts and enhancement of the activity of
maturated osteoclasts which are induced by achieving of the critical concentrations of pro-
inflammatory mediators. Clinical characteristics of the peri-implantitis are still not strictly
defined and they vary because in the physiological conditions the values of clinical
parameters varies among individuals, for example peri-implant sulcus depth represents the
individual determinant which could be from 0.5mm to 4mm as well. Simultaneously, the
marginal bone loss is the physiological characteristic around implants in function, which is
the most intensive in the first year of loading represented by the -0.78mm in the mesial sites
and -0.85mm at the distal sites, and after that the process is constant and bone loss at the year
level is approximately 0.2mm. The mentioned value is the average values that individually
vary and it depends of the implant type, abutments and numerous other factors. From that
reason the relative clinical attachment level (rCAL), nether radiological proof of bone loss
could be accepted as the absolute indicators of the pathological bone loss. In the peri-implant
diagnostics the most frequently are used the few different diagnostic procedures in the
combination to give the complete diagnostic view. These diagnostic methods include:
evaluation of clinical parameters, radiological analyses, microbiological analyses and
quantitative and qualitative analyses of PICF. The PICF analysis is one of the most attractive
methods in current implantology, where the one of the most precious values is providing of
the direct information on peri-implant tissues d based on that providing information on early
disease onset in the phase of reversible damage. This limitation of clinical methods results in
time loss proportionally decreasing treatment success, and frequently resulting in
inappropriate treatment planning. Based on that, evaluation of biomarkers in PICF sample
compensates limitations of conventional diagnostic procedures without capability to provide
accurate information on early disease. Numerous studies have been conducted to identify the
biomolecules accurately reflecting peri-implant tissue condition, but since the pathology of

local metabolism is complex, the method for evaluation is still under standardization.



Objective. The objective of the study was to investigate potential of RANK, sRANKL, OPG,
Cathepsin-K, Sclerostin and VEGF as biomarkers of implant supporting bone loss. Material
and methods. Study included three groups of systemically healthy non smokers with
osseointegrated endosseal implants loaded for at least one year (35 with peri-implantitis, 30
with peri-mucositis and 30 with healthy peri-implant tissues). Exclusion criteria were the
following: antibiotics usage in the preceding three months and anti-inflammatorics in
preceding two months from the moment of sampling, menstruation, pregnancy and lactation,
smoking and periodontal/peri-implant treatment during last year. The following clinical
measurements have been performed in 6 points (bucco-mesial, bucco -medial, bucco -distal,
oro-distal, oro-medial and oro-mesial): Bleeding on Probing (BOP) measured 15 seconds after
probing and recorded as presence (1) or absence (0), Visible plaque accumulation (PI)
measured along the mucosal margin and recorded as presence (1) or absence (0), Probing
Pocket Depths (PPD) in mm and Relative Clinical Attachment Level (rCAL) (expressed in
mm) using a periodontal probe graded in mm (North Carolina—Hu-Friedy, Chicago, IL, USA).
In the case of few similar pathological processes in the same patient, the site representing the
greatest defect was sampled, and in the case of defects showing similar clinical
characteristics, the most accessible was included. PICF samples were collected from the
mesial aspects of one representative implant site in each individual participating in the study.
The specimens were retrieved 24 h after the clinical examination to avoid any contamination
with blood, from both peri-implant and periodontal sites, selected from those demonstrating
the deepest probing depth. The samples were retrieved using the filter paper technique, and
obtained volume was evaluated using calibrated Periotron 6000 (Interstate Drug Exchange,
Amityville, NY, USA). Commercial enzyme linked immunosorbent kits (ELISA) were used
for evaluation of biomarkers in PICF samples: Human RANK/TNFRSF11A (DuoSet, R&D
Systems Inc., Minneapolis, MN, USA), ampli-sRANKL, OPG, cathepsin-K i sclerostin
(Biomedica Gruppe, Vienna, Austria) i VEGF (Human VEGF ELISA Development Kit,
Promokine, PromoCell GmbH, Heidelberg, Germany). Results. In all tested PICF samples
were detected RANK, sSRANKL, OPG, cathepsin-K and VEGF, indicating the concentrations
above detection limit, but only 6% of the samples were positive on sclerostin. RANK
concentration was significantly higher in peri-implantitis when compared to healthy peri-
implant tissues (p=0.002), and it was higher when compared to peri-mucositis as well
(p=0.021). sSRANKL values were significantly higher in peri-implantitis when compared to
healthy peri-implant tissues (p=0.010), but not when compared to peri-mucositis, nether peri-

mucositis an healthy peri-implant tissues. OPG concentration was significantly higher in peri-



implantitis when compared to healthy peri-implant tissues (p=0.031), and that was single
significance obtained for this marker. sSRANKL/OPG relative ration did not show significant
difference in distribution between investigated groups. Cathepsin-K were in general higher in
inflammed sites, but the single significance was reached among peri-mucositis and healthy
peri-implant tissues (p=0.039). Sclerostin was detected in small sample size, but the
differences were clearly higher in peri-implantitis group when compared to both two groups.
VEGF concentration was significantly higher in peri-implantitis when compared to healthy
peri-implant tissues (p=0.000) and peri-mucositis as well (p=0.014). RANK and sRANKL
showed significantly positive correlation with all measured clinical parameters, and OPG
showed significantly positive correlation with all measured clinical parameters as well, with
exception of PI (p=0.121), and an identical case was with sclerostin. VEGF showed no
significant correlations with clinical parameters. Conclusion. RANK, sRANKL, OPG,
sclerostin and VEGF are biomarkers related to peri-implantitis. Cathepsin-K was the marker
related to peri-mucositis. Evaluated in this study are differently distributed in different jaws
regions and in PICF samples of implants with different diameter. RANK and OPG were
significantly elevated in frontal maxillary region, indicating more intensive osteolytic
processes in this region. RANK and cathepsin-K were significantly increased in the group o
implants with highest diameter, which supports on molecular level the previous results of

clinical studies that showed positive correlation between implant diameter and implant loss.

Key words: peri-implantitis, peri-mucositis, RANK, RANKL, OPG, cathepsin-K, sclerostin,
VEGF, biomarker, bone
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1. UVOD

1.1. Definicija i prevalencija peri-implantnih bolesti

Peri-implantne bolesti podrazumevaju inflamatorne procese koji zahvataju potporna
tkiva oseointegrisanog oralnog implantata (Albrektsson & Isidor 1994). U zavisnosti od
zahvacenosti tkiva inflamatornim procesom, peri-implantne bolesti se dele na peri-
mukozitise 1 peri-implantitise (Lindhe & Meyle 2008). Peri-mukozitis se karakterise
inflamatornim procesom ograni¢enim na meka tkiva $to ga razlikuje od sledeceg
razvojnog stadijuma zapaljenja-peri-implantitisa, gde je proces proSiren na potpornu
kost opterecenog implantata (Mombelli & Lang 2008, Zitzmann & Berglundh 2008).
Peri-mukozitis 1 peri-implantitis predstavljaju patogenetske duplikate gingivitisa i
parodontopatije (Heitz-Mayfield & Lang 2010), shodno tome se glavnim etioloskim
faktorom smatra infekcija parodontopatogenim bakterijama koja dovodi do stimulacije
ekcesivnog imunoloskog odgovora rezultujujuéi peri-implantnim lezijama (Berglundh i
sar. 1992, Ericsson i sar. 1992, Lang i sar. 1992, Lindhe i sar. 1992, Pontoriero i sar.
1994, Heitz-Mayfield 2008, Shibli i sar. 2008). Ova patogenetska sli¢nost upravo ¢ini
parodontopatiju faktorom rizika za razvoj peri-implantnih bolesti (Sumida i sar. 2002,

Aoki i sar. 2009, Renvert & Persson 2009).

Brojne studije su sprovodene sa ciljem utvrdivanja prevalencije peri-implantnih bolesti,
ali iz razloga nehomogenosti primenjenih eksperimentalnih protokola vrlo je tesko
izvesti potpunu analizu dostupnih rezultata. Najpotpuniju analizu prevalence objavili su
Zitzmann i Berglundh (Zitzmann & Berglundh 2008) gde je prevalencija peri-
mukozitisa iznosila oko 80% na nivou broja pacijenata i 50% na nivou broja zahvaéenih
implantata. Prevalencija peri-implantitisa je iznosila 28% 1 56% na nivou broja

pacijenata i 12% 1 43% na nivou broja zahvacenih implantata.

1.2. Histologija peri-implantnih tkiva i mehanizam oseointegracije

Peri-implantna tkiva se strukturno razlikuju od parodontalnih tkiva, u prvom redu,

peri-implantna tkiva ne sadrze cement i periodoncijum koji se gube tokom ekstrakcije
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zuba, osim toga, kvalitativni i1 kvantitativni sastav peri-implantnih tkiva je drugaciji u
odnosu na odgovarajuéa parodontalna tkiva. Odsustvo periodoncijuma i cementa diktira
drugacije bioloske karakteristike peri-implantnog tkiva, medu kojima su najznacajnije
smanjena barijerna sposobnost mekih tkiva, zasnovana na znacajno redukovanom broju
i odsustvu pojedinih vlakana (pre svega kosih) koja se kopne u cementu zuba
(Berglundh 1 sar. 1991). Ova vlakna su vazna jer imaju najveci zastitni potencijala u
¢uvanju dubljih parodontalnih tkiva od prodora infekcije, a sa druge strane ovakva
histoloska varijacija daje peri-implantnim tkivima smanjenu mo¢ amortizacije

okluzalnih sila i time ve¢u podloznost traumi.

Peri-implantna mukoza odgovara mekim tkivima koja okruZuju ugradeni oralni
implantat. Peri-implantna mukoza se formira tokom procesa zarastanja nakon
reponiranja mukoperiostalnog reznja kada se primenjuje jednofazna metoda, ili nakon
plasiranja abatmenta kada se primenjuje dvofazna metoda ugradnje implantata. Proces
zarastanja rezultira u formiranjem meko tkivnog pripoja oznacenog kao transmukozni
pripoj. Transmukozni pripoj predstavlja ,lepak® izmedu mekih tkiva i supra-krestalne
povrsine oralnog implantata i abatmenta, i na taj nacin ucestvuje u zastiti integriteta
dubljih peri-implantnih tkiva.

Pripojni i barijerni epitel peri-implantne mukoze se formiraju nekoliko nedelja nakon
hirur§ke intervencije (1-2 nedelje) 1 prosecne su duzine oko 2mm. Oba epitela su
pripojena za povrSinu implantata sistemom hemi-dezmozoma (Gould i sar. 1984).

Zona supra-alveolarnog vezivnog tkiva iznosi 1-1.5mm u visinu, pri ¢emu se
kvalitativni sastav peri-implantnog veziva razlikuje u odnosu na parodontalno vezivno
tkivo.  Peri-implantno vezivo u supra-krestalnoj zoni se karakteriSe veéim brojem
kolagenih vlakana koja poti¢u iz periosta i paralelno su orijentisana sa povrSinom
implantata, i manjim brojem fibroblasta i krvnih sudova, a u zoni uz implantat prisutno
je manje vlakana i krvnih sudova, ali ve¢i broj fibroblasta (Moon i sar. 1999).

Potporna kost implantata predstavlja bezubi greben vilice u koji se udradeni oralni
implantat sidri mehanizmom oseointegracije. Bezubi greben ¢ine kortikalne lamele koje
obuhvataju lamelarnu kost i spongiozu, a koStana srz ovog regiona se karakteriSe
velikim brojem krvnih sudova, i sadrzi adipocite i mezenhimalne pluripotentne éelije.
Oseointegracija se definiSe kao ,funkcionalna ankiloza®“ (Branemark i sar. 1969,

Shroeder i sar. 1976) ¢ime se isti¢e odsustvo periodoncijuma kao amortizera okluzalnih
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sila, ali se takode istice dinami¢nost ovog sistema u smislu konstantnih metabolickih i
morfoloskih promena koje se deSavaju na nivou grebena u koji je integrsian implantat,

preciznije, kontaknte kosti na povrSini implantata, ¢ime se obezbeduje funkcionalnost

implantata.

Slika 1. Histoloski prikaz oseointegrisanog titanijumskog implantata

U odnosu na tip procesa, proces oseointegracije prolazi kroz dve faze, gde prva faza
podrazumeva primarno oseointegrisanje implantata, a druga faza podrazumeva
adaptiranje tkiva na optrecenje okluzalnim silama. Proces implantacije podrazumeva niz
tkivnih povreda pocevsi od incizije, odizanja mukoperiostalnog reznja, preparacije
kanala i pozicioniranja samog implantata. Sledstveno tome, proces oseointegracije
prolazi kroz faze procesa zarastanja rana, ukljucujuci zapaljensku reakciju u cilju
eliminisanja oStecenog tkiva i kombinovani proces regeneracije i reparacije. Nakon
same implantacije kontaktna kost i povrSina implantata su u bliskom kontaktu i dolazi

do formiranja koaguluma, koji se tokom prve nedelje organizuje i ve¢ nakon Cetvrtog



dana je delimi¢no zamenjen, a zatim dolazi do angiogeneze i formiranja granulacionog
tkiva u koje urastaju krvni sudovi (Berglundh i sar. 2003). Dalje, ¢etvrtog dana dolazi
do migracije fibroblastima-sli¢nih ¢éelija, da bi na kraju prve nedelje bila formirana
mlada vlaknasta kost prozeta brojnim kolagenim vlaknima i bogata krvnim sudovima.
Kontaktna kost koja je zaduzena za stabilnost implantata po samoj implantaciji je
prisutna tokom prve Ccetiri nedelje, nakon c¢ega podleze resorpciji pri Cemu
novostvorena spongiozna kost preuzima ulogu u stabilizaciji (Schenk 1994).

Sam proces je po prirodi slozen i osetljiv na niz faktora, odnosno bilo koja varijacija
tokom samog procesa moze afektirati njegov ishod i kvalitet.

progenitornih Celija, jer fibroblasti, kao i epitel imaju mnogo visi i zahvalniji potencijal
diferencijacije u odnosu na kostano tkivo. Tokom procesa implantacije ukoliko
temperatura prevazide 47°C, dolazi do denaturacije alkalne fosfataze, glavnog enzima
kostanih ¢éelija ¢ime se ustupa prostor fibroznom tkivu.

Dalje tokom =zarastanja, ukoliko sile optere¢enja implantata prevazidu 150pm, to
stimuliSe takode diferencijaciju fibroblasta umesto osteoblasta sa posledi¢nim fibroznim
zarastanjem. Jedan od najvaznijih faktora diferencijacije preosteoklasta je lokalni redoks
potencijal, i ukoliko lokalno tkivo nije dovoljno oksigenisano, dolazi do diferencijacije
fibroblasta umesto osteoblasta i do srazmerno povecane aktivnosti osteoklasta koji
uklanjaju nekroti¢no tkivo 1 imaju sposobnost ukljanjanja ¢ak 5-100pum kosti dnevno.
Do toga najcesc¢e dolazi usled velikog polja nekroze uzrokovanog velikom traumom ili
kompresijo tkiva tokom i nakon implantacije. U kontekstu ovog mehanizma, jedan od
najznacajnijih klinickih faktora predstavlja dijametar implantata, koji srazmerno utice
na lokalnu kompresiju sa posledi¢nim kompromitovanjem ishrane kosti.

Jo$ jedan, mozda i najznacajniji faktor koji takode po principu menjanja lokalnog
regenerativnog potencijala i metabolizma tkiva afektira oseointegraciju je infekcija. Iz
tog razloga kontrola parodontalne infekcije predstavlja jedan od najznacajnijih

preduslova za ulazak u intervenciju postavljanja oralnog implantata.

Jedan od najveéih trendova u savremenoj implantologiji predstavlja mikrodizajn
povrsine implantata i njegova modifikacija. Implantne povrsSine su definisane i kao
klju¢ni element u reakciji ¢vrstog i mekog peri-implantnog tkiva sa implantatom

(Newman 1 sar. 2007). Osnovni cilj modifikacije povrSine implantata je menjanje
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njegove prijemcivosti koStanom tkivu, odnosno njegove oseokonduktivnosti. To se
postize putem dva tipa procesa: aditivnim procesima (oblaganje hidroksi-apatitom,

TiO2 i fluorizacija) i subtraktivne procese (masSinska obrada, nagrizanje kiselinom i

peskiranje), 1 u odnosu na zastupljeni ti postoje razli¢iti tipovi implantnih povrSina

(slika 2).

Slika 2. Razli¢ite povrSine implantata.

Kako implantna povrSina deluje na povecanje osteoinduktivnosti, ona neminovno
afektira proces oseointegracije, samim tim razli¢ite implantne povrSine indukuju
drugaciji obrazac koStanog metabolizma (Vlacic-Zischke 1 sar. 2011), i1 time

predstavljaju znacajan faktor oseointegracije.

Uzimajuéi u obzir sve ove Cinjenice, sam proces formiranja peri-implantnih tkiva je

osetljiv 1 zavisi od niza faktora.



1.3. Patogeneza peri-implantitisa

Osnovna patoloska karakteristika peri-implantitisa je gubitak potporne kosti
implantata u funkciji. Ovaj proces je zasnovan na inflamatornoj osteoklastogenezi koja
ujedno predstavlja centralni patoloski proces peri-implantitisa. Inflamatorna
osteoklastogeneza predstavlja proces sazrevanja pre-osteoklasta i pojacavanje aktivnosti
zrelih osteoklasta pod uticajem kriticnih koncentracija pro-inflamatornih medijatora.
Glavna regulatorna trijada ovog procesa je sistem receptora aktivatora nuklearnog
faktora kapa b (RANK), njegovog liganda (RANKL) i osteoprotezerina (OPG),
antagoniste RANKL-a (Suda i sar. 1999, Liu i sar. 2010).

Tokom predhodnih godina utvrdeno je izrazito preplitanje imunoloskih procesa i
procesa koStanog metabolizma, Cak i same celije koStanog tkiva-osteoklasti nastaju
fuzionisanjem monocita (Liu i sar. 2010), pa je iz tog razloga nastala sub-disciplina koja
se bavi oseoimunologijom. U kontekstu hroni¢ne inflamacije uzrokovane
parodontalnom i peri-implantnom infekcijom, ovaj koncept zauzima poseban znacaj.
Mikroflora peri-implantnih lezija ukljucuje i najagresivnije parodontopatogene, medu
kojima se isticu Porphyromonas gingivalis i Aggregaricabcter actinomycetemcomitans
(Van Winkelhoff 1 sar. 2000, Persson i sar. 2006, Renvert i sar. 2007, Shibli i sar.
2008). Kako ovi mikroorganizmi poti¢u od susednih ili ekstrahovanih zuba, brojne
studije su sprovedene u cilju utvrdivanja stepena rizika za razvoj peri-implantitisa kod
pacijenata sa parodontopatijom. Studije su pokazale da pacijenti sa hronicnom
parodontopatijom imaju isti terapijski ishod kao parodontoloski zdravi pacijenti, ali da
pacijenti sa agresivnom parodontopatijom imaju viSe peri-implantne patologije, veci
gubitak marginalne kosti i manji stopu uspeha implantata (De Boever i sar. 2009).
Imunohistohemijska analiza peri-implantnih lezija je takode pokazala da po svojoj
konstituciji one odgovaraju lezijama agresivne parodontopatije (Gualini i Berglundh
2003). Agresivnost pomenutih mikroorganizama se ogleda u njihovoj sposobnosti da
zaobilazenjem fagocitoze kao najmanje Stetnog oblika imuoloskog odgovora zasnovano
na morfoloskim karakteristikama svojih prokariotskih receptora (Hajishengallis i sar.
2004, Koide i sar. 2010) i na agresivnim enzimima (Imamura 2003, Kadowaki i sar.
2007) kojima direktno oSte¢uju delovanje imuniteta stimuliSuci intezivan odgovor

specifiéne imunosti (Graves i Cochran 2003, Graves 2008). Ovi mikrororganizmi se
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odlikuju morfoloSkom 1 genetskom rezistencijom, kao 1 specificnim mehanizmima
,skrivanja“ u tkivu, gde sve zajedno doprinosi kontinuiranoj infekciji koja rezultuje u
dostizanju i odrzavanju visokih koncentracija pro-inflamatornih medijatora (Garlet i sar.
2006, Graves 2008) Sto za posledicu daje ekcesivan imunoloski odgovor. Imunoloski
odgovor postaje ekcesivan jer se kontinuirano intezivira iz razloga nemoguénosti
eliminacije infekcije i to rezultira oSte¢enjem tkiva direktnim mehanizmima, dejstvom
slobodnih radikala i indirektnim mehanizmima, stimulacijom litickih na ra¢un procesa
formacije. U pogledu inflamatorne osteoklastogeneze, dostizanje kriti¢nih koncentracija
pro-inflamtornih medijatora predstavlja signal za diferencijaciju osteoklasta i za
pojacavanje njihove aktivnosti 1 time centralni momenat za aktivaciju
osteoklastogeneze. Mehanizam kojim se ovo postize jeste povecanje expresije RANKL-
a na membranama celija kao odgovor na stimulaciju faktorima virulecije
parodontopatogena, u prvom redu citoletalnog toksina distenzije poreklom iz
Aggreagtibacter actinomycetemcomitans-a i gingipeinima poreklom iz Porphyromonas
gingivalis-a (Hasegawa i sar. 2002, Belibasakis i sar. 2005, Yamamoto i sar. 2006,
Belibasakis i sar. 2007,). Povecana ekspresija RANKL-a dovodi do povec¢anja RANK-
RANKL interakcija. Paralelno, stimulacija lipopolisaharidom (LPS) dovodi do direktne
aktivacije RANK-a principom auto-ligacije (Kanazawa et al. 2005, Otero et al. 2010),
gde kao krajnji ishod aktivacije RANK-a ligandom ili ligand-nezavisnim putem dolazi

do proporcionalno intezivnog aktiviranja nuklearnog faktora kappa B (NF-kB).

NF-kB predstavlja centralni transkripcioni faktor u regulaciji biosinteze pro-
inflamatornih citokina, osim toga on je regulator sinteze i brojnih drugih bioproteina
involviranih u imunoloski odgovor kao §to su glavni kompleks tkivne kompatibilnosti,
molekuli ¢elijske adhezije (vaskularnih i1 inflamatornih ¢elija, kao i endotelni selektin-
E-selektin), faktore rasta 1 medu njima faktor stimulacije kolonija granulocita i
monocita (GM-CSF) i faktor rasta poreklom iz trombocita, i drugi. (Nicols i sar. 2001).
Shodno tome, kao posledica velikog broja RANK-RANKL interakcija dolazi do
produkcije velike koli¢ine pro-inflamatornih medijatora Sto predstavlja signal za
diferencijaciju osteoklasta (Cochran 2008), ali to istovremeno predstavlja drugi tip
signala za auto-ligaciju RANK-a (Kanazawa et al. 2005, Otero et al. 2010) ¢ime se

proces dalje intezivira. Kako je stimulacija LPS konstantna iz razloga nemoguc¢nosti



eliminacije parodontopatogena, dalja stimulacija se paralelno nastavlja i proces dobija

konfiguraciju ,,za¢aranog kruga“.

Na nivou peri-implantnih tkiva postoje dodatni faktori koji afektiraju
RANK/RANKL/OPG sistem u poredenju sa prirodnom denticiom. Istrazivanja su
pokazala da ekcesivne sile, odnosno trauma afektiraju ovaj sistem (Kusumi i sar. 2005,
Nakao i sar. 2007, Nozaki i sar. 2010). Uzimajuéi u obzir ankiloti¢nu vezu implantata za
kosti i time vecu osetljivost na dejstvu sila, i ekcesivne biomehanicke sile kao etioloski

faktor peri-implantitisa, ovaj patogenetski mehanizam se moze smatrati od znacaja.

Sa druge strane povrsine oralnog implantata, njihov fizicki i hemijski sastav znacajno
uticu na lokalni metabolizam peri-implantnih tkiva i smatraju se klju¢nim elementom
reakcije izmedu implantata i tkiva (Newman i sar. 2007). Titanijum je opSte usvojen kao
visoko bio-kompatibilni materijal ¢ime se Cesto potpuno zanemaruje njegova
karakteristika visoko reaktivnhog metala koji se u toku nanosekunde oksiduje na
vazduhu, formirajuéi pasivni povrSinski sloj definisan kao keramici-slican, §to ga,
zapravo Cini biokompatibilnim. Medutim, ovaj sloj se tokom vremena menja pod
uticajem faktora sredine S§to je posebno izrazeno u uslovima kontinuirane eksponiranosti
biolikvidima u oralnoj regiji. Takode, povrSine implantata se namenski menjaju u
procesu proizvodnje razli¢itim aditivnim i subtraktivnim procesima u cilju poveéanja
prijemcivosti koStanom tkivu odnosno oseokonduktivnosti. Istrazivanja su pokazala da
razli¢ite povrSine izazivaju drugaciji odgovor tkiva mereno na nivou RANKL/OPG
sistema (Guida i sar. 2010, Mamalis i sar. 2011). Dodatno, imunohostohemijski je
pokazano da karakteristike povrSine implantata afektiraju progresiju peri-implantitisa
(Albouy 1 sar. 2012). Faktor koji se nadovezuje na uticaj povrsina jeste faktor nivoa
regenerativnog potencijala tkiva implantacije, naime najcesc¢i uzrok gubitka zuba kod
odraslih je parodontopatija koja obara lokalni regenerativni potencijal tkiva otvarajuci
mogucénost da se proces zarastanja koji se intezivira modifikaciom povrSine implantata

u jednom trenutku preokrene u reparaciju ili destruktivnu inflamaciju.

Svi ovi faktori doprinose intezivhom 1 drugacijem odgovoru peri-implantnih tkiva u
odnosu na parodontalna tkiva. Nowzari sa saradnicima je pokazao da je koncentracija
pro-inflamatornih znacajno veca u peri-implantnom fluidu (PICF) zdravih peri-

implantnih tkiva u odnosu na gingivalnu krevikularnu tecnost (GCF) parodontoloski
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zdravih zuba (Nowzari i1 sar. 2010). Prilikom imunohistohemijske analize peri-
implantnih lezija, one su usvojene kao agresivne lezije (Gualini i Berglundh 2003), a
Berglundh sa saradnicima je pokazao da uprkos klinickim i etiopatogenetskim
sli¢nostima peri-implantitisa i parodontopatije, njihove histopatoloske karakteristike se

kriti¢no razlikuju (Berglundh i sar. 2011).

1.4. Klinicke karakteristike peri-implantitisa 1 dijagnosticke metode za

pracenje stanja peri-implantnih tkiva

Klinicke karakteristike peri-implantitisa nisu strogo definisane i variraju iz prostog
razloga jer dubina peri-implantnog sulkusa znacajno varira s'toga dubina dzepa
predstavlja individualnu determinantu. Istovremeno, proces gubitka marginalne kosti
predstavlja fiziolosku pojavu koja je najintezivnija u prvoj godini opterecenja, i
istrazivanja su pokazala da iznosi -0.78mm mezijalno i1 -0.85mm distalno (Bragger
1994), a zatim se kontinurano odvija i na godiSnjem nivou iznosi oko 0.2mm. Pomenuta
vrednost iznosi prosecnu vrednost ali ona takode individualno varira i uslovljena je
tipom implantata, dizajnom abatmenta (Hammerle i sar. 1996, Jung i sar. 1996, Malavez
i sar. 1996) i mnogim drugim faktorima. Iz tog razloga se relativni nivo pripojnog
epitela (rCAL) kao ni radioloski evidentan gubitak kosti ne mogu usvojiti kao apsolutni

indikatori patoloskog gubitka kosti.

U dijagnostici stanja peri-implantnih tkiva koristi se nekoliko tipova metoda i najcesce
u kombinaciji radi S§to potpunijeg postavljanja dijagnoze. Dijagnosticke metode
ukljucuju: odredivanje klinickih parametara, radioloske analize, mikrobioloSke analize i
kvalitativne i kvantitativne analize PICF (Bragger 1998, Mombelli A & Lang NP 1998,
Hammerle & Glauser 2004, Heitz-Mayfield 2008).

Klinicki parametri stanja peri-implantnih tkiva ukljucuju indikatore inflamacije mekih
tkiva i koStanog tkiva, kao 1 parametre okluzije implantata. Krvarenje na probu (BOP) je
obic¢no prvi klinicki parametar koji se odreduje i predstavlja indikator inflamacije koji je
pozitivan i u slucaju peri-mukozitisa i u slucaju peri-implantitisa (Mombelli i Lang

1998). U cilju povecanja preciznosti, uobic¢ajeno je da se BOP kao i drugi klinic¢ki



parametri mere u 6 taCaka (buko-mezijalja, buko-medijalna, buko-distalna, oro-
mezijalna, oro-medijalna i oro-distalna) i da se indeks predstavlja kao zbir vrednosti iz
svih tacaka. Od parametara mekih tkiva najc¢esce se koriste nivo marginalne gingive kao
indikator recesije mekog tkiva i §irina pripojne gingive kao indikator u prognozi stanja
mekih tkiva (Mombelli i Lang 1998, Hidmmerle i Glauser 2004). Dubina peri-
implantnog dzepa (PD) i relativni nivo pripojnog epitela (rCAL) su obi¢no indikatori
gubitka kosti, jer je utvrdeno da povecanje dubine peri-implantnog dzepa tokom
vremena odgovara, ne samo gubitku meko tkivnog pripoja, ve¢ i gubitku potporne kosti
(Lang i sar. 1993). Supuracija i mobilnost implantata predstavljaju siguran klinicki znak
peri-implantitisa i spadaju u indikatore progresivnog gubitka kosti (Roos-Jansaker i sar.
2006, Fransson i sar. 2008, Heitz-Mayfield 2008). U klinickoj analizi okluzije na
implantatu koriste se standardi okluzalni markeri, a Cesto se koristiti i sofisticirane
kompjuterske tehnologije poput t-scan analize koje nadome$éuju manju osetljivost

standardnih okluzalnih markera.

Radioloska analiza peri-implantnih tkiva se koristi za pracenje stanja potporne kosti
implantata i Cesto predstavlja metod izbora u diferencijalnoj dijagnozi, prognozi i u
planiranju terapije (Briagger 1998). U implantologiji se koriste panoramski ortopan
tomografski snimci kao pregledni snimci, ciljane tomografije radi kvalitativno-
kvantitativne analize mesta ugradnje implantata, ali se za individualno pracenje
implantata koriste ciljani periapikalni radiogrami, pri ¢emu se kao metod izbora
predlaze tehnika paralele uz upotrebu dugog konusa (van Aken 1969). Medutim,
radioloske metode imaju svoje nedostatke 1 ¢esto ne mogu dati precizne informacije o
pojedinim strukturama poput karakteristika kontakta koStanog tkiva i implantne
povrsine (Brigger 1998). Osim toga, radioloske analize se ne sprovode konvencionalno
radi kontrole stanja implantata vec¢ radi potvrde, Cesto, ve¢ prisutnih pozitivnih klinic¢kih

znakova zapaljenja.

Mikrobioloske analize se uobicajeno sprovode u uslovima pozitivnih klini¢kih znakova
zapaljenja u cilju identifikacije parodontopatogena, u prvom redu agresivnih, radi

ordiniranja adekvatne terapije (Mombelli i Lang 1998, Himmerle i Glauser 2004).

Analiza PICF predstavlja jednu od najatraktivnijih metoda u savremenoj implantologiji,

pri ¢emu je njena najveca vrednost u tome Sto daje direktne informacije o stanju peri-
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implantinh tkiva i zasnovano na tome poseduje moguc¢nost da pokaZze rane znake
oboljenja peri-implantnih tkiva u fazi gde su tkivne promene reverzibilne (Heitz-
Mayfield 2008). Zasnovano na toj karakteristici, ova metoda nadomesc¢uje ogranicenja
konvencionalnih klinickih dijagnostickih metoda koje daju informacije u stadijumu
razvijene bolesti. Brojne studije se sprovode u cilju identifikacije biomolekula koji
pouzdano reflektuje stanje peri-implantnih tkiva (Boutros i sar. 1996, Panagakos i sar.
1996, Murata i sar. 2002), ali kako je patologija lokalnog meatbolizma kompleksna, a

metoda evaluacije visoko-osetljiva, standardizacija ove metode je jos uvek u toku.

1.5. Biomarkeri u evaluaciji stanja peri-implantnih tkiva: karakteristike,

zahtevi 1 prednosti u odnosuna druge dijagnosticke metode

U savremenoj medicini jedna od centralnih tema istraZivanja u svim oblastima jeste
odredivanje i1 standardizacija idelane dijagnosticke metode. Osnovni zahtevi idealnoj
dijagnostickoj metodi ukljuc¢uju mogucnost te metode da pouzdano daje informaciju o
stanju zdravlja ciljne funkcionalne jedinice, o pojavi bolesti i njenoj aktivnosti i da se
moze koristiti za evaluaciju terapijskog ishoda (Lee i sar. 2009). Takva metoda treba da
bude ne invazivna, lako izvodljiva, reproducibilna i finansijski dostupna. Osnovni
naucéni motiv za traganje za metodom ovaknih karaketristika je ¢est nedostatak klinickih
metoda koje nisu dovoljno sofisticirane da bi ponudile informaciju o pojavi bolesti,
odnosno o momentu prelaska iz fizioloSkog u patolosko stanje, kao ni za pracenje
aktivnosti 1 progresije bolesti kao Sto je slucaj sa dijagnostickim ogranic¢enja dubine
parodontalnog dZepa, nivoa pripojnog epitela i radioloSkog nalaza u parodontologiji 1
implantologiji (Buduneli i Kinane 2011). Ovo ogranicenje klinickih metoda rezultira u
propustanju vremena od momenta pojave bolesti koje proporcijonalno umanjuje uspeh
terapije, a Cesto 1 u izboru neadekvatnog terapijskog plana. Kako ovaj problem postoji u
parodontologiji i implantologiji, i u ovim oblastima obavljaju se brojna istrazivanja u
cilju determinisanja pouzdane i kompletne dijagnosticke metode. Prilikom razmatranja
potencijalnih dijagnostickih metoda, metoda odredivanja biomarkera usvojena je kao
najvalidnija metoda za monitoring stanja ispitivanog tkiva, koje se odreduju direktno u

uzorku tkiva ili u uzorku telesnih tec¢nosti. U cilju povecanja verodostojnosti dobijenih
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rezultata, teznja je da se biomarkeri odreduju iz uzorka koji je u $to direktnijem
kontaktu sa ispitivanim tkivom kao bi se eliminisao uticaj sistemsmskih faktora i dobila
Sto realnija informacija o stanju ispitivanog tkiva. Tako se u parodontologiji i
implantologiji obi¢no koristi ili uzorak tkiva ili, mnogo cesc¢e, uzorak GCF odnosno
PICF ili salive jer su u te fluide potpopljena tkiva koja se ispituju, te posledi¢no ove
teCnosti absorbuju sve tkivne metabolite i na taj nacin se dobija mnogo preciznija
informacija o ovim tkivima nego u uzorku krvi. Kada se razmatraju pluvacka i
GCF/PICF kao dijagnosticki medijum u pracenju stanja parodontalnih/peri-implantnih
prioritet se ipak daje GCF/PICF jer su ovi fluidi u direktnom kontaktu sa ciljnim
tkivima. Prioritet se dodatno daje ovim medijumima iz razloga jer je lokalna
koncentracija ispitivanih molekula u ovom sluc¢aju daleko manja od istih parametara na
nivou krvi i drugih telesnih fluida prema kojima su Cesto kreirani dijagnosticki kitovi, i

iz tog razloga je Cesto teSko dostignuti detekcioni prag dijagnostickog testa.

GCF/PICF predstavljaju bioloski fluid poreklom iz seruma koji odgovara
inflamatornom eksudatu. GCF/PICF pouzdano reflektuju tekuée procese u
parodontalnim/peri-implantnim tkivima koji ga inac¢e produkuju, i time ove te¢nosti
sadrze delove i produkte lokalnog metabolizma (Armitage 1996). Preko 65 biomolekula
je istrazeno u GCF u cilju odredivanja njihovog potencijala kao biomarkera.
Biomolekuli koji se usvajaju kao markeri stanja parodontalnih/peri-implantnih tkiva su

podeljeni u tri grupe (Armitage 2004):
1. Enzimi poreklom od domacina i njihovi inhibitori
2. Zapaljenski medijatori i modifikatori imunoloskog odgovora

3. Produkti tkivne destrukcije

1.5.1. Karakteristike koStanog tkiva i njegovog metabolizma

Kostano tkivo predstavlja specijalizovano vezivno tkivo ¢ija je osnovna karakteristika
mineralizovanost. Kao i svako vezivno tkivo, koStano tkivo sainjeno je od

intercelularnog matriksa i kostanih Celija. Intercelularni matriks je sacinjen od manje
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zastuplene organske komponente i predominante neorganske komponente. Organizacija
tkiva se zasniva na mrezi vlakana kolagena tip-1 izmedu kojih se interponiraju joni
kalcijuma i fosfata organizovani u formu kristala hidroksiapatita rasporedenih na ta¢no
odreden nacin, gde ovakva arhitektura i sastav obezbeduju osnovne funkcije ovog tkiva.
Osnovnih funkcija ovog tkiva medu kojima su najznacajnije: pruzanje potpore i zastita
dubljih struktura zasnovano na sposobnosti odoljevanju silama, mesto pripoja miSica,
formiranje celija i depo minerala, odnosno odrzavanje homeostaze jona kalcijuma i
fosfata. Osteoblasti su osnovne ¢elije koStanog tkiva, to su visoko diferentovane celije
¢ija je osnovna funkcija produkcija koStanog matriksa. One imaju niski migracioni i
proliferativni kapacitet, a nastaju stimulacijom inducibilnih osteogenih progenitornih
celija najceSe koStanim morfogenetskim proteinima (BMP), vaskularnime endotelnim
faktorom rasta (VEGF), insulinskim faktorom rasta (IGF), faktorom rasta poreklom iz
trombocita (PDGF), i drugima. Kostano tkivo je metabolicki veoma aktivno tkivo iz
razloga jer se njegova struktura i funkcionalnost odrzavaju zasnovano na dva konstanto
prisutna procesa, a to su koStana modelacija i remodelacija. KoStana modelacija
podrazumeva promene u arhitekturi tkiva u cilju adaptacije na opterecenje odnosno sile
u cilju povecava nja otpornosti na mestu izloZenosti silama. KoStana remodelacija
podrazumeva promene mineralizovanosti kosti bez propratne promene arhitekture, i
¢ine je resorpcija i apozicija. Homeostaza kosti zasniva se na ravnotezi izmedu procesa
resorpcije 1 apozicije, a sam proces je afektiran brojnim lokalnim i sistemskim
faktorima. Najznacajniji faktori su mehanicke sile, hormoni (parathormon, tiroidni
hormoni, vitamin D, estrogen, kortizol,adrogeni hormoni, kalcitonin i hormoni rasta),
faktori rasta (IGF, transformisuci faktor rasta-TGF), citokini (IL-1, IL-6, IL-8, IL-11,
IL-17, TNFa, IFNy, i drugi) i lipololisaharidi odnosno faktori virulencije bakterija
(Watts 1999, Theoleyre i1 sar. 2004, Taubman i sar. 2005). Sam metabolicki proces
zasnovan je na intercelijskoj i intracelularnoj signalizaciji vodenoj biomolekulima koji
se produkuju ili eksprimiraju na povrsini ¢elija na odredeni stimulus i ulaze u direktnu
interakciju sa kompatibilnim receptorom, ili se indirektno umece afektirajuci interakciju
receptora i liganda. Povecana stimulacija dovodi do porasta ovih induktivnih
biomolekula ¢ime se povecava broj ligand-receptor interakcija, odnosno uticaj na
interakcije, a broj ligand-receptor interakcija proporcionalno utice na intezitet efektorne

reakcije. Ovaj obrazac predstavlja osnovni obrazac funkcionisanja koStanog
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metabolizma. Uravnotezenost izmedu pro-formativnih i pro-resorptivnih stimuli§uc¢ih
faktora diktira stanje koStanog tkiva i u slucaju kada jedan od dva predominira, nastupa

posledi¢ni poremeca;.
1.5.2. Biomarkeri gubitka kosti

Biomarkeri gubitka kosti predstavljaju veliki naucni i klinicki trend u savremenoj
medicini, jer ova dijagnosti¢ka metoda predstavlja ne invazivnu reproducibilnu metodu
koja pouzdano reflektuje stanje kosti, nadomescujuc¢i nedostatke konvencionalnih
klini¢kih 1 radioloskih bolesti posebno u fazi pojave bolesti i pracenja njene aktivnosti i
reaktivacije. Ovo svojstvo biomarkera zasnovano je na tome jer biomarkeri ne
predstavljaju niSta drugo nego biomolekule involvirane u regulaciju koStanog
metabolizma ili molekule produkte destrukcije tkiva, pri ¢emu su i jedan i drugi proces
najintezvniji na pocetku bolesti i u njenoj aktivnoj i akutnoj fazi, gde su upravo ove faze
kriticne za prepoznavanje pomocu drugih konvencionalnih metoda. Takode, ova metoda
pruza precizniji metod za odredivanje opsega odnosno inteziteta procesa, Sto se svakako
ne moze posti¢i kliniCkim metodana, a pokazano je da bez obzira na napredne i
standardizovane imidzing metode, biomarkeri daju mnogo preciznije informacije (Watts

1999).

U procesu gubitka kosti, odnosno u procesu kostane resorpcije proces osteoklastogeneze
predstavlja kljuéni proces. Osteoklastogeneza podrazumeva proces sazrevanja
osteoklasta iz pre-osteoklasta i pojacavanje aktivnosti zrelih osteoklasta. Osteoklasti
histoloski predstavljaju multijedarne gigantske celije nastale fuzionisanjem monocita,
koje sadrze veliku koli¢inu lizozimskih granula punih litickih enzima koje im daju visok
degradativni potencijal. Osteoklastogeneza zastupljena u peri-implantitisu i u
parodontopatiji predstavlja inflamatornu osteoklastogenezu koja za osnovni stimulus
koristi lokalnu inflamaciju, preciznije dostizanje kriticnih koncentracija pro-
inflamtornih ~ medijatora. ~ Centralni  regulatorni  mehanizam  inflamatorne
osteoklastogeneze zasnovan je na interakciji Clanova trijade RANK/RANKL/OPG
(Crotti 1 sar. 2003, Nagasawa i sar. 2007, Dutzan i sar. 2009).

RANK poznat i kao receptor faktora diferencijacije osteoklasta je 11A ¢lan TNF

superfamilije. Humani RANK je transmembranski receptor sacinjen od 616 amino
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kiselina, eksprimiran primarno na monocit/makrofag ¢elijskim linijama ukljucujuéi pre-
osteoklaste, osteoklaste, B i T limfocite, dendritske celije i fibroblaste (Khosla 2001,
Kwan i sar. 2004). Kako je RANK lokalizovan na povrsini pre-osteoklasta i osteoklasta
njegova ligacija dovodi do diferencijacije i maturacije nezrelih osteoklasta i paralelno
do pojacavanja aktivnosti zrelih osteoklasta (Collin-Osdoby i sar 2001, Soedarsono i
sar. 2006, Buduneli N, i sar. 2009). Aktivacija RANK-a za posledicu ima regrutaciju
TNFR-faktor udruzenih proteina koji reguliSu transdukciju signala od RANK-a sa
posledicnom aktivaciom Nf-kB puta mitogen-aktivirane protein kinaze. Ova dva
mehanizma su klju¢ni mehanizmi za ekspresiju i transkripciju gena koji kodiraju pro-
inflamatornie citokine. Mehanizam je zasnovan na brzoj translokaciji gena sa
posledi¢nom biosintezom ciljnih pro-inflamatronih citokina. Na taj nacin dolazi do
povecanja lokalnih koncentracija pro-inflamatornih citokina i do produbljivanja
inflamacije i inflamatorne osteoklastogeneze. Specificna karakteristika ovog receptora
je da se moze aktivirati na dva nacina, konvencionalnim mehanizmom pomocu svog
liganda (RANKL-a) i lignad-nezavisno putem autoligandovanja pod uticajem pro-

inflamatornih citokina i LPS-a (Kanazawa i Kudo 2005, Otero i sar. 2010).

RANKL poznat i kao faktor diferencijacije osteoklasta i ligand osteoprotezerina je
protein od 35KDa sacinjen od 316 amino kiselina (Lacey i sar. 1998, Wong i
sar.1998,). Na samom ligandu se razlikuje njegov transmembranski deo i ligand
vezujudi region, a postoje tri izoforme, 2 membranske i solubilna forma (Ikeda 2001).
Membranska forma je poznata kao mnogo potentnija (Nakashima i sar. 2000), a
solubilna forma (sSRANKL) nastaje secenjem membranske forme pomocu dezintegrin-
metaloproteinaznog TNFa konvertujueg enzima (Lum i sar. 1999) i predstavlja
indirektnu meru RANKL-a. RANKL eksprimiraju celije koStane srzi, fibroblasti,
endotelne celije, epitelne Celije, osteoblasti, osteoklasti i T-limfociti. Njegova ekspresija
je stimulisana hormonima (parathormonom, adrenalinom, 17p-estradiolom i
glikokortikoidima), citokinima (IL1, IL6, ILS, IL11, IL17, TNFa i IFNy) i LPS-om
(Theoleyre i sar. 2004, Taubman i sar. 2005, Bostanci i sar. 2007). Sakelari i saradnici
su utvrdili pozitivnu korelaciju koncentracije SRANKL-a sa najznacajnijim, odnosno
najagresivnijim  parodontopatogenima, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,

Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia and Treponema denticola (Sakelari sar.
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2008) sto ukazije na znacaj SRANKL-a kao prognostickog markera parodontopatije 1

infekcija udruzenih sa ovom mikroflorom.

OPG poznat i kao faktor inhibicije osteoklastogeneze i folikularni faktor poreklom iz
dendritdkih ¢elija je polipeptid sacinjen od 380 amino kiselina (Simonet i sar. 1997,
Tsuda i sar. 1997, Kwon 1 sar. 1998, Yun i sar. 1998). OPG exprimiraju ¢elije kostane
srzi, dendritske cCelije, folikularne denritske éelije, limfoidne celije, endotelne Celije,
fibroblasti, monociti, B i T limfociti i megakariociti. Njegova ekspresija je pozitivno
regulisana estrogenom, TNF, gonadotropnim hormonom i TGFf, a negativno je

regulisan parathormonom i glukokortikoidima.

Trijada ova tri molekula predstavlja kljuéni regulatorni Sant osteoklastogeneze, gde
balans izmedu interakcija RANK-a i RANKL i interakcija OPG-a i RANKL a
determiniSe koStanu homeostazu, odnosno predstavlja ciljnu kariku za razvoj kostane
resorpcije usleden patoloskim faktorima. OPG re cirkuliSuci receptor RANKL-a i na taj
nacin antagonizuje prekomerne interakcije RANK-a i RANKL-a i ovaj obrazac podleze
uticaju brojnih osteotropnih faktora. U patoloskim uslovima usled snazne stimulacije
dolazi do prekomernog eksprimiranja RANKL-a koji nadmasuje OPG kapacitete, Sto

rezultuje koStanom resorpcijom.

Zasnovano na svojim bioloskim karakteristikama, RANKL i OPG su ispitivani u
parodontologiji i implantologiji. Utvrdeno je da su poveéane koncentracije RANKL-a i
snizene koncentracije OPG-a udruzene sa parodontopatijom, pa su ovi biomolekuli
usvojeni kao dijagnosticki biomarkeri parodontopatije (Sakellari i sar. 2008). Takode je
utvrdeno da je relativni odnos RANKL/OPG biomarker parodontopatije i da ima mozda
¢ak 1 precizniji dijagnosticki potencijal od pojedinacnih biomolekula, medutim utvrdeno
je da odnos pouzdano ukazuje na prisutnost parodontopatije, ali da ne reflektuje
pouzdano aktivnost bolesti pa se ne moze koristiti kao pouzdani dijagnosticki marker za
paracenje terapijskog ishoda (Belibasakis i Bostanci 2011). U implantologiji je znatno
manje istrazivanja sprovedeno o RANKL-u i OPG-u, i iz tog razloga su stavovi dosta ne
homogeni. Medu prvim objavljenim rezultatima iz ove oblasti nasli su se rezultati
Monova i saradnika (Monov et al. 2006) koji nisu uspeli da dokazu OPG ni u jednom od
84 ispitivanih uzoraka, pri ¢emu je SRANKL dokazan u odredenom broju uzoraka, ali

autori nisu uspeli da postignu nijednu korelaciju vezano za njegove koncentracije. Sa
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druge strane Arikan je sa sardnicim u svoje dve studije (Arikan i sar. 2008, Arikan i sar.
2011) uspeo da detektuje OPG u skoro svim ispitivanim uzorakak i utvrdili su pozitivnu
korelaciju izmedu visokih koncentracija OPG u PICF i peri-implantne inflamacije,
odnosno peri-implantitisa, dok je sSRANKL dokazan u izuzetno malom procentu

uzoraka i ni jedna znacajna korelacija nije utvdena za ovaj marker.

Prema naSem saznanju, ne postoje publikovani rezultati o koncentraciji i profilu RANK-

a u parodontopatiji i peri-implantitisu.

Katepsin K pripada grupi cistein proteaza i predstavlja jedinstveni enzim iz grupe
lizozimskih enzima koji ima sposobnost degradacije kostanog matriksa (Rantakokko i
sar. 1996, Drake i sar. 2006). Ovaj enzim je visoko eksprimiran od strane osteoklasta i u
kiseloj sredini, aktivirani katepsin K degradira koStani matriks ukljucujuci kolagen tip-
1, osteopontin i osteonektin i na taj nacin predstavlja znacajan faktor u koStanoj
remodelaciji i koStanoj destrukciji (Okaji i sar. 2003, Mogi i sar. 2007).
Osteoklastogeneza je visoko regulisan slozeni proces zasnovan na migraciji,
proliferaciji, diferencijaciji 1 fuziji progenitornih ¢elija koordinisano od strane trijade
RANK/RANKL/OPG, gde posledi¢no dolazi do sazrevanja i formiranja zrelih
osteoklasta i stimulacije njihove aktivnosti. Zreli osteoklasti se karakteriSu zonom
lepljenja ("sealing zone") kojom se adaptiraju za povrSinu kosti, u sledecoj fazi dolazi
do formiranja ekstracelularnog lizozomskog kompleksa i oslobadanja njegovog sadrzaja
koji dovodi do zakiSeljavanja sredine, i time do optimizacije uslova za aktivnost
paralelno oslobodenog katepsina-K (Teitelbaum 2000). Katepsin-K se sintetiSe u
zimogenoj formi, ali ga osteoklasti oslobadaju iskljucivo a aktiviranom obliku (Dodds i
sar. 2001), i on se smatra najspecificnijim markerom aktivne koStane resorpcije i

direktne osteoklastne aktivnosti (Okaji i sar. 2003, Mogi i sar. 2007).

Pokazano je da su visoke koncentracije katepsina-K udruzene sa hroni¢nom
inflamacijom (Skoumal i sar. 2005), paralelno, infekcija obara lokalni pH obezbedujuci
lokalne uslove reakcije enzima, $to navodi na ¢injenicu da je katepsin-K dobar marker
osteoklastne aktivnosti u inflamatornim oboljenjima tipa peri-implantitisa 1
parodontopatije. Studije sprovedene u parodontologiji su pokazale da je povecanje
katepsina-K udruzeno sa parodontopatijom (Mogi i sar. 2004, Mogi i Otogoto 2007), i

da se njegova koncentracija smanjuje nakon kauzalne terapije parodontopatije (Garg i
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sar. 2009). Takode, Mogi i Otogoto (Mogi i Otogoto 2007) su pokazali pozitivhu
korelaciju katepsina-K i RANKL-a u hroni¢noj parodontopatiji i ukazali na njihovu
zajednicku ulogu u osteoklastogenezi. O katepsinu-K u okvitu metabolizma peri-
implantnih tkiva su objavljeni rezultati samo 3 studije, u kojima je pokazano da je
povecanje koncentracije katepsina-K, odnosno njegove aktivnosti pozitivno udruzeno sa

peri-implantitisom (Strbac 1 sar. 2006, Yamalik i sar. 2011, Yamalik i sar. 2012).

Sklerostin poznat i kao ligand gustine kosti je glikoprotein produkt gena SOST, i
predstavlja negativni regulator koStane formacije. Sklerostin eksprimiraju ¢elije koje su
involvirane u metabolizam mineralizovanog intercelularnog matriksa: osteociti,
hipertrofi¢ni mineralizovani hondrociti i cementociti (van Bezooijen i sar. 2004, van
Bezooijen i sar. 2009), pri cemu ga osteoblasti i osteoklasti ne eksprimiraju. Sklerostin
predstavlja antagonistu kostanih morfogenetskih proteina (BMP) i intezivni inhibitor
Wnt singnalizacije, centralnog regulatornog obrasca kostane mase (Ellies i sar. 2006,
ten Dijke 1 sar. 2008).
Sklerostin poseduje vise mehanizama kojima deluje na koStani metabolizam u smeru
redukcije mineralnog sadrzaja, debljine korteksa, koli¢ine trabekularne kosti i otpornosti
same kosti. Ovaj biomolekul inhibira razvoj osteoblasta pocevsi od proliferacije
osteogenih celija, pa do rane i kasne diferencijacije osteoblasta (Winkler i1 sar. 2003,
Sutherland i sar. 2004). Istovremeno on stimulira apoptozu osteocita i osteoblasta
(Sutherland i sar. 2004), dovodi do povecanja aktivnosti kaspaza i DNK udruzenih sa
fragmenitiranim histonima u mezenhimalnim c¢elijama i moze dovosti do apoptoze
osteocita auto-ligiranjem sopstvenih receptora (van Bezooijen i sar. 2005).
Sklerostin se obi¢no dovodi u vezu sa gubitkom kosti kao posledica smanjenja ili
gubitka opterec¢enja kosti (Suva 2009), medutim pro-inflamatorni citokini afektiraju
sklerostin u smeru njegovog porasta (Wehmeyer i sar. 2010) ¢ineé¢i ga znacajnim
faktorom inflamatorne osteoklastogeneze. Takode, utvrdeno je da se koncentracija
sklerostina povecava sa godinama (Ulrike i sar. 2011), ali taj mehanizam jo§ uvek nije
potpuno objasnjen. Appel je sa saradnicima (Appel i sar. 2009) pokazao da je smanjenje
koncentracije sklerostina udruzeno sa ankilozitajuéim spondilitisom odnosno
fenomenom ankiloze.
Prema naSem saznanju, ne postoje publikovani rezultati o distribuciji 1 profilu
sklerostina u parodontologiji 1 peri-implantitisu, ali uzimajuéi u obzir njegovu
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involviranost u inflamatornu osteoklastogenezu 1 osteoklastogenezu udruzenu sa
poremeéenim optereCenjem kosti, ovaj marker bi mogao da nade svoje mesto kao

biomarker stanja peri-implantne kosti.

VEGF poznat i kao vaskulotropin, odnosno faktor vaskularne permeabilnosti
predstavlja kriticni faktor angiogeneze kako pod fizioloskim, tako i u patoloskim
uslovima (Booth i sar. 1998). U okviru regulacije angiogeneze VEGF reguliSe sve
instance procesa ukljucujuéi proliferaciju endotelnih c¢elija, sekreciju proteolitiCkih
enzima, hemotaksu 1 migraciju. Na bazi svog visokog potencijala poveéanja
permeabilnosti endotela koji je 50,000 puta veci od histamina (Connolly 1989), VEGF
predstavlja glavni faktor u pojavi edema i oticanja. VEGF je glikoprotein od 42 kDa
koji se javlja u cetiri izoforme pri ¢emu je najzastupljenija i najceSce razmatrana
VEGF¢s 1 ona odgovara nativnoj formi VEGF (Ferrara i sar. 1989, Houck i sar. 1992).
VEGF je involviran u brojne fizioloske procese rasta i razvoja, takode i u procese
zarastanja, ali ovaj faktor rasta je istovermeno udruzen sa brojnim patoloskim
procesima. U prvom redu, VEGF je udruZen sa neoangiogenezom kod tumora (Senger
1986), medutim sada se ovaj faktor pripisuje patogenezi razli¢itim inflamatornim
stanjima kao §to su reakcija kasne preosetljivosti, reumatoidni artritis i parodontopatija
(Brown 1995, Booth i sar. 1998, Suthin i sar. 2003). Inflamacija uzrokovana
parodontopatogenima se karakteriSe visokim lokalnim koncentracijama pro-
inflamatornih medijatora, Sto je od znacaja za VEGF je su pro-inflamatorni medijatori
poput prostaglandina E2 (PGE,), IL-1, IL-6 i TNFa stimulatori VEGF-a (Ben-Av 1 sar.
1995, Frank i sar. 1995). Iz tog razloga su sprovedene studije u parodontologiji i
utvrdena je utvrdena povezanost VEGF sa parodontopatogenima i sa parodontalnom
inflamacijom (Booth i sar. 1998, Suthin i sar. 2003). Prema naSem saznanju ne postoje
publikovani rezultati o profilu VEGF-a u peri-implantnim tkivima, ali uzimajuéi u obzir
njegovu udruzenost sa inflamacijom, pre svega parodontalnom, kao i sa reakcijama
kasne preosetljivosti, ovaj molekul bi potencija mogao da nade dijagnosticku ulogu u

monitoringu peri-implantnih tkiva oko titanijumkih oralnih implantata.
1.5.3. Koncept odredivanja biomarkera gubitka kosti u peri- implantitisu

Proces odredivanja i profiliranja biomarkera stanja kosti iz PICF predstavlja naucni

izazov koji kao rezultat daje objasnjenja lokalne biologije peri-implantnih tkiva i
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patogeneze gubitka kosti, i paralelno moc¢an alat za pouzdano pracenje stanja zdravlja
peri-implantnih tkiva, prelaska u patolosko stanje odnosno pocetka bolesti, aktivnosti i
obima bolesti i za pracenje ishoda terapije. Peri-implantitis predstavlja patogenetski
dublikat parodontopatije i iz tog razloga se predhodna saznanja iz oblasti parodontalnog
istrazivanja Cesto koriste kao polaznice za istrazivanjima u implantologiji. Takode,
patogenetska sli¢nost ¢ini parodontopatiju faktorom rizika oralnog implantata (Schou i
sar. 2000) jer je pokazano parodontopatogeni poreklom od izvadenog zuba koji se
nadoknaduje ili od susednih preostalih zuba, kontaminiraju implantne povrSine (Sumida
i sar. 2002, Aoki i sar. 2009). Lokalni regenerativni potencijal tkiva koje je
parodontoloski kompromitovano, pogotovo u slucaju agresivne parodontopatije moze
svakako afektirati proces zarastanja kao osnovnu fazu oseointegracije i time dovesti do
predominante reparacije na racun regeneracije, do fibroznog zarastanja ili neke druge
rane ili kasne komplikacije (De Boever i sar. 2009). Medutim, kako izmedu
parodontalnog i peri-implantnog tkiva postoje strukturne i funkcionalne razlike, u
prvom redu odsustvo periodoncijuma i cementa oko implantata i prisutnost ankiloti¢ne
veze sa kosti postignute slozenim bioloSkim mehanizmom oseointegracije, Cesto je
profil biomarkera oko implantata drugaciji u odnosu na prirodne zube ¢ak i u uslovima
zdravlja (Nowzari i sar. 2010). Osim toga, varijacije mikro i makro dizajna implantata
ili njegovih komponenti koje su cesto modifikovane u smeru povecanja prijemcivosti
tkivu, takode menjaju lokalni metabolizam (Albouy i sar. 2012), a samim tim 1 profil
biomarkera. Ovaj faktor retko kada direktno ugrozava implantat, ali zato u kombinaciji
sa drugim faktorima kao §to je infekcija dovodi do znacajno veéeg problema, $to samu
inflamaciji ¢ini obimnijom u odnosu na parodontalnu destrukciju (Quirynen i sar. 2002).
Iz svih navedenih razloga, proces odredivanja profila biomarkera oko implantata

predstavlja slozeni postupak.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja bio je da se isplta potencijal RANK-a, sRANKL-a, OPG-a,
Katepsina-K, Sklerostina i VEGF-a kao biomarkera gubitka potporne kosti implantata.

U okviru ovog glavnog cilja pod-ciljevi su bili:

I.  Odredivanje koncentracije markera koStanog metabolizma u peri-implantnoj
(PICF) tecnosti u uslovima zdravog peri-implantnog tkiva, peri-mukozitisa i

peri-implantitisa.

II.  Ispitati da li su koncentracije ispitivanih markera svojstvene razli¢itim stanjima

peri-implantnog tkiva
III.  Ispitati medusobni odnos koncentracija ispitivanih biomarkera

IV. Utvrditi odnos ispitivanih biomarkera i klinickih parametara peri-implantnog

tkiva
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4. MATERIJAL I METODE

3.1 Eksperimentalne grupe i kriterijumi ukljucenja i iskljucenja

Studija je obuhvatila tri grupe sistemski zdravih nepusaca sa ugradenim endoesealnim
oralnim implantatima, opterecenih tokom najmanje godinu dana. Kriterijum iskljucenja
su bili: upotreba antibiotika u predhodna tri meseca i upotreba antiinflamatorika u
predhodna dva meseca od trenutka uzorkovanja, menstrualni ciklus, trudnoca i laktacija,

pusenje i tretiranost parodontalnih/peri-implantnih tkiva u poslednjih godinu dana.

Prvu grupu Cinilo je 35 pacijenta sa dijagnostikovanim peri-implantitisom. Kao peri-
implantitis je usvojen slede¢i nalaz: pozitivno krvarenje/supuracija na probu, PD >
Smm, u slucaju prisutne recesije vrednost relativnog nivoa pripojnog epitela
rNPE>3mm, radioloski dokaz o gubitku >2 navoja u odnosu na radiogram u trenutku

protetskog opterec¢ivanja.

Drugu grupu ¢inilo je 30 pacijenata sa dijagnostikovanim peri-mukozitisom. Kao peri-
mukozitis se usvojio slede¢i nalaz: BOP>1, PD > 3mm, vrednost rNPE=0 i negativni
radiolodki znaci gubitka koStanog tkiva u odnosu na radiogram u trenutku protetskog

opterecivanja.

Trecu grupu Cinilo je 30 pacijenata sa zdravim peri-implantnim tkivima. Za zdrava peri-

implantna tkiva usvojen je slede¢i nalaz: BOP=0, PD <3mm i vrednost INPE=0.

Svi pacijenti su pre ukljucivanja u studiju bili informiasni o procedurama i dali su svoj
pismeni pristanak na protokol koji je predhodno odobren od strane nadleznog etickog

komiteta.

3.2 Klini¢ka merenja

Anamnesticki podaci i nalazi klinickog pregleda (slika 3) su belezeni u jedinstveni
evidencioni karton. Klinicka merenja su obavljena u 6 tataka (buko-mezijalna, buko-
medijalna, buko-distalna, oro-distalna, oro-medijalna i oro-mezijalna) i ukljucice

odredivanje: krvarenja na probu (BOP) odsustvo-0, prisustvo-1, 15 sekundi nakon
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sondiranja (Ainamo et al. 1975), indeks akumulacije plaka (PI) odsustvo-0, prisustvo-1
duz marginalne ivice (Ainamo et al. 1975), PD i rfNPE graduisanom sondom (North
Carolina—Hu-Friedy, Chicago, IL, USA). U slucaju prisustva viSe peri-implantitisa ili
peri-mukozitisa kod jednog pacijenta, zapaljenje sa ve¢im defektom je bilo ukljuceno u
studiju, a u slucaju sli¢nih karakteristika defekta u 6 tacaka, najdostupnije, odnosno
anterijorno mesto je birano kao reprezentativno. Pacijenti sa utvrdenim znacima
inflamacije oko oralnog implantata su radiografisani retroalveolarnim metodom, a zatim
je nalaz uporedivan sa radiogramom uzetim u trenutku protetskog opterecivanja

implantata.
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Slika 3. Klinicki pregled: A) Sondiranje B) Odredivanje okluzalnih markera C)
Radiogram pre protetskog opterecivanja D) Kontrolni radiogram

3.3.  Uzorkovanje peri-implantne krevikularne te¢nosti (PICF)

Uzorak peri-implantne te¢nosti sakupljan je sa mezijalne povrSine reprezentativnog
implantata participanta studije. Uzorci su uzimani 24 ¢asa nakon klinickih merenja kako
bi se izbegla kontaminacija uzorka krvlju, u grupama sa zapaljenjem sa mesta sa

najve¢om dubinom sondiranja, a u grupi zdravih peri-implantnih tkiva sa najdostupnijeg
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mesta. Uzorci su dobijen i metodom filter papira (Petkovic et al. 2010). Mesto
uzorkovanja je bilo izolovano vaterolnama, posusSeno pusterom ali u smeru suprotnom
otvoru dzepa/sulkusa, supragingivalni plak je pazljivo uklanjan vaterolnom, a zatim je
sterilna filter tracica (Periopaper, Pro Flow, Amityville, NY, USA) plasirana u peri-
implantni dzep/sulkus do momenta prvog blagog otpora, i ostavljena je tokom 30
sekundi. Tracice vidljivo kontaminirane krvlju su bile odbacene. Dobijeni volumen
teCnosti iz traCica je odredivan pomocu kalibrisanog aparata Periotron 6000 (Interstate
Drug Exchange, Amityville, NY, USA), a zatim su tracice odlagane u plasticne tubice
sa 0.5mL sterilnog fosfatnog pufera. Nakon 10s vorteksovanja, uzorci su centrifugirani
tokom 5 minuta na 3000g u cilju odvajanja cCelija i debrisa, a zatime je tracica
eliminisana iz tubice. Dobijeni supernatant je, zatim, zamrzavan na -20°C do pocetka
biohemijske analize pomocu ,enzyme linked immunosorbent assays“ (ELISA)

metodom.

3.4. Evaluacija biomarkera u uzorku PICF

Komercijalni ELISA kitovi su koriS¢eni za evaluaciju koStanih biomarkera u uzorku
PICF (slika 4): Human RANK/TNFRSF11A (DuoSet, R&D Systems Inc., Minneapolis,
MN, USA), ampli-sRANKL, OPG, cathepsin-K i sclerostin (Biomedica Gruppe,
Vienna, Austria) i VEGF (Human VEGF ELISA Development Kit, Promokine,
PromoCell GmbH, Heidelberg, Germany). Minimalne detekcione granice kitova su bile
sledece: sSRANKL (0.02 pmol/L), RANK (62.5 pmol/L), OPG (0.14 pmol/L), katepsin-k
(1.1 pmol/L), sklerostin (2.6pmol/L) i VEGF.

Ukratko, mikroploca je bila oblozena antitelima specificnim za ciljne biomarkere.
Uzoreci i standardi su plasirani u bunare i inkubirani tokom 3 sata na sobnoj temperature.
Nakon ,,pranja“ ploce, enzimom obeleZena antitela specifi¢na biomarkeru su dodavana
u svaki bunar. Zatim je ploca inkubirana tokom 2 sata na sobnoj temperaturi i bunari su
ponovo ,,prani“. Nakon inkubacije od 20-30 minuta, stop-rastvor (sulfuri¢na kiselina) je
dodavan i reakcija je zaustavljana. Boja koja se pojavila je bila proporcijalna koli¢ini
vezanih biomarkera u inicijalnoj fazi, i njen intezitet je evaluiran pomocu

spektrofotometrije (450/620 nm, ELISA processor 11, Boehring, Germany).
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Slika 4. Evaluacija biomarkera ELISA metodom

Kalibraciona kriva je bila zadata regresionom analizom, a opticka gustina uzorka je
koriS¢ena za estimaciju koncentracije biomarkera. Koncentracija biomarkera je izraZzena
kao biomarker po uzorku (biomarker (pg)/ PICF volumen (mL), odnosno (ng)/mL za
VEGF). U studiju su bile ukljucene isklju¢ivo koncentracije koje su se nalazile u opsegu
primenjenog ELISA kita, a uzorci ¢ije su koncentracije prevazivazile opseg bili su

eliminisani iz istrazivanja.
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3.5. Statisticka anliza podataka

Primarne ishodiSne varijable u istrazivanju su bile koncentracije RANK, sRANKL-a,
OPG-a, Cathepsin-K, Sclerostin-a i VEGF-a u uzorku PICF. Sekundarne ishodi$ne
varijable bile su BOP, PI, PD i rCAL koje su izrazene kao srednja vrednost merenja u 6
tacaka po implantatu. Svi parametri su izrazeni kao srednja vrednost, standardna

devijacija, vrednost medijane i intervala poverenja.

Kako je statisticki uzorak bio relativno mali, u analizi su primenjeni ne-parametrijski
testovi. Demografski parametri poput pola i godina starosti su uporedivani pomocu hi-
kvadrat testa. Poredenje medu grupama izvrSeno je pomocu Kruskal-Wallis testa, a
zatim su razlike evaluirane pomocu Mann-Whitney testa. Korelacije izmedu merenih
parametara su merene pomocu "Spearman’s rank correlation" testa. Sve analize
izvrSene su pomocu statistickog paketa SPSS (SPSS 20.0, Inc., Chicago, IL, USA) sa

nivoom znacajnosti postignutim na 5% (p <0.05).

27



5. REZULTATI

Sprovedeno istrazivanje predstavlja studiju preseka, koja je obuhvatila 95 pacijenata,

od kojih 35 sa dijagnostikovanim peri-implantitisom, 30 sa dijagnostikovanim peri-

mukozitisom i 30 sa zdravim peri-implantnim tkivima.

4.1.

Demografske i deskriptivne karakteristike podataka ispitivanih grupa

Svi ispitanici su bili slicnih godina starosti i bez statisticki znacajnih razlika u

distribuciji godina izmedu ispitivanih grupa (Tabela 1). Zapremina PICF je bila

znacajno veéa kod peri-implantitisa u poredenju sa zdravim peri-implantnim tkivima

(p=0.003) i u poredenju sa peri-mukozitisom (p=0.000) (Tabela 1).

Tabelal. Deskriptivne karakteristike godina starosti, zapremine

parametara izmedu grupa.

PICF 1 klinickih

Zdrava peri-
implantna tkiva

Peri-mukozitis

Peri-implantitis

54.66+12.24

Godine starosfti (49.7: 50.00-59.31)

0.48+0.14

PICF (pg/mL) (0.45: 0.44-0 58

51.83+14,94
(43.2: 36.15-67.52

0.39+0,19
(0.35: 0.28-0.56)

57.39+13.14
(53.2: 51.71-63.08)

0.71+0.2
(0.67:0.31-1.92)

PI /PM p=0.250
PI/ZI p=0.188
PM /ZI p=0.378

PI =PM p=0.000~*
PI=ZI p=0.003*
PM /ZI p=0.210

PI/PM p=0.512

0.87 £0.551 3.65=0.745 3.88+ 1.452 . w -

L (1.0: 0.72-1.02) (3.97: 3.30-4.00) (4.0: 3.42-4.34) gi'[ Eélg:g'ggg*

i 0 5.25+0.639 5.51+0.506 g thII P:%'%%Z]*

(-) (5.0: 4.95-5.55) (5.0: 5.35-5.67) Plxi 71 3:0'.000*

PI= PM p=0.000*

rCAL (nm) ((_)) ([_)) (it?iiﬁ%izgi) PI>/Z1 p=0.000*

e T PM /ZI p=1.00

i iy 1.8341.62 2.95+0 .60 4.71£1.43 iciggateg gfg'ggg:
P » 2 242 i i : =0.

(1.53:1.67-2.00) (3.10:2.67-3.23) (5.21:4.25-5.16) PM= 7T p=0.000*

*Sve vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + standardna devijacija i interval poverenja. *- p<0.05
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Rezultati deskriptivne statistike klinickih parametara su istaknuti u tabeli 1. Svi mereni
klinicki parametri su bili statisti¢ki znacajno veéi kod peri-implantitisa u odnosu na
zdrava peri-implantna tkiva, ukljucujuci PI (p=0.000), BOP (p=0.000), rCAL (p=0.000)
i PD (p=0.000). U komparaciji klinickih parametara izmedu peri-implantitisa i peri-
mukozitisa, utvrdeno je da su rCAL (p=0.000) i PD (p=0.000) bili znacajno veéi kod
peri-implantitisa. U analizi klini¢kih parametara izmedu peri-mukozitisa i zdravih peri-
implantnih tkiva, jedini klinicki parametar koji nije bio znacajno veci kod peri-

mukozitisa bio je tCAL (1.00).

Karakteristike implantata ukljucujuéi dijametar, region 1 duzinu opterecenosti, istaknuti

su u tabeli 2.

Tabela 2. Karakteristike implantata na nivou kojih je evaluirana koncentracija
biomarkera po grupama.

nfpd]l;fg ;J ’rsllclna Peri-mukozitis Peri-implantitis
Diametar implantata (%)
4.5mm 29.6 333 45.5
4.0pm 48.1 - 227
3.5, 3.7 - 45
3.2mm 18.5 66.7 27.3
Region (%)
Frontalni region maksile 13.7 375 25.8
Premolarni region maksile 17.6 37.5 9.7
Bo¢ni region maksile 7.8 - 3.2
Frontalni region mandibule 11.8 12,5 226
Premolarni region mandibule 196 i 16
Bocni region mandibule 294 12.5 16.1
Decinga orectonasi 4842253 4£3.56 6.85+4.59
implantata (5.85-3.86) (8.71-1.29) (8.99-4.7)

*Vrednosti duzine optereé¢enja implantata su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija (interval poverenja)
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4.2  Distribucija koncentracija biomarkera izmedu grupa

U svim analiziranim uzorcima PICF-a su dokazane koncentracije RANK-a, SRANKL-
a, OPG-a, katepsina-K i VEGF-a iznad detekcionog limita, pri ¢emu je za sklerostin
samo 6% uzoraka bilo pozitivno. Vrednosti biomarkera u uzorku PICF i njihovi

medugrupni odnosi dati su u tabeli 3.

Koncentracija RANK-a je bila znacajno veca kod peri-implantitisa u odnosu na zdrava
peri-implantna tkiva (p=0.002), takode je bila veca i kod peri-mukozitisa u odnosu na
zdrave implantate (p=0.021). Vrednosti sSRANKL-a bile su znacajno vece u grupi peri-
implantitisa u odnosu na zdrava peri-implantna tkiva (p=0.010), ali ne i u odnosu na
peri-mukozitise, kao ni izmedu peri-mukozitisa i zdravih peri-implantnih tkiva, gde nije
postignuta statisticka znacajnost. Koncentracija OPG-a je bila znacajno vec¢a kod peri-
implantitisa u odnosu na zdrava peri-implantna tkiva (p=0.031), i to je ujedno bila
jedina znacajnost za ovaj marker. Relativni odnos sSRANKL/OPG nije bokazao znacajnu
razliku u distribuciji vrednosti izmedu ispitivanih grupa.Vrednosti katepsina-K su bile
viSe na mestima zapaljenja, ali je jedina znaCajnost uocena izmedu peri-mukozitisa i
zdravih peri-implantnih tkiva (p=0.039). Sklerostin je dokazan u izuzetno malom broju
uzoraka, ali su razlike bile upadljive pa su vrednosti bile znacajno vece u grupi peri-
implantitisa u odnosu na druge dve grupe (tabela 4). Koncentracija VEGF-a je bila
znacajno veca kod peri-implantitisa u odnosu na druge dve grupe, i grupu peri-

mukozitisa (p=0.014) i zdravih peri-implantnih tkiva (p=0.000).
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4.3. Korelacija merenih biomarkera sa klinickim parametrima

Korelacije merenih biomarkera, klini¢kih parametara i volumena PICF su date u tabeli

4. RANK i sRANKL su pokazali znacajno pozitivnu korelaciju sa svim merenim

klinickim parametrima (tabela 5), a OPG je pokazao takode znacajnu pozitivhu

korelaciju sa gotovo svim merenim klinickim parametrima, izuzev sa PI (p=0.121), a

identican slucaj je bio sa sklerostinom (tabela 4). VEGF nije pokazao nijednu znacajnu

korelaciju sa merenim klini¢kim parametrima.

Tabela 4. Korelacija merenih biomarkera i klini¢kih parametara

RANK | sRANKL | OPG | CATHEPSIN-K | SCLEROSTIN | VEGF
prcp | RE0:097 | R=0.110 | R=0221 R=-0.257 R=-0.200 R=-0.214
p=0579 | p=0413 | p=0.096 p=0.111 p=0.800 p=0.314
py | RE0422 | R=0302 | R=0228 R=0.263 R=0,926 R=0315
p=0.003* | p=0.0391* | p=0,121 p=0,029* p=0.073 p=0.057
R=0,32
pop | RE0433 | R=0327 p=00632555 R=0.145 R=1.000 R=0.307
p=0.003* | p=0.0246* . p=0.236 p=0.000* p=0.065
R=0,323 .
pp | RO369 | Ro0309 | o R=0,132 R=0.989 R=0,069
p=0.012* | p=0.0342* " p=0,289 p=0.011* p=0.683
R=0,2
AL | RE0394 | R=0357 :00(’)4ii R=0.143 1.000 R=0.257
p=0.003* | p=0.0137% | P p=0.231 p=0.000* p=0.125

4.4. Medusobna korelacija merenih biomarkera

Medusobna korelacija merenih biomarkera istaknuta je u tabeli 5. RANK je pokazao

jedinu znacajnu i pozitivnu korelaciju sa SRANKL-om (p=0.026). Sa druge strane
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sRANKL je pokazao najveci broj korelacija od svih markera, i bio je pozitivno

korelisan sa RANK-om (p=0.026), katepsinom-K (p=0.000) i sklerostinom (p=0.000).

Tabela S. Inter-korelacija merenih biomarkera.

RANK SRALNK OPG Katepsin-K | Sklerostin | VEGF
RANK R=0329 | R=-0.835 | R=-0.146 | R=-0.821 =0.003
p=0,026* | p=0.091 p=0.468 p=0.089 | p=0.991
SRANKL | R=0.329 R=0.147 | R=0.860 R=0.808 | R=0.086
p=0.026* p=0.239 p=0,000* p=0.000* p=0.617
OPG R=-0.835 | R=0.147 R=-0,156 | R=0.018 | R=0.170
p=0.091 | p=0.239 p=0,207 p=0.852 | p=0.323
Katepsin-K | R=-0.146 | R=0.860 | R=-0,156 R=1.00 | R=-0.132
p=0.468 | p=0,000* | p=0,207 p=0.019% | p=0.653
Sklerostin | R=-0.821 | R=0.808 & R=0.018 R=1.00 )
p=0.089 | p=0.000% | p=0.852 | p=0.019*
VEGF R=-0.003 | R=0.086 | R=0.170 | R=-0.132 )
p=0.991 | p=0.617 | p=0.323 p=0.653

OPG nije pokazao nijednu pozitivnu korelaciju sa merenim biomarkerima, a katepsin-K
i sklerostin su pored pozitivne korelacije sa sRANKL-om pokazali pozitivhu
medusobnu pozitivnu korelisanost (p=0.019). VEGF nije pokazao ni jednu pozitivhu

korelaciju sa merenim biomarkera.

4.5. Distribucija vrednosti biomarkera u razli¢itim regionima vilica

Distribucija vrednosti merenih biomarkera u razli¢itim regionima vilica je istaknuta u
okviru slike 5. Statistickom analizom distribucije vrednosti znacajno vece vrednosti
RANK-a su utvrdene u frontalnom regionu maksile u odnosu na premolarni region
maksile (p=0.022), premolarni region mandibule (p=0.04) i boc¢ni region mandibule
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(p=0.021). Takode, utvrdeno je da su vrednosti OPG-a bile znacajno vec¢e u frontalnom
regionu maksile (p=0.045) i bo¢nom regionu mandibule (p=0.015) u odnosu na
premolarni region maksile. Vrednosti sSRANKL-a, katepsina-K i sklerostina su bile

najvise u premolarnom regionu mandibule, ali to nije bilo od statisticke znacajnosti. Sa

druge strane, VEGF je bio najjisu u frontalnom regionu mandibule.
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Slika 5. Distribucija vrednosti merenih biomarkera u razli¢itim regionima vilica

*istaknute vrednosti predstavljaju srednju vrednost merenog biomarkera

4.6. Distribucija vrednosti biomarkera oko implantata razlicitih dijametara

Distribucija vrednosti biomarkera u peri-implantnoj tecnosti implantata razli¢itog
dijametra prikazana je u okviru slike 6. Statistickom analizom vrednosti u oko
implantata razli¢itog dijametra, utvrdeno je da je oko najveceg dijametre, odnosno 4.5

bila znacajno veéa koncentracija RANK-a (p=0.04) i katepsina-K (p=0.019) u odnosu
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na 4.0. OPG je takode bio najvisi u grupi dijametra od 4.5, ali nikakva statisticka
znacajnost nije postignuta. Vrednosti SRANKL-a, katepsina-K i sklerostina su bile
najvise oko dijametra 3.5, ali ni u ovim slucajevima ni jedna statisticka znacajnost nije
potvrdena, kao ni za VEGF koji je u najveéoj koncentraciji bio prisutan oko implantata

dijametra 4.0.
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Slika 6. Distribucija vrednosti biomarkera oko implantata razli¢itih dijametara

*istaknute vrednosti predstavljaju srednju vrednost merenog biomarkera
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6. DISKUSIJA

5.1. Glavne opservacije

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da su vrednosti RANK-a, sSRANKL-a, OPG-a,
sklerostina i VEGF-a u PICF uzorcima pacijentata sa peri-implantitisom bile znac¢ajno
vece u odnosu na zdrava peri-implantna tkiva. Ovi markeri, sa izuzetkom VEGF su bili
pozitivno korelisani sa klinickim parametrima inflamacije (BOP i PD) i gubitka kosti
(rCAL), sto dodatno potkrepljuje njihov profil markera udruzenih sa peri-implnatitisom.
Sa druge strane, vrednosti RANK-a, sSRANKL-a i OPG-a nisu bile znacajno drugacije
izmedu peri-implantitisa i peri-mukozitisa, ali su zato vrednosti sklerostina i VEGF-a
bile znacajno veée kod peri-implantitisa. Poredenjem vrednosti izmedu peri-mukozitisa
i zdravih peri-implantnih tkiva, utvrdeno je da su vrednosti RANK-a i katepsina-K bile
znacajno veée u grupi peri-mukozitisa. Vrednosti relativnog odnosa sRANKL/OPG
nisu pokazale znacajne razlike medu grupama. Analiza medusobnih korelacija merenih
biohemijskih markera pokazala je pozitivnu korelaciju sSRANKL-a sa RANK-om,
katepsinom-k i sklerostinom. U pogledu profila merenih biomarkera u razli¢itim
regionima vilica, utvrdeno je da je RANK bio znacajno veéi u frontalom regionu
maksile u odnosu na boc¢ni region maksile, takode utvrdeno je da je OPG bio znacajno
veéi u frontalnom regionu maksile i bocnom regionu mandibule, u odnosu na
premolarni region maksile. Analizom vrednosti merenih biomarkera u PICF tecnosti
implantata razli¢itih dijametara, utvrdeno je da je oko implantata najveceg dijametra

(4.5) vrednost RANK-a i katepsina-K bila znacajno vec¢a u odnosu na dijametar od 4.0.

5.2. Profil biomarkera u razli¢itim stanjima peri-implantnih tkiva

U literaturi su dostupni rezultati o distribuciji SRANKL, OPG i katepsina-K u PICF,
ali iz razloga drugacijeg dizajna studije i odsustva rezultata za RANK, sklerostin i

VEGF, komparacija u okviru diskusije ¢e biti limitirana.
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U implantologiji je sprovedeno svega 4 studije koje su merile RANKL i OPG u PICF.
Monov i sar. (Monov i sar. 2006) su evaluirali SRANKL i OPG u 84 uzoraka PICF
pacijenata sa razli¢itim stanjem peri-implantnih tkiva. OPG nije bio identifikovan ni u
jednom uzorku, dok je sRANKL je bio dokazan u 35% uzoraka, pri ¢emu nije

demonstrirao nikakvu zna¢ajnu korelaciju izmedu koncentracije i klinickih parametara.

U sli¢noj studiji (Arikan i sar. 2008) su odredivali koncentraciju RANKL-a i OPG-a u
PICF uzorcima peri-implantitisa, peri-mukozitisa i zdravih peri-implantnih tkiva. OPG
je detektovan u 79% uzoraka i pokazao je znacajnu korelaciju sa BOP, dok je sSRANKL
detektovan u samo 12% 1 nije pokazao nikakve korelacije sa klinickim znacima
inflamacije. Autori nisu istakli odnos 1 statisticku znacajnost vrednosti merenih
biomarkera izmedu grupa. U nasoj studiji postigli smo stopostotnu detektibilnost i za
sRANKL i za OPG, i utvrdili smo pozitivnu korelaciju sa svim klinickim parametrima
peri-implantne patologije, sa izuzetkom OPG/PI korelacije koja nije bila znacajna. Ove
diskrepance izmedu naSih rezultata i rezultata pomenutih studija su potencijalno
uzrokovane razli¢itim kitovima i metodologijom koja je primenjena, jer smo u nasoj
studiji koristili visokosenzitivne kitove za ELISA koji su imali nizi detekcioni limit od
kitova, primenjenih u pomenutim studijama. Za sRANKL smo upotrebili kit sa
amplifikovanom senzitivnosS¢u 1 detekcionim limitom od 0.02 pmol/L, dok su u drugim
studijama upotrebljeni kitovi sa 4 puta manjom senzitivnoséu.

Novija studija koja je takode pokazala udruzenost visoke koncentracije OPG sa peri-
implantitisom u odnosu na zdrava peri-implantna tkiva, ali nisu uspeli da pokazu
znacajne razlike za SRANKL (Arikan et al. 2011). Nasi rezultati su takode u saglasnosti
sa rezultatima Duarte 1 sar. (Duarte 1 sar. 2009) koja je pokazala da je povecana
ekspresija gena za RANKL 1 sniZen relativan odnos RANKL/OPG svojstven peri-
implantitisu. Na$§ nalaz o snizenom relativnom odnosu ova dva biomolekula

korespondira rezultatima Arikana i sar. (Arikan i sar. 2011).

Strbac 1 sar. (Strbac i sar. 2006) su u svojoj studiji ispitivali korelaciju koncentracije
katepsina-K sa peri-implantitisom i sa odgovaraju¢im klini¢kim parametrima. Autori su
pokazali da su koncentracije proteina, normalizovane prema vremenu uzorkovanja bile
znacajno veée u peri-implantitisu i bile su pozitivno udruzene sa dubinom sondiranja i

odgovaraju¢im indeksima krvarenja i plaka. Medutim, kada su vrednosti normalizovane
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prema zapremini absorbovanog volumena, nije registrovana znacajna razlika izmedu
peri-implantitisa i zdravih tkiva, $to odgovara nasim rezultatima, i utvrdena je znacajna
negativna korelacija sa PD i PI, $to nije usaglaseno sa nasim rezultatima, gde smo mi
potvrdili znacajno pozitivnu korelaciju samo sa P1.

U drugoj studiji Yamalik (Yamalik i sar. 2011) sa saradnicima je uporedivao aktivnost
katepsina-K izmedu razliCitih stanja zdravlja parodontalnih i peri-implantnih tkiva, i
pokazao je da je aktivnost enzima bila znacajno veéa kod peri-implantitisa u odnosu na
peri-mukozitis, a da nije postojala znacajna razlika u aktivnosti enzima izmedu peri-
mukozitisa 1 zdravih peri-implantih tkiva, zakljucujuéi da je aktivnost katepsina-K
pozitivno udruzena sa gubitkom kosti, a ne sa inflamacijom koja ne ukljucuje
osteoklastogenezu.

U studiji novijeg datuma, Yamalik i saradnici (Yamalik i sar. 2012) su merili aktivnost
katepsina-K u razli¢itim stanjima zdravlja potpornih tkiva prirodnih zuba i implantata, a
zatim su uporedivali vrednosti izmedu ispitivanih grupa. Grupa autora je pokazala da ne
postoje znacajne razlike u aktivnosti proteina izmedu odgovarajucih stanja u prirodnoj i
implantnoj denticiji, takode, pokazali su da postoji znaCajna razlika u aktivnosti
katepsina-K izmedu peri-implantitisa i peri-mukozitisa, izmedu peri-implantitisa i
zdravih peri-implantnih tkiva, kao i izmedu peri-mukozitisa i zdravih tkiva. Pokazali su
takode pozitivnu korelaciju ovog enzima sa PD i gingivalnim indeksom, i predlozili su
ovaj marker kao adekvatan biohemijski marker gubitka potporne kosti implantata i
prirodnog zuba. U naSoj studiji uocili smo znacajno vecu koncentraciju katepsina-K u
grupi peri-mukozitisa, i nismo uocili znacajnu korelaciju ovog markera sa gubitkom
kosti, kako je jedina znacajna korelacija postignuta sa PI. Ali treba imati u vidu da su
primenjene razli¢ite metode dokazivanja, i da aktivnost ne mora da bude obligatno

korelisana sa stvarnom koncentracijom proteina.

Prema nasem najboljem saznanju, ova studija predstavlja prvu studiju koja se bavi
odredivanjem koncentracije RANK-a u PICF pacijenata sa peri-implantitisom, peri-
mukozitisom 1 zdravim peri-implantnim tkivima. Interakcija RANK/RANKL/OPG
predstavlja kompleksan regulatorni proces u homeostazi osteoklasta (Crotti i sar. 2003,
Nagasawa i sar. 2007), pri ¢emu je podlozan uticaju brojnih faktora poput zdravstvenog
statusa, hormonskog i metabolckog statusa, konzumiranje lekova i stepena funkcije

kosti (Theoleyre 1 sar. 2004, Taubman i sar. 2005, Yoshinaga i sar. 2007). Stimulacija
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RANK-a dovodi do pokretanja kaskade Nf-kB §to pokrece 1 intezivira biosintezu pro-
inflamatornih citokina (Nichols i sar. 2001, Koide i sar. 2010). RANK receptor je
istovremeno visoko aktiviran auto-ligacijom indukovanom povecanim koncentracijama
pro-inflamtornih citokina i LPS (Kanazawa i sar. 2005, Bostanci et al. 2007, Dutzan et
al. 2009, Otero 1 sar. 2010), $to ukazuje na potencijalni mehanizam infalamcije u peri-
implantitisu. Uzimaju¢i u obzir navedene karakteristike ovog receptora, i nase nalaze da
gde je RANK ubedljivo veéi u uslovima peri-mukozitisa i jo§ viSe u uslovima peri-
implantitisa u odnosu na zdrava peri-implantna tkiva, RANK bi mogao da se razmotri
kao jedan od klju¢nih karika u inflamatornoj osteoklastogenezi u peri-implantitisu.
Kako su vrednosti RANK-a u peri-implantitisu bile ve¢e 3-5 puta u odnosu na zdrava
peri-implantna tkiva, moze se zakljuciti da je njegova aktivacija i eferentna aktivnost
bila recipro¢no uvecéana, Sto ukazuje na posledicno pojacavanje Citavog osteoklastnog
metabolizma. Paralelno, pravilo u fiziologiji receptora je da se intezitet eferentne
reakcije srazmerno povecava sa brojem ligand-receptor interakcija, a mi smo takode
pokazali da je SRANKL bio znacajno veéi u peri-implantitisu u odnosu na zdrava tkiva,
i pokazali smo da su receptor i ligand pozitivno korelisani, $to neosporno potvrduje jos
jedan mehanizam inteziviranja osteoklastogeneze posredovan RANK-om.

Imunoloska hiper-senzitivnost prisutna u peri-implantitisu (Berglundh et al. 2011) moze
potencijalno biti zasnovana na porastu RANK-a uocenom u peri-implantitisu. Takode,
treba uzeti u obzir znacajno veéi koncentraciju peo-inflamatornih citokina oko zdravih
implantata u donosu na parodontoloski zdrave zube S§to je pokazao Nowzari sa
saradnicima (Nowzari i sar. 2010). Ove poveéane koncentracije pro-inflamatornih
citokina mogu delovati na RANK i njegovu aktivnost, i time dodatno pojacati
osteoklastogenezu u peri-implantitisu. Uzimajuéi u obzir navedeno i ¢injenicu o
masivnoj kostanoj destrukciji prisutnoj u peri-implantitisu koja histoloski odgovara
lezijama agresivne parodontopatije, RANK bi mogao da bude potencijalni nosilac ovog

obrasca.

Nasi rezultati su pokazali da je RANK bio znacajnije veci i u peri-implantitisu i u peri-
mukozitisu u odnosu na zdrava peri-implantna tkiva, ali razlika izmedu vrednosti peri-
mukozitisa i peri-implantitisa nije bila znacajno drugacija, iako su vrednosti u grupi
peri-implantitisa bile vidno vece. Potencijalan razlog ovakvog profila je pozitivna

zavisnost RANK-a od koncentracija pro-inflamatornih citokina 1 stimulacije
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parodontopatogenima, koji su ve¢ uveliko i znacCajno povecani u uslovima peri-
mukozitisa (Petkovic i sar. 2010). Takode, u grupi peri-mukozitisa je bilo nekoliko
znacajno vecih vrednosti u odnosu na ostale vrednosti $to bi potencijalno moglo da
znaci da su to bile prodromalne faze peri-implantitisa. Bilansno, RANK se moze
usvojiti kao neosporni biomarker peri-implantne inflamacije, ali koji iz razloga
afektiranosti ushodnim regulatornim faktorima prisutnim u predhodnom razvojnom
stadijumu inflamacije, ne moze pouzdano ukazati na ekstendiranje inflamacije iz mekih

tkiva na kostano tkivo.

U istrazivanju smo,takode merili koncentraciju solubilne forme RANKL-a, koja
predstavlja indirektnu meru RANKL-a (Walsh et al. 2003), i iako u predhodnim
istrazivanjima istrazivaCi nisu uspeli da postignu korelaciju sRANKL-a sa peri-
implantitisom, mi smo pod nasim protokolom uspeli da postignemo statisticki znacajnu
udruzenost ovog biomarkera sa peri-implantitisom. Takode smo pokazali znacajnu
pozitivnu korelaciju ovog biomarkera sa svim merenim klinickim parametrima i sa
rCAL-om kao indikatorom gubitka marginalne kosti, ali nismo pokazali da se
koncentracija ovog molekula znaCajno razlikuje izmedu peri-implantitisa i peri-
mukozitisa. Objasnjenje za ovu pojavu bi moglo da bude sli¢no kao za RANK, zato §to
je ekspresija RANKL-a direktno stimulisana povecanom koncentracijom pro-
inflamatornih citokina i LPS, neminovnih faktora peri-mukozitisa. Iz tog razloga
mozemo zakljuciti je s RANKL pouzdani marker peri-implantitisa, ali da nema dovoljni

potencijal razlikovanja inflamacije u mekom i kostanom tkivu.

Rezultati istrazivanja su takode pokazali da je povecana koncentracija OPG udruzena sa
peri-implantnom inflamacijom, $to je suprotno profilu ovog biomarkera u uslovima
parodontalne inflamacije. Visoke koncentracije OPG su udruzene sa parodontalnom
inflamacijom pacijenata sa dijabetes melitusom tip-1 (Lappin et al. 2009), ali je takode
udruzen sa parodontalnim zdravljem kod sistemski zdravih pacijenata (Crotti et al.
2003, Bostanci et al. 2007). Ovo treba razmotriti zajednos sa ¢injenicom da se dijabetes
melitus karakteriSe imunoloSkom hiper-senzitivnos¢u Sto ga Cini slicnim sa peri-
implantitisom i to nudi potencijalno objasSnjenje za isti profil OPG-a u ova dva

oboljenja.
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Takode, pokazali smo da su SRANKL i OPG statisticki znacajno poviSeni u peri-
implantitisima u odnosu na zdrava peri-implantna tkiva, ali ne i u odnosu na peri-
mukozitis niti izmedu peri-mukozitisa i zdravih peri-implantnih tkiva, $to ukazuje da je
ovaj marker upotrebljiv za razlikovanje peri-implantitisa od zdravog peri-implantnog
tkiva, ali da nije podoban za razlikovanje prelaza iz stanja zdravlja u peri-mukozitis,
odnosno za blaze forme inflamacije. Ovaj nalaz je takode bitan jer ukazuje na to da su
ova dva markera udruzena sa stanjem gubitka kosti i da su nespecifi¢no distribuirani u

uslovima inflamacije ogranic¢ene na meka tkiva.

Sklerostin je negativni faktor koStane formacije koji deluje na nivou osteocita,
inhibirajuci oseosintezu na viSe na¢ina. Ovaj biomolekul se dovodi u vezu sa koStanom
resorpcijom kosti koja uzrokovana ne adekvatnim optereéenjem kosti, ali u smeru
smanjenog ili potpunog odsustva optere¢enja i ankiloze. Ankiloza je najverovatnije
razmotrena jer nedostatak amortizacionog tkiva dovodi do neravnomerne distribucije
opterecenja, pa su neke partije kosti ne optere¢ene, a neke su, sa druge strane,
preopterecene. Dodatno, Cesto se u ovakvim uslovima tezi ka namenskom smanjenju
opterecenja fragilnih regiona Sto sigurno afektira sam metabolizam kosti.

U literaturi ne postoje dostupni podaci o profilu sklerostina u peri-implantnim tkivima,
niti u parodontalnim tkivima. Sklerostin bio mogao da bude znacajan regulator
metabolizma peri-implantne potporne kosti iz razloga jer je veza implantata i kosti po
svojoj strukturi ankiloti¢na. KliniCari su Cesto orijentisani ka rastere¢ivanju imlnatata u
cilju prevencije dejstva ekcesivnih sila, a vrlo je tesko posti¢i pravu meru opterecenosti
implantata i ovaj parametar je tesko proverljiv. Iz tog razloga postoji niz istrazivanja
koja se bave standardizacijom protokola za utvrdivnje stepena opterecenosti implantata.
Istovremeno, sklerostin je pozitivno regulisan pro-inflamatornim citokinima, $to ga
dodatno opravdava kao potencijalni biomarker gubitka kosti u peri-implantitisu. U
nasem istrazivanju sklerostin je bio jedini biomarker koji nije bio detektovan u 100%
testiranih uzoraka, pri ¢emu se i na malom broju pozitivnih uzoraka pokazalo da je ovaj
marker bio statisticki veéi kod peri-implantitisa u odnosu, ne samo na zdrava peri-
implantna, ve¢ i na peri-mukozitise. Razmatrajuéi rezultate u celosti, ukljuc¢ujuéi dosta
negativnih nalaza i ubedljivu razliku izmedu peri-implantitisa i oba stanja u kojima nije
bio prisutan gubitak kosti, moglo bi se zakljuciti da je sklerostin u porastu u uslovima

ne adekvatnog opterecenja kosti. Uzimajuci u obzir da nisu svi uzorci peri-implantitisa
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bili pozitivni na ovaj biomarker, a da su oni koji su bili pozitivni pokazali izuzetno
visoke koncentracije sklerostina i uzimajué¢i u obzir stimulativni efekat pro-
inflamatornih citokina na sklerostin, najverovatniji obrazac sklerostina je on u porastu u
uslovima ne adekvatnog opterecenja i da je dodatno stimulisan lokalnom inflamacijom.
To navodi na zakljucak da bi sklerostin mogao da bude biomarker peri-implantitisa
uzrokovanog ne adekvatnom distribuciom biomehanickih sila, $to je jedan od dva
osnovna etioloska faktora peri-implantitisa, a kako je ne moguce da se peri-implantitis
razvije bez infekcije, ovaj faktor ¢ini da se koncentracija sklerostina toliko razlikuje u
peri-implantitisu u odnosuz da peri-mukozitis i zdrava peri-implantna tkiva. U cilju
utvrdivanja precizne biologije i obrasca ponaSanja ovog biomolekula kao osnovnog
preduslova za utvrdivanje njegovog profila kao biomarkera, neophodno je sprovesti
detaljnija istrazivanja usmerena ka utvrdivanju korelacije izmedu koncentracije
sklerostina i okluzije, odnosno optereéenosti implantata, kao i prospektivne studije radi

determinisanja profila ovog biomolekula u peri-implantnim tkivima.

VEGF predstavlja jedan od najznacajnijih mitogena za endotelne celije, tkivnu
remodelaciju, zarastanje rana i iflamatorne procese. Medutim, VEGF predstavlja
regulatorni faktor osteoklastogeneze u procesu gubitka kosti. U implantologiji ne
postoje dostupni podaci o profilu ovog faktora rasta, dok u parodontologiji postoje
svega dva rada koja su se bavila ulogom VEGF-a u patogenezi parodontopatije. Booth i
saradnici (Booth i sar. 1998) su odredivali VEGF u pearodontalnom tkivu i GCF
pacijenata sa parodontopatijom i kod pojedinaca sa zdravim parodontalnim tkivima.
Utvrdili su da da je VEGF bio eksprimiran na endotelnim celijama, neutrofilima,
plazma C¢elijama, i celijama pripojnog epitela, mekog zida parodontalnog dzepa i
gingivalnog tkiva. Utvrdili su da je totalna koncentracija faktora rasta bila znacajno
veca kod obololelih u odnosu na zdrave, medutim kada je bila preracunata u donosu na
absorbovani volumen GCEF, situacija je bila obrnuta. Takode su ispitivali korelaciju sa
klini¢kim parametrima i utvrdili su znacajno pozitivnu korelaciju sa PI. U drugoj studiji
Suthin i sar. (Suthin i sar. 2003) su evaluirali ekspresiju VEGF u gingivalnim
fibroblastima na stimulaciju razli¢itim faktorima virulencije iz Aggregatibacter
actinomycetemcomitans i Porphyromonas gingivalis, i utvrdili su da je nivo ekspresije

znaajno povecan kao odgovor na stimulaciju ispitivanim faktorima virulencije.
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Zasnovano na ovim nalazima, promovisali sui ovaj obrazac i sam faktor rasta kao
znacajne u patogenezi parodontopatije.

VEGF je ispitivan u ortopediji u cilju ispitivanja njegovog ponasanja tokom procesa
odbacivanja titanijumskih implantata. Miyanishi i sar. (Miyanishi i sar. 2003) su u
svojoj studiji ispitivali ekspresiju VEGF-a i njegovog receptora u 10 peri-protetskih
tkiva izgubljenih proteza, kvantifikovali su efekat titanijumskih partikula na
oslobadanje VEGF-a, intracelularnu signalizaciju i VEGF-zavisnu hemotaksu u
primarnoj humanoj kulturi monocita/makrofaga. Utvrdili su da je povecanu ekspresiju
VEGF i receptora u peri-protetskom tkivu, izlaganje kulture monocita/makrofaga
rezultovalo je u povecanoj ekspresiji VEGF-a i intacelularnom aktivacijom fosforilicije
p44/42 mitogenom aktivirane protein kinaze i VEGF-zavisnom hemotaksom. U ranijim
istrazivanjima koja su se bavila biologijom VEGF ve¢ je pokazano da ovaj faktor rasta
ima znacajan efekat na osteoklastogenezu tokom procesa gubitka kosti (Niida i sar.
1999, Nakagawa i sar. 2000) Takode je pokazano da VEGF direktno stimuliSe
hemotaksu i proliferaciju pre-osteoklasta (Matsumoto i sar. 2002) i usvojeno je da
povecana ckspresija VEGF poreklom od, ne bitno kog izvora, ocekivano pojacava
osteoliticke procese. Miyanishi i sar. (Miyanishi i sar. 2003) su upravo to pokazali i
potvrdili sloZzenim 1 sistematskim ispitivanjem na svim regulatornim novoima peri-
protezne osteolize.

U nasoj studiji pokazali smo da je koncentracija VEGF bila signifikanto povecana u
peri-implantitisu i u odnosu na zdrava peri-implantna tkiva, ali i u odnosu na peri-
mukozitis §to ima poseban znacaj. Ovakav nalaz bi mogao da ukaze na to da VEGF nije
svojstven klasi¢noj peri-implantnoj inflamaciji koja je prisutna u peri-mukozitisu, veé¢
da je svojstven inflamatornoj osteoklastogenezi, odnosno da je potencijalno udruzen sa
osteolizom kao reakcijom na titanijum.

Povrsina proizvedenog implantata predstavlja modifikovanu titanijumsku leguru koja je
biokompatibilna. Titanijum, inicijalno, predstavlja visokoreaktivni element koji se
oksidiSe pod uticajem kiseonika u nanosekundi, a u slucaju oralnih implantata,
namenski se modifikuje tokom procesa proizvodnje u cilju povecanja
biokompatibilnosti i oseoprijemc¢ivosti. Medutim, oksidovani odnosno modifikovani
titanijum predstavlja samo jedan povrsinski sloj implantata koji se u funkciji vremena

menja pod uticajem razliCitih faktora poput biofluida, njihovog sastava i karakteristika

45



koje mogu varirati i pod uticajem lokalne infekcije, izmedu ostalog. Miyanishi i sar.
(Miyanishi i sar. 2003) su pokazali da izlaganje makrofaga titanijumskim partikulama
rezultira u oslobadanju VEGF dozom i vremenski zavisnim mehanizmom, odnosno da
je koncentracija u pozitivnoj korelaciji sa koli¢inom stimulusa i duzinom ekspozicije.
Uzimajuéi to u obzir, moguce je da se implantna povrSina tokom vremena postepeno
menja, da kontinuirano deluje na makrofage i da se u jednom trenutku dostize pik
efekta.

Ekspresija VEGF je intezivno stimulisana faktorima virulecije parodontopatogena
uzro¢nika peri-implantne infekcije (Suthin i sar. 2003), ¢ime dolazi do intezivne
stimulacije osteoklastogeneze posredovane VEGF-om. Dalje, VEGF stimulise
makrofage, njihovu hemotaksu i njihovu aktivnost, a makrofagi eksprimiraju i
oslobadaju brojne zapaljensne medijatore (stimulatore osteolize) poput TNFa, IL-1, IL-
6, zelatinaze-A 1 makrofagnog inflamatornog proteina-la (Xu i sar. 1996 , Goodman i
sar. 1998, Nakashima i sar.1999a, Nakashima i sar.1999b), kju¢nih medijatora
inflamatorne osteoklastogeneze. Kako titanijumske cestice, dodatno i intezivno
stimuliSu VEGF, moze se predpostaviti da obrazac VEGF-om stimulisane
osteoklastogeneze zauzima znacCajnu ulogu u inflamatornoj osteoklastogenezi
zastupljenoj u peri-imlantitisu.

Rezultati su pokazali da je visoka koncentracija VEGF-a pozitivno udruzena sa peri-
implantitisom i da je znacajno veéa nego u oba druga stanja, Sto sugeriSe da bi ovaj
marker mogao da bude direktni biomarker peri-implantitisa. Medutim, nismo uspeli da
postignemo ni jednu znacajnu korelaciju sa klinickim parametrima $to bi moglo da
ukaze na to da postoji neki jedinstveni faktor koji determinise profil ovog biomarkera i

u odnosu na koji bi trebalo profilisati VEGF.

Radi preciziranja mehanizma dejstva i profila VEGF-a kao biomarkera, trebalo bi
ispitati promenu karakteristika implantnih povrSina u funkciji vremena, i trebalo bi
direktno ispitati uticaj razli¢itih implantnih povrSina i njenih inicijalnih modifikacija i
modifikacija tokom vremena na ekspresiju VEGF-a, jer je moguce da implantne

povrsine u odredenim uslovima i sastavu ¢ine titanijum imuno reaktivnim.
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5.3. Profil biomarkera u razli¢itim regionima vilica i oko implantata

razli¢itih dijametara

Gornja 1 donja vilica kao i njihovi razli€iti regioni se razlikuju po svojoj histologiji i
morfologiji, 1 te razlike modifikuju lokalni koStani metabolizam. Kako koStani
biomarkeri koji su ispitivani u ovoj studiji predstavljaju regulatore koStanog
metabolizma, od znacaja je bilo utvrditi profil njihovih vrednosti u razli¢itim regionima
vilica kako bi njihova standardizacija kao biomarkera bila preciznija. U nasoj studiji mi
smo ispitali distribuciju koncentracija biomarkera u razli¢itim regionima vilica koje smo
podelili u Sest delova: frontalni, premolarni i bo¢ni region svake vilice odvojeno.
Ovakvo klasterovanje je smanjilo statisticki uzorak, i kako raspodela zastupljenih
implantata nije bila ravnomerna ni po regionima ni po grupama, ovo treba uzeti u obzir
kao potencijalno ogranicenje prilikom tumacenja dobijenih rezultata. Biomarkeri su
pokazali razli¢itu distribuciju koncentracija u razlicitim regionima, ali regioni koji su se
istakli po najvis§im koncentracijama merenih biomarkera bili su frontalni region maksile
u kome je bila najveca koncentracija RANK-a, frontalni region mandibule u kome su
bile najvece koncentracije OPG-a i VEGF-a, premolarni region mandibule u kome su
bile najvise koncentracije SRANKL-a, katepsina-K i sklerostina. Prilikom statsisticke
analize distribucije biomarkera, frontalni region maksile je pokazao znacajno vise
vrednosti RANK-a i OPG-a u odnosu na premolarni region maksile. Bo¢ni region
mandibule je takode pokazao statisticki znacajno viSu vrednost OPG-a u odnosu na
premolarni deo maksile. Potencijalni razlog zasto su statisticke znacajnosti postignute
bas izmedu ovih regiona jeste §to su ovi regioni bili procentualno najbrojniji. Medutim,
kako je frontalni region maksile bio ubedljivo najzastupljeniji u grupi peri-implantitisa
(25.8), a premolarni region maksile skoro najmanje zastupljen (9.7%), 1 kako je na
relativnom malom uzorku jasna znacajnost postignuta izmedu ove dve grupe, to
potkrepljuje jasno utvrdene razlike u distribuciji biomarkera gubitka kosti izmedu ova
dva regiona, sugeriSuci da je frontalni region maksile karakterisan intezivnom kostanom
resorpcijom, a da je premolarni region maksile karakterisan znatno manjom koStanom

resorpcijom i uravnotezenim kostanim metabolizmom.

Dijametar implantata 1 njegova udeo u definitivnom ishodu implantne terapije
predstavlja klinicki i nau¢ni izazov. U klinickom smislu postoji opsta teznja za
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paostavljanje implantata §to ve¢eg promera $to zadovoljava biomehanicke zahteve, ali
je bioloska granica i idealni odnos bioloskog i biomehani¢kog preduslova idalje
nedefinisan. Ivanoff i sar. (Ivanoff i sar. 1999) su u svojoj studiji pokazali pozitivhu
korelaciju izmedu gubitka implantata i dijametra implantata i utvrdili su najveci
procenat gubitka implantata u grupi sa najve¢im dijametrom koji je u njihovom slucaju
iznosio 5.0mm. Ovaj rezultat je kompatibilan sa naSim rezultatima gde su najveéi
procenat implantata sa peri-implantitisom Cinili implantati najve¢eg promera, odnosno
4.5mm u naSoj studiji (45%). Procentualno najzastupljeniji implantati u celom
istrazivanju su bili implantati dijametra 4.0mm i 4.5mm i to je potencijalni razlog zasto
su, 1 pored vidljivih razlika i u ostalim dijametrima, statsiticke znacajnosti postignute
samo izmedu ove dve grupe. Utvrdili smo da su i RANK i katepsin-K bili znacajno veci
u PICF implantata sa dijametrom od 4.5mm u odnosu na implantate od 4.0mm.
Postizanje statistiCke znacajnosti na relativno malom uzorku i izmedu dijametar koji se
razlikuju za samo 0.5mm ukazuje na to da dijametar znacajno alterira metabolizam

kosti.

5.4. Smernice za dalje istrazivanje

Odredivanje biomarkera u PICF u cilju definisanja stanja peri-implantnih tkiva
nesumnjivo predstavlja obecavajuci dijagnosticki protokol iz razloga jer se registruju
elementi aktuelnog koStanog metabolizma, i time se dobija pouzdana informacija o
aktuelnim deSavanjima u kosti. Medutim postoje odredeni faktori koji se moraju
precizno izdiferencirati kako bi metoda bila standardizovana i time davala precizne

rezultate koji se interpretiraju sa sigurnoscéu.

Jedan od faktora jeste bioloski faktor, koji se odnosi na kompleksnu i multifaktorsku
prirodu procesa, kao i preplitanje nekoliko mehanizama. Naime, razmatranjem kostanog
metabolizma 1 inflamatorne osteoklastogeneze, ovom procesu predhodi zapaljenski
proces u mekom tkivu, i dolazi do preplitanja velikog broja medijatora koje mi
uzimamo kao biomarkere izmedu dva procesa, iz prostog razloga jer su etioloski faktori
peri-implantitisa i1 peri-mukozitisa zajednicki. Takode, moze se ocekivati da su

inflamatorni medijatori najkoncentrisaniji u po¢etnoj, odnosno akutnoj fazi upale i da u
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odredenom trenutku dostizu svoj pik na kome se, jednostavno, zadrzavavaju i sprovode
svoj patogeni efekat koji rezultuje ekstendiranjem inflamacije. To bi moglo da bude
potencijalno objasnjenje zasto izuzev dva visoko faktor-specifi¢cna biomarkera nijedan
od merenih markera nije bio znacajno drugaciji izmedu peri-implantitisa i peri-
mukozitisa. Dodatno, znacajno veca koncentracija katepsina-K, jednog od
najpouzdanijih markera kostanog gubitka, je bila znacajno vecéa u peri-mukozitisu nego
kod zdravih peri-implantnih tkiva, Sto moze da ukaze upravo na taj udarni skok na
samom pocetku zapljenskog procesa. Peri-mukozitis neminovno predstavlja stadijum
koji predhodi peri-implantitisu iz razloga Sto reakcija tkiva na biofilm pocinje u
kontaktnoj zoni, poc¢ensi od tkiva peri-implantnog sulkusa, a zatim se proces apikalno
ekstendira ka kosti. U uslovima traume, takode dolazi do reakcije mekih tkiva koja trpe
i mehanicku iritaciju 1 koja predstavljaju glavni izvor i time lokalizaciju pocetka
inflamacije iz razloga vaskularne mreze, odnosno fizioloskog mesta pocetka inflamcije.
Kako je osnovni etioloski faktor i peri-implantitisa i peri-mukozitisa infekcija, i kako je
uprkos svim istrazivanjima savremeni stav da nezavisno od svih ostalih etioloskih
faktora, infekcija predstavlja uvek prisutnu komponentu u oba zapaljenska procesa,
peri-mukozitis se moze usvojiti kao razvojni stadijum peri-implantitisa, odnosno kao
njegova prodromalna faza. 1z tog razloga, trebalo bi ispitati da 1i duZina perzistiranja
inflamcije afektira profil ovih biomarkera, recimo na osnovu kvantitativne 1 kvalitativne
karakterizacije profila inflamacije, ukljucujuéi profil citokina ili inflamatornih celija, na
osnovu Cega se utvrduje "starost" zapaljenja. Na taj nacin bi se precizno moglo utvrditi

biolosko ponasanje ispitivanih biomolekula.

Sa druge strane, odredivanje specificnih biomarkera, odnosno biomarkera koji su
udruZzeni sa inflamcijom ali koji imaju odredenu biolosku specifi¢nost, kao §to bi se za
sklerostin mogao uzeti stepen optere¢enja, odnosno uticaj okluzalnih sila, ili u slucaju
VEGF-a potencijalna reakcija na karakteristike titanijumske legure, imaju veliki znacaj
jer ove karakteristike svakako daju bioloski i klinicki znacajne informacije koje se ne
mogu dobiti ni jednim drugim dijagnostickim metodom. Ova dva markera imaju
posebnu vrednost jer su bili ne samo znacajno, ve¢ i ubedljivo veci u peri-implantitisu
nego u oba druga dva stanja Sto ukazuje na komponetu kostanog gubitka uzrokovanu

odredenim 1 specificnim uzrokom, a ne samo inflamatornim procesom.
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Drugi faktor koji bi trebalo da bude jasno diferenciran da bi metoda bila precizno
diferencirana, jeste protokol sakupljanja i odredivanja samih biomarkera. Jo§ uvek ne
postoji idealna metoda za odredivanje biomarkera u GCF i PICF, ¢emu je najznacajniji
razlog mala koli¢ina uzorka i niska koncentracija biomolekula u samom uzorku. Ovaj
problem diktira upotrebu sofisticiranih i nestandardnih aparata za merenje same
teCnosti, kao §to je periotron i paralelno upotrebu dijagnostickih kitova koji su daleko
senzitivniji od komercijalnih kitova za svakodnevnu laboratorijsku dijagnostiku.
Takode, prilikom standardizacije biomarkera, neophodni je utvrditi interval vrednosti
karakteristican za razlicita stanja, koji podrazumeva da ospeg vrednosti treba da bude
srednja vrednost biomarkera + 3 standardne devijacije pri ¢emu da ni donja ni gornja
vrednost ne ulaze u opseg vrednosti predhodnog ili narednog razvojnog stadijuma
oboljenja. Sa tako niskokoncentrovanim uzorkom malog volumena, kao $§to je
GCEF/PICF, veoma je tesko dosti¢i ovakve intervale vrednosti. Takode, primenjivanje
standardni protokola standardizacije kao $to je preracunavanje koncentracije na nivou
odredenog volumena, kao $to se odreduje nivo glukoze u ta¢no odredenom broju
mililitara krvi, u slucaju ovako niskih koncentracija i volumena, postavlja se pitanje da
li je primenljivo. Naime, GCF/PICF predstavljaju eksudat, eksudacija je direktno
proporcijonalna inflamaciji 1 iz tog razloga veliki volumen sadrzi proporcijonalno vise
medijatora. Medutim produkcija GCF/PICF kao i salivacija predstavlja individualnu
karakteristiku pojedinca S§to rezultuje time da volumen izlucenog fluida varira od
izrazito niskih do izrazito visokih vrednosti i u uslovima zdravlja i u patoloskim
uslovima. Navedena pojava zajedno sa prilicno oskudnim uzorkom poput GCF/PICF
svakako povecava rizik od nepouzdanih rezultata. U brojnim studijama su uporedivane
koncentracije biomarkera preracunate prema vremenu uzorkovanja, odnosno
koncentracija dobijena iz reprezentativnog volumena uzorka i koncentracije preracunate
prema zapremini absorbovanog fluida, i dobijeni rezultati su pokazali da razlike koje su
bile znacajne u punoj koncentraciji uzorka, kada su preracunate prema volumenu
absorbovanog uzorka, ne samo da nisu bile znacajne, nego su bile invertne. To navodi
na zakljucak da bi za tako zahtevan uzorak poput PICF bilo primerenije primenjivati
metod koncentracije prema vremenu uzorkovanja. Dodatno, ukoliko razmatramo
biomarkere kao dijagnosticki alat u klinickoj praksi, ovaj metod bi bio daleko

primenljiviji jer je laksi za sprovodenje od upotrebe osetljivog periotrona koji iziskuje
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laboratorijsko znanje, iskustvo i vestinu za kalibraciju. Iz tog razloga, mozda bi teznja
daljih istrazivanja trebalo da bude usmerena ka standardizaciji protokola odredivanja

koncentracije preracunate prema vremenu uzorkovanja.

Evaluacija biomarkera gubitka kosti u PICF predstavlja obecavajuci dijagnosticki alat
za procenu stanja peri-implantnih tkiva. Iz razloga slozenosti lokalnog metabolizma
kosti regulisanog nizom faktora vezanih za varijacije samog tkiva, stanja lokalnih tkiva i
karakteristika implantata, niz detaljnih istraZivanja je neophodan kako bi se metoda

standardizovala tako da daje precizne informacije o peri-implantnim tkivima.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata dobijenih ispitivanjem koncentracije RANK-a, SRANKL-a, OPG-

a, katepsina-K, sklerostina i VEGF-a mozemo izvesti sledeée zakljucke:

e RANK, sRANKL, OPG, skelrostin i VEGF su biomarkeri koji su udruzeni sa peri-
implantitisom bazirano na distribuciji njihove koncentracije i pozitivne korelacije
sa klinickim parametrima peri-implantitisa. Medu njima se izdvajaju sklerostin i
VEGF koji su znacajno veéi u peri-implantitisu u odnosu na peri-mukozitis, pri
zasnovano na specificnim bioloskim svojstvima ovih biomolekula, ova razlika
ukazuje 1 na odredene patogenetske karakteristike osteoklastogeneze peri-

implantitisa.

e Katepsin-K predstavlja biomarker svosjtven peri-mukozitisu. Uzimajuci u obzir da
je ovaj biomolekul jedan od znacajnijih regulatora osteoklastogeneze, moguce
objasnjenje je da je ovaj marker povisen na pocetku same osteoklastogeneze, a da

nakon toga perzistira.

e Evaluirani biomarkeri su drugacije distribuirani u razli¢itim regionima vilica i u
PICF implantata razligitih dijametara. RANK i OPG su znacajno poviseni u
frontalnom regionu maksile, $to ujedno ukazuje na intezivnije osteoliticke procese
u ovom regionu. RANK 1 katepsin-K su znacajno poviseni u grupi implantata sa
najve¢im dijametrom, $to na molekularnom nivou potvrduje predhodne rezultate
klinickih studija da su dijametar implantata i gubitak implantata u pozitivnoj

korelaciji.
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