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Rezime: Izlozenost olovu u zivotnoj sredini se danas smatra glavnom zdravstvenom temom jer
je to jedan od najstetnijih toksina, ukljucuju¢i anemiju, hipertenziju, patologiju kostiju i zuba
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laboratorijska pacova Wistar soja (odnosno 682 molara i premolara). Radi proucavanja uticaja
olova na na distribuciju medijatora dentinogeneze u pulpi zuba pacova, vrsena je intoksikacija
adultnih pacova olovo-acetatom u koncentraciji od 1500 ppm putem vode ad libitum i takode im
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ODONTOGENESIS IN THE TEETH PULP AMENDED BY DIABETES
Summary: Exposure to lead in the physical and social environment is now considered to be the
main medical topic because it is one of the most harmful toxins that may lead to anemia,
hypertension, and bone and tooth pathology including the caries of hard dental tissues. Hard
dental tissues are distinguished by their limited ability to release accumulated elements into the
system liquids and therefore represent the ideal structure for assessing the long-term effects of
the exposure to toxic metals. The aim of this study was to examine the levels of lead in hard
dental tissues and the impact of lead on the mediators of odontogenesis in the pulp of
experimental animals. The research was conducted on 42 laboratory rats — Wistar rats
(respectively 682 molars and premolars). For the purpose of studying the impact of lead on the
distribution of mediators in dentinogenesis of the dental pulp in rats, intoxication of adult rats
was conducted by using lead-acetate (concentration of 1500 ppm) and water ad libitum. Alloxan
was used to induce diabetes mellitus in rats. To perform this part of the experimental studies, a
vivarium from the Faculty of Natural Sciences and Mathematics of the University of Banja Luka
was used. Part of teeth samples of rats was taken to a laboratory of the Institute of Pathology of
the UCCRS for immunohistochemical analysis and the other part of samples was taken to a
scanning electron microscopy (SEM) in the University Centre for Scanning Electron Microscopy
in Novi Sad. Microphotographs of longitudinal sections of teeth were obtained by using
Scanning Electron Microscopy and the mass percentage of lead and other elements detected in
the tooth were determined by using SEM/EDS method. Immunohistochemical analysis
determined expression of fibronectin, tenascin-C and TGF-B1. Also, significant morphological
changes, the frequency of pulpitis, pulp bleeding, pseudo epithelial hyperplasia, periodontitis and
gingivitis were noticed among the examined groups.
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1. UvOD

Cvrsta zubna tkiva se sastoje od nekoliko razli¢itih minerala koji sa kalcijumom
predstavljaju glavni makro-mineral. Fizioloski vazni minerali kao i neki toksi¢ni metali se
tokom vremena mogu akumulirati u kalcifikovanim tkivima (zubu i kostima). Cvrsta tkiva zuba
zbog ogranic¢enih mogucnosti oslobadanja ovih akumulisanih elementa. Zato predstavljaju
idealna tkiva za procjenu dugoro¢nih efekata izlaganja organizma toksi¢nim metalima. Jedan od
takvih toksiénih teskih metala je olovo, koje se vezuje za zub, ali i ostaje u dinami¢nom balansu
sa normalnim sastavom zubne supstance [1-3].

IzloZenost olovu je danas znacajan zdravstveni problem u mnogim zemljama, obzirom
daje tojedan od najStetnijih toksina u Zivotnoj sredini. 1zlaganje olovu je povezano sa uticajem
na opSte zdravlje (anemija, hipertenzija) odnosno na patologiju kostiju i zuba, ukljucujuéi prije
svega karijes zuba [4-6].

lako su nivoi olova u tvrdim zubnim tkivima korisni pokazatelji izloZenosti olovu,
informacije o njegovom vremenskom djelovanju i jedinjenjima olova u tkivima zuba su vrlo
ogranicena [7].

U nekim studijama se doslo do rezultata da uticaj olova na zube u razvoju (nicanju) ne mora
biti povezan samo sa citotoksi¢nim djelovanjima olova na organizam ve¢ 1 na medusobnoj
interakciji sa proteinima 1 enzimima ekstracelijskog matriksa. U nekim istraZivanjima
sedamdesetih godina je potvrden efekat olova na odloZeno nicanje zuba u nekim oblastima
zagadenim teSkim metalima [8].

Detaljna karta raspodjele olova u tvrdim tkivima olakSava istrazivanja o zastupljenosti
olova i nivoa olova u zubu. Ispitivanja o distribuciji olova u zubima pacova ukazalo je na jasne
razlike u koncentraciji olova u gledi i dentinu jer su izmjerene znatno veée koncentracije olova
na povrSini gledi 1 dentinu nego u blizini pulpe. Potvrdeno je takode da je intenzivan
metabolizam pulpe znacajno usporen u nekim metaboli¢kim oboljenjima (kao §to je dijabetes)

pa su zato neophodna dodatna istrazivanja odlaganja olova u ovakvim uslovima [9].



1.1. PREGLED LITERATURE

Tokom dugogodisnjih istrazivanja, doslo se do zaklju¢ka da na diferencijaciju novih
odontoblasta u pulpi uti¢u brojni faktori kao Sto su: koStani sijaloproteini, joni kalcijuma,
ekstracelularni matriks, faktori rasta, fibronektin, tenascin, NGF-u iz pulpe, odnosno citokini
koji preko faktora rasta uticu na pocetak formiranja patoloskog dentina [10].

Dokazano je takode da su molekuli fibronektina upleteni u razli¢ite Celijske funkcije
ukljucujuéi adheziju, migraciju i diferencijaciju. Fibronektin je ekstracelularni glikoprotein
matriksa koji se distribuira u tkivo i u krv. Tokom razvoja zuba, diferencijacija odontoblasta je
kontrolisana od strane specificne bazalne membrane koja posreduje u epitelijalno-
mezenhimalnom razvoju. Neka istrazivanja ukazuju na prisustvo i vezu fibronektina i ove
bazalne membrane u diferencijaciji odontoblasta. Smatra se da fibronektin i bazalna membrana
posreduju u izduzivanju i polarizaciji odontoblasta, transmembranskom interakcijom. Ova
saznanja ukazuju na mogucu ulogu fibronektina u sekundarnoj inicijaciji diferencijacije
odontoblastoidnih ¢elija [11-13].

TransformiSuéi faktor rasta B 1 ili TGF-B1 je polipeptidni ¢lan porodice citokina. To je
protein koji obavlja mnoge celijske funkcije, ukljucujué¢i kontrolu rasta, razmnozavanje,
diferencijaciju ¢elija 1 apoptozu. Kod ljudi, TGF-B1 je kodiran pomo¢u TGF-B1 gena [14].

Signalni molekuli regulaciju celijskih aktivnosti ostvaruju aktivacijom specifi¢nih
receptora u Celijama gdje se stvaraju ili aktivacijom receptora na susjednim ¢elijama. Povecana
ekspresija hormona rasta je pronadjena u celijama pulpe tokom tercijarne dentinogeneze 1
utvrdena je uloga ovog faktora rasta na diferencijaciju specifi¢nih ¢elija pulpe neophodnih u
reparatornom odgovoru. IstraZivanja su pokazala da komponente dentinskog matriksa kao i sami
tkivni faktori rasta mogu da izazovu transdentinsku stimulaciju odontoblasta u in vivo
uslovima. TGF-B1 se nalazi u dentinskom matriksu i uti¢e na vaskularne reakcije neophodne u
reaktivnoj dentinogenezi [15-17].

Tenascini su ekstracelijski matri¢ni glikoproteini i najviSe ih ima u ekstracelularnom
matriksu embriona. Veéina funkcionalnih studija sa tenascinom-c je radena na miSevima.
Rezultati istrazivanja su ukazali da tenascin-C (kao i fibronektin i tkivni hormon rasta) ima

vaznu ulogu u signalizaciji ¢elija i da moze biti indukovan tokom trauma, upala, ili razvoja



tumora. Takode, tenascin-C je vazan tokom razmnozavanja ¢elija i njihovog kretanja, pri
zarastanju rana, uti¢e 1 na diferencijaciju specificnih ¢elija pulpe neophodnih tokom
reparatornog odgovora. Brojne uloge tenascina-C u funkcionisanju i signalizaciji ¢elija Cine
tenascin-C interesantnim proteinom za proucavanje i razvoj novih terapijskih postupaka. U
nekim studijama se tenascin-C opisuje kao ljepljivi protein koji koci spajanje sa fibronektinom
[18].

Povezanost fibronektina, tenascina i tkivnog hormona rasta i njihove uloge u reparativnoj
dentinogenezi su jo$ uvijek predmet brojnih istrazivanja jer njihove uloge u reparativnoj
dentinogenezi nisu potpuno rasvijetljene [19].

Diabetes mellitus (DM) je stanje hroni¢ne hiperglikemije 1 poremecaj metabolizma
ugljenih hidrata, masti i proteina koje nastaje kao posljedica apsolutnog ili relativnog nedostatka
dejstva insulina. NaruSava imuni sistem, izaziva ostecenja i disfunkcije oka, bubrega, nerava,
srca i krvnih sudova. Takode, je kroz mnoge studije dokazan uticaj dijabetesa na nastanak
zubnog karijesa. Osobe koje boluju od dijabetes mellitusa imaju redukovano lucenje pljuvacke
Sto povecava rizik od hipomineralizacije gledi i nastanka karijesa. Suvocéa usta, gljivi¢ne
infekcije, oboljenja desni (gingivitis i periodontitis) su oboljenja koja dijabetes moze da izazove
[20,21].

Mikrocirkulacija pulpe je takode vazan dinamican sistem koji reguliSe metabolicke
procese zuba i dentinogenezu. Na krvne sudove pulpe uticu brojni neurogenetski faktori kao 1
fizicko-hemijski faktori koji mogu uticati na odbrambene reakcije pulpo-dentinskog kompleksa
[22].

Uprkos brojnim istraZivanjima kod dijabeti¢ara ni danas nije potpuno razjaSnjen
mehanizam pulpnog odgovora na nadrazaje. Neka istrazivanja ukazuju na usporenu tj. smanjenu
odbrambenu reakciju pulpe i odontoblasta (proces dentinogeneze) na etioloske faktore kod
dijabeticara [19,23].

1.1.1. ODONTOGENEZA-REPARATIVNA | REAKTIVNA DENTINOGENEZA

Cesto je sinonim za tercijarni dentin, reaktivni i reparativni dentin, pri ¢emu se ovi
termini koriste samo da ozna¢e novostvoreni dentin i odvoje ga od primarnog i sekundarnog

dentina. Medutim, reaktivni 1 reparativni dentin imaju jednu suStinsku razliku: oni se stvaraju od
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razliCitih ¢elija pulpnog tkiva. Izmedu procesa reaktivne i1 reparativne dentinogeneze treba
postaviti razliku. Reaktivna dentinogeneza je rezultat interakcije izmedu postojec¢ih odontoblasta
1 pogodnih molekulskih stimulusa koji dovode do povecanja sinteticke i sekretorne aktivnosti
odontoblastnih ¢elija. Ovo je u znatnoj suprotnosti sa reparativnom dentinogenezom, gde
prethodno dolazi do destrukcije primarnih odontoblasta, a zatim indukcije pogodnih ¢elijskih
prekursora i njihove diferencijacije u odontoblaste [24].

Reparativna dentinogeneza podrazumijeva: celijsku diobu, hemotaksu, migraciju,
adheziju 1 citodiferencijaciju, koji prethode sekreciji matriksa dok je reaktivna dentinogeneza
manje kompleksan bioloski proces i moze imati jednostavnije zahtjeve u smislu inicirajucih
molekula. Dovoljna je samo interakcija izmedu molekulskih stimulusa i odontoblasta da bi se
pokrenula sekrecija matriksa [25].

Gasi¢ 1 sar. (2002) u svojoj studiji iznose da vazan faktor u procesu patoloske
dentinogeneze predstavlja perzistiraju¢i karijesni proces, koji se terapijski ne tretira, 1 koji
predstavlja izvor infektivno-toksi¢nih, fizickih i hemijskih iritacija koje dovode do sinteze
reaktivnog (traumatskog, atubularnog) dentina. Reaktivni dentin predstavlja sekundarni dentin,
koga sintetiSu postmitotske odontoblasti¢ne ¢elije-primarni odontoblasti, a koji sadrzi manji broj
dentinskih kanali¢a sa manjim ili ve¢im stepenom iregularnosti [26] .

Vojinovié¢ i sar. (2002) su na osnovu SEM ispitivanja patoloske dentinogeneze zakljucili da
je struktura patoloS8kog dentina vrlo sli¢na strukturi pokrovnog dentina, te da zavisi od jacine i
duzine iritacije [3] .

Tziafasi sar. (2002) su svojim istrazivanjem detaljnije objasnili strukturu patoloskog
dentina. Oni su istakli da je prvi sloj patoloskog dentina kristalna zona (u kojoj se nalaze celije
koje se razlikuju od odontoblasta) a na koju se nadovezuju tkivo osteodentina i tubularni dentin i
da se u okuZenju pulpnog tkiva, nalaze specifi¢ni stimulatori - faktori rasta (FR) koji iniciraju i
vode ovaj proces [27].

Mjori i sar. (1991) su pomocu transmisione elektronske mikroskopije analizirali odgovor
pulpe majmuna na cement koji sadrzi kalcijum hidroksid i uocili mjesta ¢elijske organizacije ve¢
poslije deset do jedanaest dana. Kubi¢ne celije, koje produkuju novi fibrodentinski matriks,
imaju identi¢nu citoplazmatsku organizaciju kao i odontoblastolike ¢celije. Pored toga, raspored

¢elija 1 pozicija citoplazmatskog nastavka koji su karakteristicni za celije su sli¢ne



odontoblastima, te se mogu zapaziti Cetrnaest dana po plasiranju medikamenta. Sli¢na ¢elijska
organizacija uocena je i u drugim studijama [28].

Dentinogeneza je genetski uslovljen proces u kome ucestuje pulpo-dentinski kompleks u
proucavani kroz mnoge studije, ¢elijski i molekularni mehanizmi njegove regulacije nisu jos uvek
potpuno jasni. Poznato je da ove procese kontroliSu odontoblasti i ¢elije sliéne odontoblastima [7].

Brojne studije, ukazuju da zubi pruzaju korisnu i dugoro¢nu evidenciju 0 uticaju olova
na ¢ovjeka. No medutim, istrazivanja povodom djelovanja olova na ¢elije pulpnog tkiva koje

ucestvuju u dentinogenezi su rijetka [8].

1.1.1.1.REPARATIVNA DENTINOGENEZA

Reparativna dentinogeneza je slozen proces koji prije sekrecije dentina obuhvata Citav niz
dogadaja tj. ¢elijsku diobu progenitora, hemotaksu, ¢elijsku migraciju, adheziju i diferencijaciju
u celije slicne odontoblastima. Osnovni uslovi za nastanak reparativne dentinogeneze su
perivaskularne Celije, nediferencirane mezenhimalne ili mezoektodermalne celije 1 fibroblasti
[4,8].

Reparativna dentinogeneza podrazumijeva formiranje tercijarnog dentina kao odgovor
na odgovarajuce patoloske nadrazaje (egzogene ili endogene).Produkcija dentina, koja je
povecana tokom reparacije (tercijarna dentinogeneza) je karakteristiéna samo za pulpno tkivo.
Novonastali dentin se talozi na pulpodentinskom spoju, u cilju zastite pulpe od uticaja Stetnih
nadrazaja [2,7].

Mnoge studije su se zasnivale na ispitivanju reparatvne dentinogeneze pod uticajem
razli¢ith faktora. Tako su Subarié¢ i saradnici su u svom eksperimentalnom istraZivanju imali za
cilj da skening elektronskom mikroskopijom i polarizacionom mikroskopijom analiziraju
promene na celularnim i ekstracelularnim komponentama zubne pulpe posle direktnog i
indirektnog prekrivanja alkalnim cementom (Dycal). Ispitivanje je uradeno na eksperimentalnim
zivotinjama domacih svinja 1 kod direktnog prekrivanja pulpe sa Dycal-om je uocena granica
izmedu novostvorenog reparativnog dentina i normalne dentinske strukture. Takode su uocena
jezgra Kkalcifikacije, mladi krvni sudovi i ¢elije (fibrociti, histiociti i fibroblasti). Kod indirektno

aplikovanog preparata (Dycal-a) je uo¢ena normalna dentinska struktura, jasno vidljivi dentinski



kanali¢i, atubulusna dentinska struktura odnosno hipercelularnost na granici stvaranja novog
dentina i brojni krvni sudovi. Uoceno prisustvo amorfnog kalcifikata dentinske strukture govori
o pocetnom stvaranju barijere od ¢vrstog tkiva [29].

Neke studije su se bavile pitanjem ultrastrukture reparativnog dentina kao i faktora koji
uti¢u na njegovo formiranje. Zbog toga su Miti¢ i saradnici imali za cilj da pomoéu SEM-a
ispitaju strukturu i tip mineralizacije reparativnog dentina nastalog pod dejstvom hroni¢nog
karijesa. Utvrdeno je da se ovaj tercijarni dentin odlikuje smanjenim brojem dentinskih kanalica
u odnosu na primarni dentin, a u uzorcima je pronaden kombinovani tip mineralizacije

(globulatni i linearni) sa izrazenijim globularnim tipom mineralizacije [30].

1.1.1.2. REAKTIVNA DENTINOGENEZA

Reaktivna dentinogeneza nastaje kod blagih i umerenih nadrazaja gdje odontoblasti mogu
da prezive i pojacaju svoju sekretornu aktivnost formirajuci nove slojeve tercijarnog dentina
[3,7].

Talozenje reaktivnog dentina moze se pojaviti na pulpo-dentinskoj granici i
peritubularnim ili intratubularnim prostorima kao odgovor na odredene stimulanse. Reaktivni
dentin moze biti podstaknut uslijed normalnih fizioloskih procesa kao i tokom starenja, mada
nije jasno u kojoj meri patoloska oboljenja zuba, abrazije, atricije, dovode do stvaranja
reakcionog dentina. Kiseline iz bakterija plaka podsticu diferencijaciju odontoblasta i nastanak
reakcione dentinogeneze. Vrlo je vjerovatno da kiseline bakterija iz plaka razlazu faktore rasta
(posebno TGF-B 1 koji ulazi u sastav dentina) koji ima stimulativno dejstvo na odontoblaste i
pokretanje reaktivnog dentina [13].

lako su reakcije pulpo-dentinskog kompleksa na nokse davno objasnjene, njihovi
¢elijski i molekularni mehanizmi jo§ nisu u potpunosti istrazeni. Signalni molekuli ovih procesa

su tkivni faktori rasta, tenascin-C, fibronektin i drugi faktori [22-25].

1.1.1.3. PULPODENTINSKI KOMPLEKS

Pulpo-dentinski kompleks reaguje na povrede, Stetne nadrazaje i oStecenja zubnog tkiva,

tako Sto stvara dentin i na taj nacin umanjuje uticaj Stetnih nadraZaja. Opste prihvacena podjela
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dentinogeneze na primarnu, sekundarnu i tercijarnu napravljena je na osnovu vrste dentina koji
se stvara kao odgovor na razliite spoljne i unutra$nje stimulanse [14].

Razlic¢itost u sastavu peritubularnog i inertubularnog matriksa dentina, upucéuju na to da
se odontoblasti luc¢e tamo gde se stvara predentin i na mjestu gde je povecéan nivo peritubularnog
dentina [15].

S obzirom da razliCita patoloska stanja uti¢u na razli¢it odgovor pulpe i ¢elija koje vrSe
sekreciju dentinskog matriksa, prihvaéena je klasifikacija dentinogeneze u zrelom zubu (Baume)
u kojoj se razlikuje sekundarna dentinogeneza, reparativna dentinogeneza i fibrodentinogeneza.
Reparativna dentinogeneza ¢esto pokre¢e formiranje matriksa fibrodentina, koji je atubularne i
nepravilne grade i ¢iju sekreciju vrSe progenitorne, kuboidne ili vretenaste celije [2,24].

Iz stem/progenitorske ¢elijske populacije u pulpodentinskom kompleksu, diferencirace se
odontoblastima sli¢ne ¢elije, koje ¢e vrsit sekrecije dentina umjesto primarnih odontoblasta [31].

Pulpa preko dentina komunicira s okolinom i od njegove propustljivosti zavisi njen
integritet. Propustljivost dentina je sa jedne strane regulisana odbrambenim sposobnostima
pulpo-dentinskog kompleksa, a s druge strane ja¢inom i brzinom S$irenja nadrazaja. Osim ovih
glavnih faktora, propustljivost dentina zavisi i od dimenzije dentinskih tubula, od starosti i
vitaliteta odontoblasta, zatim od kvaliteta peritubularnog dentina ali i prisutnih elemenata za

formiranje dentinskog mosta [22].

1.1.1.3.1. PULPA

Pulpa i1 dentin su jedinstven tkivni kompleks koji je embrioloski, anatomski i
funkcionalno povezan i €iji se histoloski izgled mijenja sa godinama i pod uticajem vanjskih
faktora [1,10].

Zubna pulpa je meko tkivo smjeSteno u sredini zuba, okruzeno tvrdim tkivom
(dentinom). Opisuje se kao areolarno, vlaknasto, rastresito, vezivno tkivo gradeno od celija 1
ekstracelijskih komponenata, opskrbljeno krvnim sudovima i nervima [32].

Jedna od primarnih funkcija pulpe je induktivna gdje ona utie na inicijaciju i stvaranje
dentina koji podsti¢e nastanak gledi [33].

Zubna pulpa posjeduje prirodni potencijal (sposobnost) za reparaciju tkiva pulpe, $to

dovodi do formiranja reparativnog dentina. Tokom reparativne dentinogeneze, odontoblasti se



zamjenjuju novo diferenciranim odontoblastima koji migriraju na o$te¢eno mjesto gdje kasnije
dolazi do njihove proliferacije i diferencijacije u ¢elije sli¢éne odontoblastima [34].
Kroz mnoga istrazivanja jasno je naglaseno da je dentin produkt sekrecije odontoblasta,

¢ija izgradnja poc€inje jo$ u embrionalnom periodu i traje do formiranja i maturacije zuba [35].

1.1.1.3.2. DENTIN

Dentin je zubno tkivo, koje se prema Pashley-u, moze smatrati poroznim tkivom,
tubularne grade sacinjenim od kristala hidroksiapatita utopljenih u kolageni matriks.
Kanalikularna struktura dentina izraz je njegove anatomske povezanosti sa pulpom. Produzeci
odontoblasta pruzaju se u dubinu od 0,1 do 1 mm u dentinske tubule [36].

Odontoblasti formiraju dentin kao odgovor na nadrazaj ili ozljedu. Mikroskopski, takav
dentin drugaciji je od sekundarnog a oznafava se kao reparatorni, iregularni, tercijarni
osteodentin [34].

Formiranje dentina ukljucuje sekreciju proteina matriksa tj.odontoblasta prije ugradivanja
u kristale hidroksiapatita. Fizicke i hemijske osobine dentin-kolagenaze (sli¢ne onima iz proteina
matriksa) omogucéavaju formiranje mreze (osnove) 3a ugradivanje minerala. Sijaloprotein

dentina je posebno izgraden od odontoblasta koji se mogu naci u porodici proteina kostiju.

Nekoliko proteina izolovanih iz kostiju se mogu naci u dentinu kao ekspresija odontoblasta [33].

1.1.1.3.3. ODONTOBLASTI

Odontoblasti na iritacije reaguju individualno i po genetski uslovljenom biomehanizmu
pri ¢emu svaki odontoblast nosi u sebi genetsku informaciju kako ¢e djelovati u odredenim
patoloskim okolnostima [2,9].

Porijeklo ¢elija, koje se postavljaju u odontoblastni niz sa ciljem da zamjene unistene, jos
uvijek je nerazjasnjeno [11].
Na osnovu pretpostavke da dogadaji koji dominiraju u primarnoj  dentinogenezi,
ucestvuju i u samom procesu reparativne dentinogeneze, D'Souza i saradnici su provjeravali da
li su ¢elije koje ucestvuju u stvaranju reparativnog dentina slicne odontoblastima. Na prvim

molarima pacova su uradene preparacije pete klase u cilju produkcije reparativnog dentina s tim
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da su Zivotinje zrtvovane u razli¢itim vremenskim intervalima. Na uzorcima dentina ovih zuba
je radena hibridizacija sa genom specificnim za tipove kolagenih 1 i I1l. Poliklonalna antitijela
za dentin sialoprotein (DSP) i dentin specifi¢an protein (fenotip odontoblasta) su koristeni u
imunohistohemijskih eksperimentima. Rezultati prethodnih analiza ukazuju da celije formiraju
reparatorni dentin, sintetiSu¢i kolagen tipa 1, ali ne i kolagen tipa IIl i da su ove celije
imunopozitivne za dentin sijaloprotein (DSP). Rezultati ove studije su ukazali da celije koje
formiraju reparativni dentin su Celije slicne odontoblastima [37].

Gasi¢ 1 saradnici su pokusali, da objasne molekularne osnove obe generacije
odontoblasta 1 ulogu ovih ¢elija u primarnoj, reaktivnoj i reparativnoj dentinogenezi. Utvrdili su
da reaktivni dentin lezi ispod prezivjelih postmitotickih, pravih odontoblasticnih ¢elija, dok
reparativni dentin predstavlja sekretorni proizvod nove generacije [26].

Odontoblasti produkuju ve¢i dio komponenti ECM koje se nalaze u dentinu i koje
ucestvuju u mineralizaciji dentina. Kod slabijih nadrazaja (povrSinski i srednji karijes) Celije iz
pododontoblasnog sloja (Hellsov sloj) ucestvuju u formiranju reakcionog dentina a duboki
karijes utie na stvaranje reparativnog dentina [36].

Postoji hipoteza da epigenetski faktori (molekuli ekstracelularnog matriksa i faktori rasta)
pokrec¢u i kontrolisu diferencijaciju odontoblasta [38].

Interakcija izmedu epitelnog i mezenhimalnog tkiva zahtijeva niz procesa koji se odvijaju
na razlicitim komplementarnim nivoima. Ovi procesi podrazumijevaju imobilizaciju,
potencijaciju i prostornu regulaciju rastvorljivih signala koji poticu iz epitela aktiviranjem
latentnih prekursora faktora rasta i specifi¢ne reakcije izmedu celija i ECM-a. Na ovaj nacin se
pokrec¢e niz metabolitickih dogadaja reorganizacija citoskeleta, apikalna sekrecija matriksa, pri
¢emu se stabilizuje i pojacava polarizacija odontoblasta [39].

Goldberg i saradnici su (2004) koristili modele zivotinja kako bi testirali kapacitet
potencijalnih bioaktivnih molekula za reparaciju pulpe. Pratili su njihovo ugradivanje u pulpu i
zakljucili da neki molekuli koji se nalaze u ekstracelularnom matriksu dentina mogu imati
ulogu u terapiji pulpe kao bioaktivni agensi ili u inzenjeringu tkiva. Odontoblasti proizvode
vecinu sastojaka ekstracelelularnog matriksa koji se nalaze u dentinu i uc¢estvuju u mineralizaciji

dentina [40].

1.1.1.4. MEDIUATORI DENTINOGENEZE



Povezanost fibronektina, tenascina, i tkivnog hormona rasta i reparativne dentinogeneze
su jo§ uvijek predmet brojnih istrazivanja kao $to je i njihova normalna distribucija u
dentinogenezi nepoznata [19].

Ne postoje radovi o normalnoj distribuciji medijatora bez stimulacije pulpe. Takode je 1
porijeklo ¢elija, koje se ugraduju u odontoblastni niz sa ciljem da zamjene uniStene, jo§ uvijek
nerazjasnjeno [40].

Savremena literatura iznosi podatke da su signalni molekuli ukljuceni u transdukcione
mehanizme ovog procesa i da oni imaju izrazitu bioaktivnost u vrlo malim koncentracijama
[41].

Matriksni molekuli, medu njima 1 fibronektin, faktori rasta i progenitorne celije pulpe 1
njihova u interakcija (medudjelovanju) Cesto podsti¢e dentinogenezu [42].

Povezanost fibronektina, tenascina, i tkivnog hormona rasta i reparativne dentinogeneze
su jo$ uvijek predmet brojnih istrazivanja kao S$to je i njihova normalna distribucija u

dentinogenezi nepoznata [43].

1.1.1.4.1. TRANSFORMISUCI FAKTOR RASTA (TGF-p1) INJEGOVA ULOGA U
DENTINOGENEZI

Ljudski organizam predstavlja kompleks ¢elija koje su u stanju da reguliSu svoje ponasanje
preko celijsko-Celijskih interakcija, interakcija izmedu celija i ECM-a 1 sekrecije razli¢itih
proteinskih molekula. Rast 1 diferencijacija ¢elija odvijaju se pod uticajem bar dve grupe signala:
rastvorljivih i nerastvorljivih. Rastvorljivi molekuli su uglavnom faktori rasta i inhibitori rasta
proteinske prirode. Kilian i sar. (2004) su na osnovu dobijenih rezultata potvrdili da primjena
pojedinih faktora rasta posebno TGF-fB, stimulise diferencijaciju odontoblasta i dovodi do
oslobadanja endogenih faktora rasta sadrzanim u organskom matriksu dentina, Sto dodatno
stimuli$e dentinogenezu [44].

Tziafas je u svojoj studiji (2004) zakljucio da je veca prednost faktora rasta u odnosu na
kalcijum hidroksid, zato $to oni stimuliSu formiranje reparativnog dentina, koji je uglavhom

iznad pulpnog tkiva, dok su efekti kalcijum hidroksida ¢esto zavisni od reakcije pulpnog tkiva
[27].
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Furey i sar. (2010) su u svom istrazivanju zakljucili da faktori rasta mogu uticati na
osjetljivost pulpnih ¢elija prema raznim medikamentima koji se koriste prilikom terapije. BMP-
7, EGF, TGF-B, i IGF-I su pokazali nabolji efekat na pulpne celije zahvaljuju¢i povecanoj
otpornosti prema citotoksi¢nim efektima medikamenata [23].

Imunohistohemijska ispitivanja i in situ hibridizacija, pokazuju da se za vrijeme procesa
diferencijacije odontoblasta pojavljuju: FGF-i, TGF- 1-3, BM proteini, IGF-i kao i hormoni
rasta. TGF-B i srodni faktori rasta - TGF- pripadaju familiji homologih polipeptida koja sadrzi
tri izoforme (TGF-B 1-3) i faktore sa Sirokim spektrom funkcija, kao $to su BMP-i. SintetiSu ga
mnoge Celije, ali su glavni izvori ovog faktora rasta: trombociti, makrofagi, monociti i kostane
¢elije [22].

Podaci iz literature ukazuju da TGF-B1 regulise ekspresiju dva klju¢na dentinska proteina
(DMP-1 i DSPP) koji ucestvuju u mineralizaciji dentinskog matriksa. Povecana ekspresija
hormona rasta je pronadena u ¢elijama pulpe tokom tercijarne dentinogeneze a utvrdena je 1
uloga ovog faktora rasta na diferencijaciju specificnih ¢elija pulpe tokom reparatornog
odgovora. Studije su pokazale da komponente dentinskog matriksa, kao i sami tkivni faktori
rasta mogu da izazovu transdentinsku stimulaciju odontoblasta u uslovima in vivo. TGF-B1 se
nalazi u dentinskom matriksu i uti¢e na vaskularne reakcije neophodne u reaktivnoj
dentinogenezi [18].

Faktori rasta su signalni molekuli koji pokazuju snaznu bioaktivnost u jako malim
koncentracijama, Cesto na nivou pikograma, a aktivnosti u tkivima ostvaruju aktivacijom
specifiénih receptora na ¢elijama u kojima se i stvaraju ili na susednim celijama. Receptori za
faktore rasta (TGF-B1) pripadaju receptorima koji su odgovorni za ekspresiju gena koji ucestvuju
u stvaranju celijske reakcije [17].

Pretpostavlja se da molekuli koji se vezuju za TGF-p (heparin i fibronektin) mogu preuzeti
ulogu bazalne membrane kod zubnih klica u razvoju u in vitro uslovima. Ovi proteini umanjuju
difuziju TGF-p kroz dentalnu papilu i ubrzavaju interakciju faktora rasta sa kompetentnim
preodontoblastima. TGF-p moze dijelovati kao autokrini faktor u odontoblastnim ¢eiijama, posto
je u stanju da reguliSe 1 sopstvenu sintetsku aktivnost i sintezu dentina. Pretpostavlja se da je
osnovna funkcija ovog faktora rasta izrazena u regulaciji sinteze kolagena tipa [30].

Funkcionalna istrazivanja podrzavaju hipotezu da TGF-B1 igra vaznu ulogu u stimulaciji

metabolizma odontoblasta. U in vitro uslovima on prolazi kroz dentalnu papilu i povecéava
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sekreciju kolagena tipa I i fibronektina. Smatra se da ne utie na polarizaciju perifernih ¢elija
zubne papile. Medutim, ukoliko se TGF-B 1 kombinuje sa heparinom (koji sam po sebi nema
uticaja na diferencijaciju odontoblasta), pojavljuju se polarizovane ¢elije koje su u stanju da
sintetiSu veliku koli¢inu ECM-a sa kolagenom tipa I [14].

Heparin, koji se vezuje za TGF-f1, ima osobinu da umanji difuziju ovog faktora rasta kroz
kulturu celija dentalne papile. Slicno tome, induktivni uticaj TGF-B1 je prisutan 1 u
eksperimentima kada se heparin zameni fibronektinom, fizioloskim konstituentom bazalne
membrane, koji takode ima afiniteta za TGF-f1. Faktori rasta i TGF- B1 su signalne molekule koje
su po svojoj hemijskoj strukturi polipeptidi ili mali proteini. Faktori rasta su ¢elijski specifi¢ni, §to
znaci da svaki faktor djeluje na odredenu vrstu ¢elija [15].

Reaktivna dentinogeneza nastaje kao rezultat interakcije postoje¢ih odontoblasta koji
pokazuju ekspresiju i sintezu brojnih faktora rasta u embrionalnom razvoju i tokom svog
zivotnog ciklusa, od kojih poseban znacaj imaju pripadnici familije faktora rasta-TGF-B1 [16].

Lucenje patoloskog dentina nije do danas konacno definisan. Najveci broj autora smatra
da se odvija kao i proces regularne dentinogeneze, u vidu lu¢enje matriksa a potom njegove
mineralizacije. Medutim, Smith i saradnici i Magloira i saradnici, pridaju znac¢aj faktorima rasta
u patoloskoj dentinogenezi (posebnoTGF-B1) izolovanom iz dentinskog matriksa tokom
povrede zuba, pod dejstvom karijesa, tokom preparacije kaviteta ili dejstvom Stetnih nadrazaja.
Njegova regulatorna uloga se ostvaruje vezivanjem i aktivacijom specificnih transmembranskih
receptora i pomocu njih se vezu za istu ¢eliji ili se veze za receptore susjedne Celiji [25,45].

Brojne eksperimentalne studije ukazuje da najvazniju ulogu za regulaciju procesa
reparacije dentina imaju TGF- B1 iz familije faktora rasta [8].

Sintetisani i oslobodeni faktori rasta se ugraduju u dentinski matriks i tu ostaju inaktivni
sve do njegovog rastvaranja ili demineralizacije. Induktivni uticaj TGF-B1 je uocen i u studijama
gdje heparin zamijenen fibronektinom, koji takode ima afinitet za TGF-1 [31].

U svojoj eksperimentalnoj studiji, Vahtokaria i saradnici smatraju da TGF-B1 u
odontoblastima deluje kao autokrini faktor koji sintetiSe 1 formira dentinski matriks i indukuje
ekspresiju kolagena tipa-1[46].

Finkelman i saradnici su postavili hipotezu da se faktori rasta (TGF-1) oslobadaju iz
dentina u toku njegove demineralizacije bakterijskim kiselinama S§to moZe pokrenuti

odontoblaste da stvaraju reaktivni dentin [47].
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Eksperimentalna indukcija reparativne dentinogeneze implantacijom demineralizovanog
dentina ili dentinskog matriksa moze biti pokrenuta faktorima rasta (TGF-p 1) koji se nalaze u
ovom materijalu. U toku reparativne dentinogeneze (direktno prekrivane pulpe) faktori rasta
mogu da poticu iz cirkumpulparnog dentina i iz matriksa fibrodentina [11].

Tabatabaei i saradnici su se u svojoj studiji bavili prouavanjem proliferacije zubne
pulpe mati¢nih Celija u prisustvu matriksa dentina dobivenog iz nekolagenih proteina, faktora
rasta iz trombocita i transformiSuceg faktora rasta (TGF-Bl). Rezultati su pokazali da
kombinacija faktora rasta i pre¢is¢enog matriks bez ne-kolagenih proteina (narocito pri 10 mg/ml
koncentracije) ima mitotsko djelovanje na mati¢ne celije pulpe [48].

Liu J je sa saradnicima (2007) imao za cilj ispitivanje indukcije mati¢nih ¢elija pulpe
zuba u dentinu, nakon stimulacije izdvojenih komponenti matriksa dentina, $to je uticalo na
fiziolosku reparaciju tkiva pulpe nakon oboljenja i povrede zuba. Uzorke su sadinjavali uzduzni
presijeci zuba iz kojih je dentin jo§ dvadeset jedan dan kultivisan na 10% fetusnom govedem
serumu. Ekspresija izolovanih gena utvrdena je PCR metodom a uoceno je da je ekstracelularni
matriksa (ECM), povezan sa genima, dvije vrste kolagena gena fibulin-1, tenascina C i same
TGF-B1. Ova studija je identifikovala matriks i TGF-f1, vezane za genske fragmente tokom
mineralizacije mati¢nih ¢elija, ¢ime je TGF-p1 doveden u vezu sa reparativnom
dentinogenezom tj.indukovanom reparacijom pulpnog tkiva [49].

Bostrom i saradnici su ispitivali dejstvo silikatnog cementa (Biodentine™) i njegov
uticaj na nastanak reparativnhog dentina, na modelovanje i sekreciju TGF-B1 ¢elija pulpe,
direktnim prekrivanjem pulpe na humanim zubima. Imunohistohemijskom analizom su ispitivali
djelovanje materijala na pojedinim dijelovima pulpe pri ¢emu je zapaZeno da je Biodentin™
aplikovan direktno na pulpu izazvao rani oblik sinteze (nastanka) reparativnhog dentina
vjerovatno zbog modulacije lu¢enja TGF-B1 sekreta ¢elija pulpe [50].

U novijoj objavljenoj studiji, Laurent i saradnici (2012) su Biodentine™ aplicirali
direktno na kulturu ¢elija pulpe humanih zuba gdje su se ¢elije promatrale u vise vremenskih
perioda. Uticaj Biodentine™ na luéenje (ekspresiju) TGF-B1 je poredeno sa kalcijum
hidroksidom, a njegova ekspresija je kvantifikovana pomo¢u ELISA-e. Rezultati su pokazali da
Biodentine™ uti¢e na proces mineralizacije odmah nakon njegove aplikacije na celije pulpe,

ustvari podstice luCenje osteodentina i osteoblasta i povecava ekspresiju TGF-B1 vjerovatno
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zbog uticaja Celija pulpe na sekreciju TGF-B1. Ustvari, kada se Biodentine™ aplicira direktno
na na pulpu podstice se indukcija reparativne dentinogeneze [6].

Graham i saradnici su to zaklju€ili u svojoj studiji jos 2006. godine u kojoj je uocena
porasta faktora rasta (TGF-B1) i njegova uloga u angiogenezi, regrutovanju starih celija,
odvajanju ¢elija i u mineralizaciji u odredenim dijelovima pulpe ispod biomaterijala. Tompson i
saradnici (2008) u svojoj studiji uocili da kalcijum hidroksid solubilizuje bioaktivne molekule
TGF-B1 u pulpi zuba, kako bi podstakao reparativnu dentinogenezu [51,52].

U eksperimentalnoj in vivo studiji, Tziafas i saradnici su ispitivali uticaj TGF-1, kao
aktivne komponente matriksa dentina tokom indukcije reparativne dentinogeneze, na uzorcima
pulpe zuba molara i o¢njaka pasa, imunohistohemijskom analizom pomoc¢u antitijela TGF-B1.
Rezultati su pokazali da ¢elije pulpe mogu da izraze (pokazuju ekspresiju) svog
dentinogenetskog potencijala, kao odgovor na egzogeni TGF-B1 i da se dentinogenetska
aktivnost dentina matriksa moze bar delimi¢no pripisati TGF-B1 molekulama [53].

Efekti rekombinovanog fibroblasta (bFGF), insulinu slican faktor rasta (IGF)-11 i
transformisuci faktor rasta (TGF-B1) su ispitivani svjetlosnim i transmisionim elektronskim
mikroskopom u ¢elijama pulpe nakon aplikacije na otvorenu pulpu oc¢njaka i molara, zuba pasa.
U periodu od jedne i tri nedjelje ova studija je pokazala da TGF-B1 u kratkom vremenskom
periodu utie na diferencijaciju Celija-slicnim odontoblastima i stimuliSe nastanak primarnih
odontoblasta [51].

U nekim eksperimentalnim studijama npr. Smith-a i saradnika, implantacijom izolovanih
komponenti ekstracelularnog matriksa dentina u kavitet zuba je doSlo do stimulacije osnovnih
odontoblasta i reakcionarne dentinogeneze. Hromatografska metoda i test za faktore rasta su
pokazali da ovi uzorci sadrze znacajne koli¢ine TGF-B1, a faktor rasta utice na diferencijacije i

sekreciju odontoblasta [45].

1.1.1.4.2. FIBRONEKTIN I NJEGOVA ULOGA U DENTINOGENEZI
Fibronektini su veliki glikoproteini koji ucestvuju u mnogim celijskim procesima,

posebno u interakciji ¢elija sa ekstracelularnim materijalom kao $to su fibroblasti, osteoblasti itd.

Tokom poslednjih godina u mnogim studijama je analizirana ekspresija, funkcija i struktura
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fibronektina i otkriveno da fibronektin ima kompleksnu molekularnu strukturu, koja se sastoji od
vise specifiénih mjesta za vezivanje [42].

Dokazano je, da su molekuli fibronektina upleteni u razlicite ¢elijske funkcije ukljucujuéi
adheziju, migraciju i diferencijaciju [8].

Fibronektin je ekstracelularni glikoprotein matriksa koji se distribuira u tkivo i u Kkrv.
Tokom razvoja zuba, diferencijacija odontoblasta je kontrolisana od strane specifi¢ne bazalne
membrane koja posreduje u epitelijalno-mezenhimalnom razvoju. Neka istrazivanja ukazuju na
prisustvo i vezu fibronektina i ove bazalne membrane u diferencijaciji odontoblasta. Smatra se da
fibronektin 1 bazalna membrana posreduju u izduzivanju 1 polarizaciji odontoblasta,
transmembranskom interakcijom. Ova saznanja ukazuju na mogucu ulogu fibronektina u
sekundarnoj inicijaciji diferencijacije odontoblastoidnih ¢elija [6].

Fibronektin, koji pripada klasi glikoproteina sa velikom molekulskom tezinom, ima
vaznu ulogu u regulaciji Celijske adhezije, migracije i1 diferencijacije u toku razvojnih 1
reparativnih procesa. Fibronektin okruzuje ektomezenhimne ¢elije i akumulira se na apikalnom
polu celija. One se istovremeno izvlace iz Celijskog ciklusa, polarizuju i sekretuju pokrovni
predentin [54].

Implantacija bioloski aktivnih molekula ili biomatriksa unutar pulpne komore zuba,
eksperimentalnih Zivotinja (pasa) je posluzio kao uzorak, koji je objasnio molekularnu osnovu
indukcije stvaranja reparativnog dentina. Ovom metodom se posluzila eksperimentalna studija u
kojoj je pulpno tkivo zivotinja implantirano sa milpor-filterom, natopljenim fibronektinom, koji
je uticao na stvaranje dentinskog matriksa oko implantata uz pojavu odontoblastolikih celija
[55].

Weiss je takode u svojoj studiji potvrdio da pulpne celije implantirane (prekrivene)
fibronektinom, mogu biti diferencirane u odontoblastolike ¢elije i da faktor rasta moze uticati na
dentinogenezu indukovanu fibronektinom koji veze faktore rasta, a posebno TGF-B1[56].

Fibronektin i tenascin-C su dva najve¢a glikoproteina ECM koja su sastavljena od
velikih disulfidno-vezanih podjedinica, a one od visestrukih strukturnih oblasti (domena). Vise
od polovine svake molekule sadrzi takozvana ponavljanja fibronektina tipa 111, medutim druge
oblasti (domeni) se razlikuju. Fibronektin je dimer, a tenascin-C je heksamer. Fibronektin i
tenascin-C najcesce zajedno ulaze u sastav tkiva, ali je zastupljenost tenascina-C znatno manja u

odnosu na fibronektin [51].
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Fibronektin pripada porodici (rodu) velikih, ljepljivih glikoproteina koji se javljaju ili u
rastvorljivom ili nerastvorljivom obliku i neutralne je PH vrijednosti. Rastvorljivi FN je prisutan
u tjelesnim tecnostima, ukljucujuéi plazmu, cerebrospinalnu te¢nost i amnionsku tecnost.
Nerastvorljivi fibronektin je prisutan u mnogim organima i tkivima odraslih, ukljucujuéi slezinu,
zidove krvnih sudova, jetru, bubreg, kozu, mozak i periferne nerve. Fibronektin se veze za
povrsine Celija i za razliCite bioloske supstance, ukljucujuéi kolagen. FN 1 kolagen su Cesto
glavni proteini vezivnog tkiva i njihovo medusobno djelovanje bi moglo biti vazno u
obrazovanju i odrzavanju strukture tkiva. FN takode igra ulogu u embrionskom razvoju,
organogenezi, morfogenezi i diferencijaciji [52].

Neka istrazivanja su istakla da distribucija fibronektina nije bila jednaka u okviru mekih
vezivnih tkiva ili medu razli¢itim vezivnim tkivima, te je ova studija proucavala raspodjelu
fibronektina u dentalnim i periodontalnim tkivima, molara i sjekuti¢a odraslih pacova koristec¢i
imunofluorescentnu tehniku. Ekspresija fibronektina je uo¢ena u svim mineralizovanim tkivima
sem u cementu sjekutic¢a, i u ve¢ini mekih tkiva izuzev u pulpi molara i sjekuti¢a. Rezultati su
takode pokazali da je FN lokalizovan prvenstveno u ¢elijama i ¢elijskim procesima, zidovima
osteocita, i cemenocitnim prazninama i kanalima i dentinalnim tubulama. Trake FN, prisutne u
osteoblastima ukazuju na aktivnosti i skupljanje FN u toku formiranja i reparacije kosti [50].

Yoshiba i saradnici su ispitivali distribuciju fibronektina u pulpi zuba u razvoju i
razvijenim zubima pomocu indirektne imunofluorescencije, konfokalnim laserskim skeniraju¢im
(pretraznim) mikroskopom. U apikalnoj regiji zuba u razvoju, intenzivnom fluorescencijom
fibronektin je pronaden uz bazalnu membranu i prvom formiranom sloju predentina. Sli¢na
zastupljenost fibronektina kod razvijenih zuba uocena je je u odontoblastnom sloju. Rezultati
ove studije pokazuju da je fibronektin bio prisutan u sloju odontoblasta tokom svih faza
dentinogeneze. Pozitivne fibrozne strukture izmedu odontoblasta vjerovatno odgovaraju von
Korffovim vlaknima te su povezani (uestvuju) u diferencijaciji odontoblasta i dentinogenezi
[57].

Mizuno i saradnici su (2008) ispitali efekat jona kalcijuma na ¢elije zubne pulpe i
mehanizam nastanka dentinskog mosta pod uticajem kalcijum-hidroksida tako $to su humane
¢elije pulpe tretirane sa visokom koncentracijom jona kalcijuma ili magnezijuma u 24 ¢asa pri
¢emu je mjerena ekspresija gena fibronektina pomocu PCR metode potom su Celije pulpe

kultivisane (zasijane) na fibronektinskoj podlozi. Rezultati ove studije su pokazali da je
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ekspresija fibronektin-gena stumulisana pomoc¢u kalcijumovih jona, zavisno od koncentracije, a
magnezijum nije uticao na stimulaciju gena fibronektina. Nadalje, ¢elije pulpe kultivisane na
podlogama sa fibronektinom, su pokazale povecanu ekspresiju fenotipova mineralizovanih tkiva,
formiranih (zrelih) ¢elija. Ovim istrazivanjem se doSlo do zakljucka da joni kalcijuma koji se
otpustaju iz kalcijum-hidroksida stimuliSu sintezu fibronektina u ¢elijama pulpe, a fibronektin
moze izazvati diferencijaciju ¢elija zubne pulpe u mineralizovanim tkivima, formiranjem celija
koje su najvaznije za nastanak dentinskog mosta, do kontakta sa ¢elijama. Ekspresija tenascina-C
nije primjecena u epitelu oralne sluznice, odontoblasima i ameloblastima. Fibronektin je na
slican nacin distribuiran na spoju epitelne membrane i preodontoblasta, gdje je kolagen tipa I'i 111
bio odsutan, a fibronektin prisutan [58].

Leites i saradnici su su se bavili (2011) procjenom histoloskog odgovora i ekspresijom
tenascina-c i fibronektina u pulpi poslije direktnog prekrivanja pulpe sa kalcijum hidroksidom i
MTA. Ispitivanje je sprovedeno na 40 stalnih zuba svinja, koji su nakon odredenog vremena
ekstrahovani i analizirani imunohistohemijskom metodom. Rezultati su pokazali da je znatno
veéi inflamatorni odgovor pulpe bio poslije sedam dana u grupi sa direktnim prekrivanjem
kalcijum hidroksidom, a nesto kasnije sa MTA. Ekspresija tenascina-c i fibronektina je u obe
grupe (i kod kalcijuma i MTA) bila priblizno sli¢nog intenziteta .Fibronektin i tenascin-C su
uoCeni tokom reparativne dentinogeneze, nezavisno od koriStenog materijala za direktno
prekrivanje pulpe [59].

Linde i saradnici su u razli¢itim fazama dentinogeneze ispitivali ekspresiju fibronektina
pomocu indirektne fluorescencije. Fibronektin i njegova ekspresija (izrazavanje) su utvrdeni u
bazalnoj membrane izmedu unutraSnjeg glednog epitela i osnovnog mezenhima zuba i u sloju
predentina, ali nije bio zastupljen u predentinu tokom daljnjeg, cirkumpulpalnog formiranja
dentina, Sto ukazuje da molekule fibronektina nisu direktno ukljuéene u mineralizaciju.
Fibronektin je lokalizovan u sloju odontoblasta [60].

Fibronektin se nalazi u tjelesnim tecnostima i (viSe u plazmi, a znatno manje u drugim
tecnostima) i mekom vezivnom tkivu. Fibronektin se sintetiSe iz velikog broja ¢elija in vitro.
Fibroblasti 1 endotelne celije su glavni prozvodaci fibronektina ukljucujuéi i mnoge druge celije,
npr.epitelne koje sintetiSu fibronektin na nizim nivoima. Postoje dvije vrste fibronektina i to

fibronektin plazme i celularni fibronektin [56].
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U jednoj od studija, Zarrabi i saradnici (2011) su imunohistohemijskom analizom
ispitivali ekspresija tenascina-c i fibronektina poslije prekrivanja humanih zuba sa MTA i novim
endodontskim cementom gdje su 32 premolara poslije odredenog vremena ekstrahovani i
pripremljeni za imunohistohemijsku analizu. Rezultati su pokazali da je ekspresija fibronektina i
tenascina-c uocena u obje grupe zuba tj.njihova ekspresija je uoCena u matriksu dentinskog
mosta ve¢ poslije dvije sedmice sa malo ve¢im intezitetom kod grupe sa MTA. Ekspresija oba
antitijela se smanjivala poslije osam nedjelja. U stvari ova studija je istakla znacaj fibronektina i
tenascina-c, kao glavne dvije komponente matriksa jednog reparativnog dentinskog mosta [61].

Etges i saradnici su proucavali ekspresiju ekstracelularnog glikoproteina tenascina-C i
fibronektina u pulpi molara kod ljudi (humanih zuba) nakon njenog direktnog prekrivanja sa
kalcijum hidroksidom, a prije direktnog prekrivanja kaviteti su isprani sa rastvorom natrujum
hipohlorida 1 hlorheksidin glukonata. Poslije odredenog vremenskog perioda zubi su
ekstrahovani i pripremljeni za imunohistohemijsku analizu koja je u ovoj studiji pokazala da
natrijum-hipohlorid i hlorheksidin-glukonat nisu uticali na ekspresiju ova dva glikoproteina i

oba su uocena u reparaciji dentina [62].

1.1.1.4.3. TENASCIN-C | NJEGOVA ULOGA U DENTINOGENEZI

Tenascin-C je ektracéelijski, protein matriksa. Najraniji izraz tenascina-C je posmatran u
toku gastrulacije i u nervnim ¢elijama tokom migracije. Zatim je primjecen u hrskavici i kostima
U razvoju, u mezenhimu razli¢itih organa, ukljucujuéi i zube. U studijama, koje su najcesce
radene na pacovima i miSevima, vidljiva je privremena zastupljenost tenascina u epitelu
pupoljka zuba, a kasnije i pulpi. Uocena je smanjena vrijednost tenascina-C u odontoblastima.
Istrazivanje na miSevima takode je pokazalo da je tenascin-C izrazen u ¢elijama pulpe dentina in
vitro i da se njegovo dejstvo znatno povecalo pod uticajem TGF-B16, HGF i RA u mRNA i
proteinima. Dokazano je da tenascin-C koci (usporava) spajanje ¢elija pomocu fibronektina kako
bi se smanjilo spajanje u toku razvoja zuba [22].

Dok je gen tenascina-C obilato izrazen u embrionskim tkivima, u veéini tkiva je
smanjen, a najzastupljeniji u mozgu i drugim nervnim tkivima. Povecan je u toku zarastanja rana

i mehanicki stres dovodi do pojave tenascin-C u osteoblastima i u fibroblastima i hondrocitima.
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Tenascin-C je znacajno povecan kod stroma mnogih tumora kao sto su karcinomi grudi i pluca
[23].

Morfogeneza i diferencijacija zuba u razvoju je regulisana medusobnim djelovanjem epitela
i mezenhima. Bioloske funkcije tenascina-C su jo$ uvijek nedovoljno razumljive. Blize analize,
su pokazale da misevi, kojima je nedostajao tenascin imaju neuroloske smetnje koje dovode do
nenormalnog ponasanja kao i do smanjenog zarastanja rana na roznjaci [11].

Tenascini su ekstracelijski matri¢ni glikoproteini. Oni su obilni u ekstracelularnom
matriksu embriona. Veéina funkcionalnih studija sa tenascinom-c je radena na miSevima. Tokom
istrazivanja rezultati su ukazali da tenascin-C kao i fibronektin i tkivni hormon rasta, imaju
vaznu ulogu u signalizaciji ¢elija §to potvrduje njegova sposobnost da bude izazvan (indukovan)
u toku trauma, upala ili razvoja tumora. Takode, tenascin-C je vazan u regulisanju
razmnozavanja c¢elija 1 njihovog kretanja, posebno u toku zarastanja rana 1 utie na
diferencijaciju specifiénih celija pulpe neophodnih u reparatornom odgovoru. Brojne uloge
tenascina-C u funkcionisanju i signalizaciji ¢elija Cine tenascin-C popularnim proteinom za
proucavanje u razvoju novih terapija i otkrivanju novih metoda. U nekim studijama se tenascin-
C Klasifikuje kao ljepljivi protein jer onemogucava (koci) spajanje sa fibronektinom [18].

Neke studije su istakle da je tenascin-C potencijalni biomarker za brojna oboljenja kao
sto su miokarditis i razliciti oblici tumora. S obzirom da uc¢estvuje u funkcionisanju i signalizaciji
¢elija, ove uloge cine tenascin-C popularnim proteinom za prouc¢avanje i razvoj novih terapija
i metoda lijecenja. U novijim objavljenim studijama je otkriveno da tenascin-C usporava
infekciju HiV-om u imunim celijama vezuju¢i se za stranu “chemokine coreceptor  (tipovi
molekula na povrsini ¢elija) na proteinskom omotacu HIV-1, blokirajuéi tako prodiranje virusa u
¢elije domacina. Tenascin-C i fibronektin su dva najveca vancelijska matri¢na glikoproteina.
Prepoznatljiv i visoko regulisan izraz tenascina je izazvao interes u cilju da se identifikuju
moguce funkcije tenascina-C u spajanju ¢elija sa ¢elijama ili ¢elijama sa supstratom, migraciji
celija, rastu i raslojavanju ¢elija u toku morfogeneze [19].

Najraniji izraz tenascin-C je posmatran u toku gestacije i u nervnim ¢elijama, hrskavici i
kostima u razvoju i u mezenhimu razli¢itih organa ukljuéujuci i zub. Dok je gen tenascina-C
obilato izrazen u embrionskim tkivima, u vecini odraslih tkiva pojavljuje se u malim
koncentracijama. Kod odraslih je ekspresija tenascina-C otkriveno u mozgu i drugim nervnim

tkivima. Izrazavanje tenascina-C je znacajno povecano kod stroma mnogih tumora kao §to su
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karcinomi grudi i plu¢a. Nekoliko faktora rasta uti¢e na ekspresiju tenascina-C u kulturama celija
tj. transformisSuci faktor rasta B(TGFB1) i fibroblastni faktor rasta (FGF)-2, (bFGF) uticali su na
produkciju tenascina-C u kulturama fibroblasta. U novijoj objavljenoj studiji, Sato i saradnici su
(2016) ispitivali  imunohistohemijsku lokalizaciju tenascina-C u periodontalnim ligamentima
pacova, starih 8 nedjelja. Aktivnost tenascina-C (njegova ekspresija) je detektovana u cementu
1 alveolarnoj kosti, a intenzivnija ekspresija na resorpcionoj povrsini alveolarne kosti. Uocen je 1
u interfibroznom prostoru parodontnih ligamenata, S$to ukazuje da on djeluje kao adhezijske
molekule izmedu kosti 1 vlakana parodontnih ligamenata. Takode je uoceno da tenascin-C
znaajno uti¢e na resorpciju alveolarne kosti, a espresija fibronektina U periodontalnim
ligamentima tokom eksperimenta ili bolje reCeno imunoaktivnost tenascina-C i fibronektina
zapazena je u mnogim podrucjima, ali se medusobno iskljucuju [63].

U novijoj objavljenoj studiji iz ljeta 2015.godine, Moradi sa saradnicima je imao za cilj
da procijeni ekspresiju fibronektina i tenascina, nakon direktnog prekrivanja pulpe u zubima
pacov sa MTA, propolisom ili sa uzorcima plazme bogate trombocitima pomocu
imunohistohemijske metode koja je obuhvatala 48 molara i premolara od 4 psa. Zivotinje su
zrtvovane poslije 7 1 30 dana i izvadeni su zubi. Rezultati studije su uocili da je ekspresija
tenascina znatno vec¢a kod zuba koji su izvadeni poslije 30 dana nego kod onih koji su izvadeni
poslije 7 dana. U zakljucku se navodi da je MTA bolji izbor za direktno prekrivanje pulpe i da
se tenascin aktivira u reparatornoj dentinogenezi [31].

Jo§ ranije je dokazano da je tenascin molekula ekstracelularnog matriksa (ECM) i da
ulazi u sastav mezenhima samog embriona, koji okruzuje pupoljak epitela u raznim organima
ukljucujudi i zub. Thesleff je sa saradnicma u ovoj studiji ispitivao (pomoc¢u imunohistohemijske
analize zuba) gdje je tenascin-C lokalizovan tokom razvoja zuba kod misa i Stakora
koristenjem pileceg antitijela tenascina-C. Rezultati pokazuju da je tenascin-C bio prisutan u
bazalnoj membrane zuba u vrijeme diferencijacije odontoblasta, dok je u celijama dentalne
papile iscezao. Na osnovu rezultata ove studije se moglo zakljuciti da je ekspresija tenascina-C u
mezenhimskim ¢elijama tkiva zuba u poredenju sa drugim ¢elijama vezivnih tkiva povezana s
njihovom sposobnos§cu diferencijacije u toku formiranju ¢éelija tvrdog tkiva [64,65].

Leite i saradnici su se bavili procjenom histoloskog odgovora i ekspresijom tenascina-C i
fibronektina u pulpi poslije direktnog prekrivanja pulpe kalcijum hidroksidom i MTA, na 40

stalnth zuba kod svinja, koji su nakon odredenog vremena ekstrahovani 1 analizirani
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imunohistohemijskom metodom. Rezultati su pokazali da je znatan inflamatorni odgovor pulpe
uocen poslije sedam dana u grupi gdje bilo direktno prekrivanje pulpe sa kalcijum hidroksidom,
a nesto kasnije sa MTA. Ekspresija tenascina-c i fibronektina je u obe grupe (i kod kalcijuma i
MTA) je bila priblizno sli¢nog intenziteta i takode su fibronektin i tenascin-C uoceni u toku
reparativne dentinogeneze, nezavisno od koriStenog materijala za direktno prekrivanje pulpe
[66].

Sahlberg i saradnici su (2011) u studiji proucavali ekspresija tenascina-C i njegovu
mRNK tokom razvoja zuba pacova gdje su uo¢eni neki fragmenti mRNK ovog antitijela tokom
razvoja zuba pacova i da TGF-B1 moze djelovati kao epitelni signalni molekul koji uti¢e na

indukciju ekspresije tenascina-C u mezenhimu zuba [67].

1.1.2. UTICAJ DIABETES MELLITUS-a (DM) NA STANJE USTA | ZUBA

Diabetes mellitus (DM) je stanje hroni¢ne hiperglikemije i poremecaj metabolizma
ugljenih hidrata, masti i proteina koje nastaje kao posljedica apsolutnog ili relativnog nedostatka
dejstva insulina. DM je predisponiraju¢i faktor karijesu, gingivitisu, periodontitisu, oralnoj
kandidijazi, kserostomiji i mnogim drugim oboljenjima usne duplje [3].

Ubrzani  katabolicki a smanjeni anaboliticki procesi dovode do promjena u svim
¢elijama i tkivima organizma, §to dovodi do oralnih promjena kod bolesnika s hroni¢im
dijabetesom. Glukoza koja se nalazi kod dijabeti¢ara u meducelijskom tkivu, tkivnim te¢nostima
i u pljuvacki dovodo do nastanka oportunisticke oralne flore i stvaranja uslova za njenu
patogenost. Obradovié¢ je sa saradnicima ispitivala promjene oralnih struktura sa diabetes
mellitus-om, gdje je u ispitivanje bilo ukljuéeno 47 dijabetiCara, starosne dobi od 55 godina i
prosje¢na vrijednost SUK-a 12,6 mnol/L. Rezultati klini¢kih ispitivanja su ukazali na oralne
promijene medu kojima su dominirale kserostomija, glosopiroza, stomatopiroza, upale oralne
sluznice, sa pojavom hiperkeratoze i eksfolijacije na jeziku i usnama [68].

Hipoplazija gledi je vaZan klinicki problem kod novorodencadi od majki sa dijabetesom.
To je podstaklo Silvu i njene saradnike (2003) da ispitaju da li postoje hipoplazije gledi u

zubima pacova (mladunaca) Vistar soja, gdje su zenke dovedene u dijabetes tokom trudnoce.
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Makroskopski su uoceni bjelicasti defekti u gledi (hipoplazije), $to je potvrdeno i SEM-om , gdje
su zabiljezene hipoplazije gledi skoro u svim zubima eksperimentalne grupe [69].

Posebno treba istaci da diabetes mellitus tipa I ima Stetan uticaj na razvoj fetusa i na
povecan rizik za nastanak urodenih mana. lako su redovne kontrole Secera u krvi kod trudnica sa
dijabetesom redukovale perinatalni morbiditet i urodene mane, ipak je to jo$ uvijek glavni uzrok
smrtnosti novorodencadi od majki sa dijabetesom [67].

Mnoge epidemioloske studije su ukazale da su osobe oboljele od dijabetesa podloznije
oralnim infekcijam i periapikalnim procesima zbog promjene u njihovom imunom sistemu i
kvalitativnim i kvantitativnim promjenama flore u ustima, $to je takode Mesgarani sa
saradnicima (2014) potvrdio u svojoj studiji. Cilj njihove studije je bio da se procijeni kolika je
ucestalost (zastupljenost) periradikularnih lezija kod pacijenata Babole, iz sjevernog dijela Irana
na osnovu klinickog pregleda i retroalveolarnog snimka (rendgeneoloski) gdje su rezultati
pokazali da su periradikularne lezije zabiljezene kod 94.4% od ukupnog broja pacijenata.
Takode je i kod pacova dovednih u dijabetes pronadeno vise periapikalnih lezija nego na zubima

zdravih pacova [70].

1.1.3.UTICAJ NA DENTINOGENEZU

Mikrocirkulacija pulpe je takode vazan dinamican sistem koji reguliSe metabolicke
procese zuba i dentinogenezu. Na krvne sudove pulpe uti¢u brojni neurogenetski faktori kao i
fizicko-hemijski faktori koji mogu uticati na odbrambene reakcije pulpo-dentinskog kompleksa .
Kod dijabetesa postoji poremecaj mikrocirkulacije u pulpi 1 posljedicnog usporavanja njenog
metabolizma tj.smanjena je njena je odontogeneza u pulpi [22].

Dok su mehanizmi obolijevanja parodonta kod DM-a potpuno razjasnjeni, Celijski i
molekularni mehanizmi poremecaja u zubnoj pulpi tokom dijabetesa su i1 dalje problem koji se
istrazuje [12].

Histopatoloske studije pokazuju postojanje angiopatija i zadebljale bazalne membrane
kako malih tako i velikih krvnih sudova pulpe [23].

Parametri antioksidantnog sistema, znaCajno Su izmenjeni u pulpi pacova sa

eksperimentalno izazvanim dijabetesom, sto su i potvrdile i brojne studije [21].

22



Diabetes melitus je hroni¢no oboljenje koje negativnho utiCe na reparaciju pulpe
(reparativnu sposobnost pulpe) i periodoncijuma, §to su potvrdile brojne studije [33].

Madani sa saradnicima (2014) je patohistoloskom analizom prou¢avao promjene u pulpe
tako Sto je direktno prekrivao pulpu, 32 zuba pacova Vistar soja koji su dovedeni u dijabetes.
Poslije Cetiri sedmice, pacovi su Zrtvovani a uzorci zuba pripremljeni za patohistolosku analizu.
Uocen je znatno intenzivniji inflamatorni odgovor pulpe prekrivene CEM cementom u
eksperimentalnoj grupi nego u kontrolnoj (p = 0.004), dok na zubima tretiranih sa MTA u
eksperimentalnoj grupi nije uoc€en jaci inflamatorni odgovor pulpe u odnosu na pulpu zdravih
pacijenata. Ova preliminarna studija ukazuje na bolji terapeutski u¢inak (dejstvo) MTA na pulpu
od CEM cementa kod osoba sa dijabetesom. U nekim studijama je zapaZeno prisustvo patoloskih

kalcifikacija u pulpi [71].

1.1.4. UTICAJ OLOVA NA LJUDSKI ORGANIZAM | NJEGOVA TOKSICNOST

Poznato je da je olovo jedan od najStetnijih metala jer kao kumulativni toksin moze
prouzrokovati niz teSkih oSte¢enja.Vaznost olova kao jednog od najve¢ih zagadivaca Zivotne
sredine tokom poslednje decenije intenziviralo je istrazivanja 0 dejstva olova na ljudski
organizam [34].

Zagadenje okoline teSkim metalima dovodi do toga da ih tijelo c¢ovjeka apsorbuje.
Dospjelo olovo u organizam (najcesce inhalacijom i ingestijom), najviSe se deponuje u jetri,
kostima i zubima i toksi¢no djeluje na bubrege, kardiovaskularni, crijevni i centralni nervni
sistem, dovodeci do akutnih ili hroni¢nih oboljenja [55].

Prvenstveno uti¢e na antioksidativne procese i na taj nacin stvara prekomijeran
oksidativni stres [43].

Osnova toksi¢nosti olova je u tome sto se njegovi metalni katjoni vezuju sa posebnim
ligandima (npr.sulfidnim, karboksilnim ili amino grupama) biomolekularnih supstanci koje su od
posebnog znacaja za razlicite fizioloske funkcije i transport jona [44].

Trovanje ljudi olovom dovodi do mnogih neurotoksi¢nih promijena kao sto je encefalitis,
poremecaj ponasanja i nepaznja, smanjenje koncentracije, smanjenje koeficijenta inteligencije,
itd [53].

23



To su potvrdili i Niu i saradnici (2008), tako $to su pomocu (aktivnosti) komore i Y-
lavirinta ispitivali spontana i uslovljena ponaSanja odraslih albino pacova, nakon uno$enja olovo
acetata i natrijum florida u vodi za pic¢e. Oni su ukazali da fluor ili olovo mogu uticati negativno
na spontano ponasanje i sposobnost ucenja prije nego na nastanak nekih lezija ili promijena u
zubu [72].

Nedovoljno podataka o uticaju teskih metala na oboljenje ADHD koje je zastupljeno kod
8% djece u SAD, su podstakli Chan-a i njegove saradnike da se (2015) bave ispitivanjem uticaja
Mn, Ca, Fe, Pb i Hg na nastanak ovog oboljenja primjenom skale za ponasanje (DBA). Nije
uocena povezanost izmedu ADHD-a i uticaja ovih metala, sem olova koje se inace dovodi u vezu
sa promjenama u ponasanju djece (hiperaktivnost, impulsivnost, smanjenu inteligenciju) [73].

Takode su mnogi autori provjeravali koncentraciju olova u zubnim tkivima, kao
pokazatelju koeficijenta inteligencije dece u podru¢jima bogatim olovom i utvrdili da je
koncentracija olova u zubima u negativnoj korelaciji sa stepenom inteligencije djece [71].

Poznato je takode da ljudi, koji su hroni¢no bili izlozeni koncentracijama 0.75ug olova,
imaju smetnje u rastu, a posebno kod djece [72,73].

Berkovitz i saradnici su ispitivali ugradnju olova u zubna tkiva kod pacijenata sa
gastrointestinalnim ulkusom i dosli do rezultata da je nivo olova u dentinu pacijenata oboljelih
od ulkusne bolesti, znacajno visi jer su ostecenja celije mukoze tankog creva omogucile
pojacanu resorpciju i deponovanje olova u ¢vrsta zubna tkiva [74].

U radovima Scharier-a i sar. ispitivana je koncentracija olova u krvi i mlijecnim zubima
djece sa bubreznom insuficijencijom, gdje je utvrdena korelacija izmedu koncentracije Pb u
zubima i insuficijencije bubrega [75].

Jedna od savremenijih studija, imala je za cilj da ispita zastupljenost kadmijuma i olova
u mlije¢nim zubima kod djece koja pate od celijaklije i alergija na hranu u industrijskim
oblastima Poljske. Upotrebom plamene atomske apsorpcione spektrofotometrije, uvrdeno je da
su se ovi metali najvise akumulirali u mlije¢nim zubima, kod djece sa celijaklijom i alergijama
na hranu u poredenju sa zubima zdrave djece. Tokom studije je takode uoceno da su toksi¢ni
teSki metali u zubima ostali u dinami¢nom balansu sa normalnom gradom zuba, tj. bili su
zamijenjeni kalcijumom u hidroksilapatitnim kristalima. Prema tome, procjena koncentracije
kadmijuma i olova u ¢vrstim zubnim tkivima ne bi se trebalo zasnivati samo na apsolutnom

sadrzaju ovih metala, ve¢ 1 na odnosu ovih metala prema kalcijumu u zubu [25].
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Neke studije u Poljskoj su pokazale da je kod vise od polovine puSaca potvrdeno da su
njihova djeca zbog boravka u zatvorenim prostorijama akumulirala vec¢e koli¢ine toksi¢nih
metala,ukljucujuci kadijum i olovo iz dima cigareta [19,21].

Povecane koncentracije olova mogu djelovati i na normalan razvoj djece i na resorpciju
hranljivih materija, kao sto su kalcijum, selen, bakar, Zeljezo i magnezijum ali i na smanjenu
aktivnosti razlicitih ¢elijskih enzima. Olovo se inaCe nakuplja najvise u bubrezima, jetri,
kostima i zubima. Produkti koji eliminiSu kadmijum i olovo iz tijela ukljucuju vitamin C i E,
selen, zeljezo 1 amino kiseline, metionin i cistein. Poznato je, da se u dentalna tkiva ugraduju
metali u periodu obrazovanja gledi ili dentina (u toku razvoja zuba) [7,26].

Olovo takode ima Stetno dejstvo na reproduktivni sistem, $to je dokazano u brojnim
studijama na eksperimentalnim zivotinjama ali i negativan efekat na intrauterini razvoj ploda i
organogenezu, zbog ¢ega mu se pripisuje teratogeno dejstvo. Kod trudnica izlozenih povecanim
dozama olova, uoc¢ena je ucestala pojava spontanih pobacaja. Olovo osteCuje sluzokozu usne

duplje, dovode¢i do Stomatitis saturnina-e [13].

1.1.4.1. APSORPCIJA | DISTRIBUCIJA OLOVA U ORGANIZMU

Apsorpcija olova zavisi od prisutne koncentracije, rastvorljivosti njegovih jedinjenja,
fizickog stanja olova, kao i od fizioloskog stanja organizma i moze biti perkutana, pulmonalna
ili gastrointestinalna [10].

Poslije izlaganja, olovo se heterogeno ugraduje u krv, meka tkiva i kosti a period
poluraspada je od nedjelju dana, a ¢ak do 4 godine u tvrdim tkivima. Tvrda tkiva su najvece
skladiSte olova u tijelu, koje se isto tako moze otpustati iz njih tokom trudnoce i laktacije,
mijenjaju¢i metabolizam minerala [20].

Trovanja olovom je mnogo brze kod djece i mladunaca Zivotinja, §to je posljedica veceg
stepena resorpcije iz digestivnog trakta. Naime,ve¢ je napomenuto da se kod djece resorbuje
50% od oralno unesene koli¢ine olova, dok je kod odraslih resorpcija znatno manja i iznosi svega
10% [23].

Nakon resorpcije, olovo se transportuje krvlju, a iz cirkulacije prelazi u tkiva. Nakon
resorpcije u digestivnom traktu, olovo u krvi ima poluzivot od oko 20-30 dana, a u mekim

tkivma 30-40 dana, dok u zubima i kostima (u kojima je deponovan najvec¢i deo olova
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organizma) poluzivot iznosi od 10-20 godina [ 31].

1.1.4.2. OLOVO I ZIVOTNA SREDINA

U konstitutivnom smislu, sva ziva bi¢a su izgradena, kako od organskih materija i
hemijskih elemenata (makroelementi, mikroelementi) tako i od toksi¢nih elemenata, koji se u
organizmu nalaze u razli¢itim koncentracijama, usljed kontaminacija iz okoline (Al, Hg, Cd, Pb,
Bi, Ag). Medu toksi¢nim elementima posebno se izdvaja olovo kao jedan od najvaznijih i
je najzastupljeniji teski metal u Zemljinoj kori i nalazi u obliku svojih ruda [45].

Ovaj metal se koristi se od praistorijskog vremena 1 Siroko je zastupljen 1 eksploatisan.
Proizvodnja olova u svetu se povecava iz godine u godinu a najznacajniji svetski proizvodaci su
Sjedinjene Americke Drzave, Rusija, Australija i Kanada. Bivsa Jugoslavija je zauzimala osmo
mjesto po proizvodnji olova u svetu. lako se poslednjih godina radi na tome da se nivo
eksploatacije smanji i dalje je to glavni zagadivac za stanovnike sjeveroistocne i centralne oblasti
USA-a. Kroz mnoge studije je dokazano da teska industrija, topionice obojenih metala, fabrike
za proizvodnju baterija i motorna vozila predstavljaju najvece izvore olova ali i staklo, boje,
keramika odnosno resetke akumulatora. VVozila u Meksiko Sitiju ve¢ dugo godina koriste samo
bezolovno gorivo, a neke od novih strategija idu na smanjenje olova u bojama, lakovima,
konzervama i igrackama [47].

Akutna trovanja olovom u nekim zemljama u razvoju su rijetkost, ali su hroni¢na trovanja
niskim koncentracijama olova je veliki problem javnog zdravsta, posebno medu manjinama i
socijoekonomski ugrozenim grupama. Ovo su takode i stanovnici sa visokom prevalencijom
karijesa [14].

U ovim zemljama u razvoju, svijest o toksi¢énom uticaju olova raste, ali je malo zemalja
sa politikom i propisima protiv ovog problema [15].

U vedini razvijenih zemalja, poslednjih godina je uticaj olova umanjen, uglavhom zbog
javnih kampanja o zdravstvu i smanjenja njegove upotrebe u komercijalne svrhe, posebno u
naftnoj industriji [11].

Olovo je visoko toksi¢no za ljudske zube,a moze biti i smrtonosan u odredenim zemljama

sa jako razvijenom industrijom [17].
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Godinama se permanentno povecava koncentracija olova u zivotnoj sredini Sto uzrokuje
ne samo profesionalna trovanja kod izloZenih radnika, ve¢ i cCijelokupnog stanovniStva.
Medutim, nije samo vazduh zagaden olovom, ve¢ je to 1 hrana i voda, tako da znacajne koli¢ine
olova mogu da dospiju u organizam i ovim putem. Utvrdeno je da je 50.8% svih profesionalnih

oboljenja u Srbiji prouzrokovana olovom [38].

1.1.4.3. UTICAJ OLOVA NA KOSTI | ZUBE

Primarno mjesto odlaganja olova u organizmu su ¢vrsta tkiva (kosti i zubi) i vise od 95 %
ukupnog olova u organizmu je deponovano u ovim tkivima. Olovo je labilno vezano ili
apsorbovano za povrSinu hidrosiapatita i moze se redistribuirati promijenom pH sredine,
izmjenom jonskog sastava te¢nosti, helatima, nekim antibioticima, alkoholom ili traumom [19].

U cilju boljeg razumijevanja posljedice dejstva olova na Celije kostane srzi, Sauk i saradnici
(1992) su ispitivali uticaj olova koriste¢i ( ROS) koStane ¢elije in vitro i uocili inhibitorni efekat
bolova na proliferaciju celija kostane srzi i produkciju osteokalcina. Ovo je potvrdio i Long sa
saradnicima (1990) koji je ispitivao djelovanje olova na prokolageni tip i proizvodnju
osteokalcina. Rezultati studije su ukazali na znacaj osteokalcina (koji ima glavnu ulogu u

mineralizaciji tvrdih tkiva) i potvrdili da olovo uti¢e na smanjenje njegove produkcije [76,77].

1.1.4.3.1.UTICAJ OLOVA NA GLED I DENTIN ZUBA

Postoje i1zvjestaji u literaturi koji ukazuju na to da prisustvo olova u hemijskom sastavu
gledi moZe promijeniti njegovu dentalnu ultrastrukturu i dovesti do oStecenja gledi. Tako je i
Gomes sa saradnicima u svojoj studiji utvrdio da su zubi predskolske djece, koja su zivjela u
industrijskoj oblasti grada, imali ve¢u koncentracije olova u gledi nego zubi djece koja su Zivjela
u neindustrijskoj oblasti [78].

Youravonga i saradnici su ispitivali gled 1 dentin kod djece sa visokom koncentracijom
olova u krvi, pomo¢u sekundarne jonske masene spektrometrije (secondary ion mass
spectrometry- SIMS) i mikroanalizom x-zracima. Ove metode su ukazale na vidljiv nivo olova u

dentinu na granici sa pulpom, a mikroanaliza x-zracima nije mogla detektovati olovo. Rezultati
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ove studije kao i prethodna istrazivanja su pokazala da se olovo najviSe talozi na gledno
dentinskoj granici zuba [79].

Antila je ispitivala koncentracija olova u gledi mlijecnih sjekuti¢a, 49 djece iz Askole,
ruralnog podrucju, koje je najbogatije radonom, u cijeloj Finskoj. Ispitivanje je radeno pomocu
protonske indukcije x-zracima, gdje su rezultati pokazali da je koncentracija olova (8.8 +/- 6.6
ppm) u cijeloj gledi zuba bila priblizno sli¢na rezultatima iz studija sprovedenim u drugim
oblastima Finske ukazuju¢i na to da radon ne utice na znacajan porast nivoa olova u gledi zuba.
Medutim, nivo olova izmeren na povrsini gledi zuba je bio nesto visi u Askola, nego u Oulu
(oblasti koja nije bogata radonom) i to na povrsini gledi gornjih sjekuti¢ca dva puta vec¢i od
koncentracije u donjim sekuti¢ima. Antila je iste (1987) ispitivala apsolutnu koncentraciju Mn,
Fe, Ni, Cu, Zn, Sr i Pb u gledi (sa labijalne i lingvalne strane, donjih mlijecnih sjekuti¢a) pomocu
protonske indukcije x-zracima. Uocene su znacajne varijacije u koncentraciji sa oralne i labijalne
povrsine pojedinih zuba i to samo za olovo, a kod ostalih metala nije uocena statisti¢ki znacajna
razlika za lingvalnu i oralnu povrsinu [80].

Jarvinen i saradnici su fizickom metodom zasnovanoj na protonskoj indukciji x-zraka,
ispitivali sadrzaj olova u mlije¢nim zubima i uo¢ili mnogo vecu koncentraciju olova u mlije¢nim
zubima djece urbane u odnosu na djecu ruralne oblasti Finske [81].

Frank i saradnici su sproveli komparativnu studiju zastupljenosti olova u gledi i dentinu
stalnih molara i premolara pomoc¢u disperzije x-zracima fluorescentom analizom, kod mladih
ispitanika iz Strazbura, ruralnog Alzasa i Meksiko Sitija. Kod svih ispitanika uocena je razlika u
koncentracji olova u odnosu na starosnu dob. Najvise ugradenog olova je uoceno u koronarnom

dijelu dentina i u kavumu pulpe [82].

1.1.4.3.2. UTICAJ OLOVA NA ZUBE TOKOM TRUDNOCE | LAKTACIJE

U literaturi se mogu naci brojni podaci o toksi¢nosti olova na organizam i ¢injenica da je
zub najbolji i najpouzdaniji pokazatelj ugradnje olova u organizam. Ipak su podaci za odnos
olova i zuba oskudni, sto je podstaklo Auroru da sa saradnicima (2005) ispita ugradnju olova u
gled i dentin zuba pacova Vistar soja, gdje su trudne Zenke pacova dobijale olovo nitrat u vodi za

pice tokom trudnoc¢e i dojenja. Uzorci njihovih molara su ispitivani pomocu nuklearne
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mikroprobe, i pokazano je da je nivo olova uoc¢en u povrsnim slojevima gledi i dentina, i to na
samoj granici sa pulpom [83].

Grobler i saradnici su ispitivali trudne zenke pacova koje su dobijale olovo u vodi za
pice, u toku trudnoce 1 u toku laktacije. Koncetraciju olova u molarima je ispitivna atomskom
apsorpicionom spektrofotometrijom i utvrdeno je da olovo najviSe ugradeno u zubno tkivo kod
zenki koje su pile vodu sa najveCom koncentracijom olova. Medutim, ovo istrazivanje je
uradeno, primjenom visokih koncentracija olova u vodi koja se inace ne nailazi u zivotnoj sredini
[84].

Watson i saradnici su u svojoj studiji dosli do rezultata da pacovi koji su bili izlozeni
olovu u prenatalnom i perinatalnom period imaju 40% povecanu prevalenciju karijesa i 30%
smanjenu funkciju parotidne zlijezde. Olovo u mlijeku tretiranih zivotinja je bilo povec¢ano 10
puta vise nego u krvi $to ukazuje na to da se olovo ugraduje i u mlijecne zlijezde. Takode, ovi
rezultati mogu djelimi¢no objasniti relativno visoku prevalencu karijesa u ispitivanim gradovima
iz unutrasnjosti SAD-a, gdje je izlozenost olovu uobic¢ajna pojava. Kod covjeka se olovo
deponuje u tvrda tkiva (kosti i zube) i do 62 godine tokom zivota i zato su ova tkiva
najvjerodostojnija za analizu uticaja olova. Cak je u jednoj studiji utvrdeno da kod majki koje su
par decenija ranije bile izlozene olovu to moze uticati na fetus. Studije su potvrdile da se
koncentracija olova u krvi znatno povecava tokom trudnoce i laktacije jer dolazi do otpustanja
uskladistenog olova iz kostiju u krvotok [85].

Wesenberg i saradnici su trudnim zenkama pacova Wistar soja davali olovo i kadium u
vodu za pic¢e. Nivo olova i kadijuma u sjekuti¢ima, molarima, epifizi i nadubreznoj zlijedi je
mjeren pomocu atomske apsorpcione spektrofotometrije. Rezultati su ukazali da olovo ima
najveci afinitet za ¢vrsta tkiva, posebno za ugradnju u zube i mogué¢nost akumulacije u meka
tkiva, jer je olovo bez barijere proslo kroz placentu i majc¢ino mlijeko, resorbujuci se u crijeva
odojceta. Uocena korelacija izmedu koncentracije olova u molara pacova i korteksa bubrega
ukazala je da su molari glodara najbolji pokazatelji stepena apsorpcije kadijuma i olova, a da
sjekutic¢i nisu. Pretpostavlja se da molari glodara mogu da se uporede sa humanim mlijecnim
zubima. Tako je jedna studija potvrdila da ljudski mlije¢ni zubi mogu ukazati na prethodnu

izlozenost olovu i mogu posluziti kao indikatori ekspozicije kadijumom [86].
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1.1.4.3.3. UTICAJ OLOVA NA ZUBE U RAZVOJU

Blizi pogled u dostupnoj literature ukazuje na to da zagadenje olovom moze uticati na
strukturu gledi (npr. gledna hipoplazija je poveéana kod djece izlozene visokim nivoima olova).
Podaci drevnih populacija otkrili su visoku rasprostranjenost defekata hipoplasti¢ne gledi kod
populacije koja je imala visoke nivoe olova u kostima i zubima [67].

Neke studije upucuju na to da postoji povezanost izmedu prisustva olova u dentalnom
tkiva 1 klinickih promjena u gledi. Takve promjene se mogu povezati sa diskoloracijom.
Medutim, ove studije nisu bile dovoljne da bi se utvrdila jasna povezanost izmedu prisustva
olova i takvih oStecenja gledi [33].

Zubi sa povecanim sadrzajem olova takode pokazuju povecanu abraziju i diskoloraciju
jer je poroznija struktura gledi osjetljivija na abraziju i upijanje egzogenih pigmenata [11].

Potvrdeno je takode da je hipoplazija gledi povecana kod djece izlozene visokim
koncentracijama olova [12].

Interesantno je da je kod sjekuti¢a pacova izlozenih olovu, uoceno odlozeno nicanje
sjekuti¢a. Povecanje proteina u matriksu gledi ovih pacova, moglo bi se povezati sa efektom
zaustavljanja rasta. Olovo je citotoksi¢ni agens i promjene u koli¢ini proteina i kaSnjenje u
amelogenezi bi mogli biti povezani sa direktnim djelovanjem olova na ameloblaste. Rezultati
ukazuju na to da mineralizacija kasni zbog izlaganja olovu [28].

Gerlach i saradnici se ispitivali formiranje gledi kod pacova koji su unosili olovo u vodi
za pice, a gledni matriks, je koriSten za ispitivanje koncentracije proteina 1 odredivanje njene
mikrotvrdo¢e. Povecana koncentracija proteina je uocena kod pacova koji su pili vodu sa
olovom. Ovim rezultatima se doslo do zakljucka da je olovo povecalo koncentraciju proteina, a
usporilo stvaranje gledi (mineralizaciju) kod sjekuti¢a pacova koji su pili olovnu vodu, s tim da
toksi¢no dejstvo olova nije ispitivano [87].

In vitro studije su pokazale da prisustvo olova u toku amelogeneze moze dovesti do
promjena kod ultrastrukture gledi, dovode¢i do toga da su ameloblasti veoma osjetljivi na

promjene u okruzenju. Ove promjene mogu biti povezane sa modifikacijama u fizi¢ko-
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1.1.4.4. UTICAJ OLOVA NA PULPU ZUBA | NASTANAK KARIJESA

Thaweboon i saradnici (2002) su ispitivali djelovanje olova na pulpno tkivo koristeci
¢elije pulpe-fibroblaste, humanih zuba in vitro. Studija je pokazala da su sve primjenjene
koncentracije olova znacajno uticale na povecanu proliferaciju celija pulpe pri cemu je
produkcija proteina, prokolagena i osteokalcina bila zna¢ajno umanjena odnosno zubi U 0VOj
studiji su ukazali i potvrdili toksi¢no djelovanje olova [88].

Er i saradnici su (2015) u svojoj studiji ispitivali uticaj olova i njegovo toksi¢no dejstvo
na sjekuti¢éima pacova, pomocu patohistoloSke i imunohistohemijske analize. Analizirani su
uzduzni presjeci, ekstrahovanih donjih sjekuti¢a pacova i uocene degeneacije u periodontalnim
membranama, vaskularne promjene u krvnim sudovima pulpe, vaskularne dilatacije pulpe,
zapaljenske infiltracije ¢elija a protein vementin (zastupljen u mezenhimskim ¢elijama) uocen je
u pulpi i periodontalnoj membrani. Odontoblastni procesi u dentinskim tubulama su bili
pozitivni, a dentinski tubuli su bili redukovani (smanjeni) i neorganizovani. Istrazivaci su se i
ranije bavili proucavanjem dejstva olova na pulpu zuba tako $to su kultivisali (zasijavali) celije
pulpe [89].

Tako je Yamamura (1985) sa saradnicima, uspje$no kultivisao fibroblaste iz pulpe zuba i
posmatrao funkciju fibroblasta i da se pretvaraju u odontoblaste i formiraju dentin kao reakciju
na nadrazaje [90].

Kako ovdje nije doslo do znacajnih rezultata vezanih za promjene na ¢elijama pulpe zuba
pod dejstvom olova, Nakanishi i saradnici su u svojoj studiji promatrali primarne ¢elije pulpe na
zasijanoj kulturi pomoc¢u enzimskog razdvajanja tripsina i kolagenaze i uoceno je da su primarne
¢elije pulpe na kulturi bile gotovo iste kao ¢elije pulpe u uslovima in vivo. Ovaj enzimski metod
odvajanja moze biti od koristi studijama zasnovanim na ispitivanju metabolizma pulpe i
diferencijacije odontoblasta. Nakanishi i saradnici su nastavili zasijavati kulture ¢elija pulpe i
to celije pulpe goveceta, gdje su proucavali ekspresiju specificnih gena tokom diferencijacije
¢elija pulpe (odontoblaste) u preodontoblaste. Poslije 14 dana od eksperimenta, uocena je
povecéana ekspresija fibronektin i kolagena tipa I i 111 i alkalne fosfataze dok je osteokalcin (kao
marker za preodontoblaste) samo kratko uofen prije mineralizacije. Ekspresija TGF-B1l je

smanjena poslije 21. dana kad je povecana ekspresija alkalne fosfataze (imhibitor TGF-B1).
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Rezultati su ukazali na ulogu TGF-B1 u ekspresiji gena ECM i u na diferencijaciju ¢elija pulpe u
preodontoblaste [91].

Abdullah i saradnici su se bavili ispitivanjem mati¢nih Celija iz mlije¢nih i stalnih zuba,
periodontalnih ligamenata i kosStane srzi, kako bi poslije 24 sata utvrdi da li olovo negativno
uti¢e na proliferaciju, diferencijaciju, odnosno ekspresiju gena kod mati¢nih c¢elija. Ovom
studijom se doslo do zakljucka da izlaganje olovu ne uti¢e samo na karakteristike fenotipova

¢elija, ve¢ izaziva i znacajne promjene u diferencijaciji ¢elija i ekspresiji gena u ¢elijama [92].

1.1.4.4.1. UTICAJ OLOVA NA NASTANAK ZUBNOG KARIJESA

Zubi se smatraju pogodnim biomarkerima za odredivanje izlaganja metalima, posebno
olovu. Jedno od istrazivanja je pokazalo da je sadrzaj metala u zubima (kod stanovniStva
zagadenih oblasti olovom) povezan sa povecanom incidencom karijesa. Medutim, povezanost
uticaja olova i nastanka karijesa u tvrdim zubnim tkivima, jo§ uvijek je predmet brojnih
istrazivanja [27].

Poslednjih decenija, mnogi epidemiolozi su zainteresovani za provjeru sadrzaja olova u
zubima odnosno provjeru da li su djeca koja zive u zagadenim oblastima podloznija karijesu [6].

Moss 1 saradnici su potvrdili svojom studijom povezanost izmedu izloZenosti olova u
vrijeme obrazovanja dentina i povecane zastupljenosti karijesa [65].

Veza izmedu uticaja olova u djetinjstvu i nastanka karijesa kod djece je ispitivano jo$
prije trideset godina, gdje je uocena korelacija ali sa razli¢itim rezultatima o koncentraciji olova
u hrani, vodi, kosi, zubima ili u krvi [46].

Martin i saradnici (2007) su se bavili ispitivanjem uticaja olova na organizam i na
nastanak karijesa zuba kod zdrave djece. Studija je obuhvatala djecu od 8-12 godina i ispitivan
je odnos izmedu karijesa i olova i kod mlije¢nih i kod stalnih zuba. Veza izmedu olova i
nastanka karijesa je uocena samo kod mlije¢nih zuba. U ovoj studiji nije pronadena veza izmedu
olovai poremecaja ponasanja i koeficijenta inteligencije u ovoj populaciji [93].

Pored osjetljivosti mlijecnih zuba na izloZenost teSkim metalima, kod stanovniStva
zagadenih oblasti olovom uoc¢ena je povecana osjetljivosti zuba na karijes. U skorije vrijeme,
Tvinnereim i saradnici su kroz studiju uoéili vezu izmedju izlaganja olovu u trenutku formiranja

dentina i 40% povecanja u osjetljivosti na karijes kod zuba pacova [94].
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Neki autori su u svojim istrazivanjima pronasli vezu izmedu izlaganja olovu i njegovog
ugradivanja u zube u razvoju 1 40% povecanje prevalencije karijesa kod zuba pacova, ali ova
veza nije dovoljno razjasnjena [45].

Zbog neslaganja u literaturi i nedovoljnih podataka na ovu temu, u Brazilu su obavljena
epidemioloska istrazivanja kako bi se utvrdila povezanost izmedu prisustva olova u dentalnoj
gledi, oSte¢enja gledi i karijesa kod mlije¢nih zuba. Tako su Gomes-a i saradnici imali za cilj
procijeniti povezanost izmedu koncentracije olova u gledi mlije¢nih zuba i prisustva ostecenja
gledi, a samim tim i karijesa dentina medu predskolskom djecom. Nije pronadena nikakva
povezanost izmedu olova i dentalnog karijesa u industrijskoj zoni §to naglaSava potrebu za veéim
brojem studija koje bi istrazivale ovakve povezanosti [78].

Cenic¢-Milosevié i saradnici su (2013.), takode imali za cilj da utvrde korelaciju izmedu
koncentracije olova u izvadenim zubima stanovnika Panceva i Beograda kod pripadnika
razli¢itih starosnih grupa. Zakljuc¢eno je da je jedan od moguc¢ih uzroka gubitka zuba i karijesnih
ostecenja upravo dugotrajna izlozenost zivotnoj sredini zagadenoj olovom [95].

Olovo spada u grupu toksi¢nih mikrolemenata, zbog svog stetnog dejstva gotovo na sve
organe i tkiva. Smatra se da takvo dejstvo ima i na zubna tkiva, mada se rezultati pojedinih
istrazivanja razlikuju. Tako su Barmes i Ludmgh (1977), ustanovili korelaciju koncentracije
olova u zubima i zubnog kvara, u tom smislu da su ispitanici sa visokim koncentracijama olova
imali veci broj karijesnih zuba u odnosu na ispitanike sa nizim nivoom olova [96].

Brudevold je ispitivao koncentraciju olova u gledi djece, koja su zivjela na podrucju
bogatim olovom, u odnosu na djecu koja su zivjela u sredini koja nije bila zagadena ovim
elementom. Ustanovio je da u gledi djece na podru¢ju zagadenim olovom, ima znacajno vise
ovog mikroelementa. Takode je ustanovio da ova djeca imaju vise karijesnih zuba u odnosu na
djecu iz nezagadenog podrucja [97].

Medutim, Curzon i Losee nisu uogili zavisnost sadrzaja olova u zubnim tkivima i karijesa
[98].

U istrazivanjima Vulovica nije ustanovljena jasna korelacija sadrzaja olova u zubima i

zubnog kvara [99].
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1.1.4.5. ZNACAJ OLOVA KAO BIOMARKERA ZA STEPEN IZLOZENOSTI ORGANIZMA
OoLOVU

Poznato je, da su kod ljudi, koji su hroni¢no izlozeni 0,75 pg olova, vidljive promjene u
kostima i zubima kao i kod djece u rastu i razvoju. Osnova toksi¢nosti olova ogleda se u tome
da se metalni kation veze sa posebnim ligandima biomolekularnih supstanci, koje su neophodne
za razliCite fizioloske funkcije jona [9,11].

Zub je koristan marker za dugotrajnu evidenciju o distribuciji olova, o ¢emu govore
mnoga epidemioloska istrazivanja. Olovo uti¢e na nastanak karijesa, a djeca intoksicirana
olovom, imaju veoma Visok nivo olova ugraden u dentin u blizini pulpe [29].

Godinama je bioloSki marker interne doze olova u organizmu bio eritrocitni protoporfirin
i koncentracija olova u celokupnoj krvi. Medutim pokazalo se da su nepouzdani pokazatelji
olova u organizmu, jer im poluzivot (EP i PbB) iznosi svega 30 - 35 dana [45].

Jo§ davne 1979. godine vjerovalo da su zubi i kosti mjesto depoa olova, a da su molari
pacova u ovom pogledu sli¢ni ljudskim mlije¢nim zubima [57].

Efekat razlicitih koncentracija primjenjivanja olova, samog ili u kombinaciji sa drugim
elementima na tvrda zubna tkiva pacova je ispitivano jos 1980.godine [34].

Za zubna tkiva se ve¢ zna da apsorbuju teske metale iz zagadene sredine i to najvise kod
djecijih zuba u razvoji te se smatraju pogodnim biomarkerima za odredivanje izlozenosti
metalima a posebno olovu. Veliki broj radova je raden u cilju dokazivanja ¢injenice da
koncentracija olova u zubima i kostima moze biti vrlo precizan pokazatelj stepena izlozenosti
organizma olovu, odnosno marker nivoa zagadenosti Zivotne sredine ovim elementom. Tako je u
svim ovim radovima i dokazano da je koncentracija olova u zubima i kostima u pozitivnoj

korelaciji sa kolicinom ovog toksi¢nog elementa u okolini [46].

1.1.4.5.1. INTERAKCIJA OLOVA I DRUGIH TESKIH METALA SA KALCIJUMOM I
OSTALIM ELEMENTIMA U LJUDSKOM ORGANIZMU

Deficit esencijalnih elemenata povecava toksicnost teSkih metala, dok visak djeluje
zaStitno. Veliki deo ovih istraZivanja je raden na laboratorijskim Zivotinjama, dok su podaci na
ljudima oskudni, ali uglavhom identi¢ni sa istim na Zivotinjama. Neki teSki metali mogu

zamijeniti kalcijum u kristalima hidroksiapatita pa zato se procjena nivoa olova u zubu ne bi
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trebala zasnivati samo na apsolutnom sadrzaju ovog metala ve¢ i na njegovom odnosu prema
kalcijumu. Takvi odnosi su reprezentativniji za relativne promjene u nivoima odredenih metala
[1-3].

Sa posebnom paznjom je u istrazivanjima ispitivan odnos olova i metabolizma
bioelemenata. Narocito je znacajna interakcija olova i kalcijuma, koja je ve¢ dugi niz godina
predmet mnogih istrazivanja. Rane studije ovog problema ukazuju da je deponovanje olova u
kosti i meka tkiva znacajno vece u uslovima deficita kalcijuma u hrani sto je potvrdeno i od
strane drugih istrazivaca. Deponovano olovo u ¢vrstim tkivima, p0o mnogim autorima, ne mora
predstavljati opasnost za organizam, niti mora da ispolji toksi¢ne efekte u njima sem u
slucajevima nagle mobilizacije 1 prelaska u krv, usled odredenih fizioloSkih ili patoloskih
procesa [45].

Yu i saradnici su u svojoj studiji ispitvali uz pomo¢ atomske apsorpcione
spektrofotometrije koncentraciju teskih metala (Fe, Zn, Pb, Cu, Mn, Cr) u alveolarnoj kosti vilica
1 u gledi zuba kod pacova pod uticajem lipolinske kiseline. Lipolinska kiselina je povecala
koncetraciju Cu, Mn i Cr u kostima, a smanjila Cu i Mn u gledi i takode smanjila sadrzaj Zn,
Pb i Fe. Ova studija je dokazala da unos lipolinske kiseline istovremeno sa solima metala dovodi
do uskladivanja ravnoteze nakupljanja metala u tvrdim tkivima [100].

Malara je ispitivao sadrzaj olova i kadijuma iz duvanskog dima djece pusaca u
mlije¢nim zubima odnosno njihov odnos sa kalcijumom, pomoéu atomske apsorpcione
sektrofotometrije. Studija je utvrdila da su toksi¢ni teski metali koji se skupljaju u zubu, ostali u
dinami¢nom balansu sa normalnim sadrzajem zuba, npr.teSki metali su zamijenili kalcijum u
hidroksiapati¢nim kristalima koji predstavljaju strukturne jedinice kalcificiranih tkiva [101].

Uoceni visi nivoi olova u krvi u prethodnim studijama kod djece koja Zive u zajednicama
koje piju vodu tretiranu (obogacenu) fluoridima, podstakla je Sawani-a i saradnike (2010) da
ispitaju da li fluoridi u kombinaciji sa olovom, povecavaju nivo olova u krvi i u kalcifikovanim
tkivima i zubima, zenki pacova i njihovih mladunaca Vistar soja, izlozenih ovom metalu od
pocetka trudnoce. Rezultati ove studije ukazuju da fluoridi povecavaju koncentraciju olova u
cjelokupno krvi, kostima i zubima pacova [102].

Baranowska-Bosiacka je sa saradnicima (2008) ispitivala dejstvo suplementa
melantonina na muzjake Vistar soja koji su od rodenja do polne zrelosti uzimali olovo-acetat u

vodi za pi¢e i melantonin u hrani. Vrijednost Pb, Ca i Mg u zubima je mjerena atomskom
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apsorpcionom spektrofotometrijom. Kod pacova koji su uzimali i olovo i melantonin, uoceno je
znacajno povecanje olova u krvi, kostima i zubima [1].

Postoje pretpostavke da medusobno djelovanje olova sa kalcijumom moze da ometa
normalne regulativne procese kalcijuma, kao npr. vezivanje kalcijuma, vancelijska medusobna
dijelovanja proteina povezanih sa mineralnim tkivima i podcelijske funkcije na nivou
mitohondrija i membrane vezikula [3].

Dok razni faktori mogu uticati na sadrzaj teskih metala u ¢vrstim tkivima zuba, istrazivanja
su se fokusirala na ispitivanje sistemskih oboljenja koja zahtijevaju dugoro¢na lijecenja uz
restriktivne dijete. Kod pedijatrijskih pacijenata takva oboljenja ukljucuju celijakliju i alergije na
hranu [6].

Dugoro¢no uvodenje restriktivnih dijeta povezano je sa nedostatkom minerala kod djece i
promjenama u mineralnom sadrzaju tkiva kosti i zuba pa ove promjene mogu dovesti do
povecanog nakupljanja toksi¢nih metala, kao sto su olovo, kadijum, stroncijum, Ziva i arsen u
tijelu [45].

Orzechowska-Wylegata i saradnici su (2011) ispitivali relativnu koncentraciju olova,
kadijuma 1 kalcijuma u mlije¢nim zubima djece sa celijaklijom ili alergijom na hranu, iz
industrijskih oblasti. Ova studija je doSla do rezultata da u mlije¢nim zubima djece sa
celijaklijom i alergijma na hranu, postoji izmjenjen odnos izmedu olovo/kalcijuma i

kadimijum/kalcijuma nego u zubima zdrave djece [103].

2. HIPOTEZA
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Radne hipoteze istrazivanja su:

- Olovo uti¢e na ekspresiju medijatora odontogeneze-fibronektina, tenascina-C i TGF-f1 u pulpi.

-Dijabetes znacajno mijenja ekspresiju medijatora odontogeneze-fibronektina, tenascina-C i
TGF-BL.

- Olovo se intenzivno odlaze u gledi i dentinu zuba pacova.

3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

37



Osnovni cilj istrazivanja bio je da se ispita koncentracija olova u tvrdim zubnim tkivima i uticaj

olova na medijatore odontogeneze u pulpi eksperimentalnih Zivotinja.
Blizi ciljevi istrazivanja bili su :

1.) Da se imunohistohemijskom analizom odrede ekspresije medijatora odontogeneze
fibronektina, tenascina i TGF- B1 faktora u pulpi zuba pacova sa ekperimentalno
izazvanim DM-om nakon izlaganja olovu 14 dana.

2.) Da se imunohistohemijskom analizom odrede ekspresije medijatora odontogeneze
fibronektina, tenascina-C i TGF- B1 faktora u pulpi zuba pacova nakon izlaganja olovu

30 dana.

3.) Da se formira skala ekspresije medijatora fibronektina, tenascina-C i TGF-1, kod

zdravih zivotinja kod kojih pulpa nije stimulisana.

4.) Da se SEM/EDS analizom odredi koncentracija olova u tvrdim zubnim tkivima pacova

sa eksperimentalno izazvanim DM-om, nakon 14 dana izaganja zivotinja olovu.

5.) Da se SEM/EDS analizom odredi koncentracija olova u tvrdim zubnim tkivima pacova ,

nakon 30 dana izlaganja zivotinja olovu.
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4. MATERIJAL | METOD RADA

4.1.Uzorak

Za uzorak su odabrani pacovi Wistar soja, zbog velike slicnosti u fiziologiji pulpe zuba
pacova sa fiziologijom pulpe humanih zuba.

Eksperiment je obuhvatao 42 laboratorijska pacova Wistar soja odnosno 682 zuba. Studija
je sprovedena u vivarijumu Prirodno-matemati¢kog fakulteta u Banjaluci (odobreno od strane

Etickog komiteta Zavoda za stomatologiju).

4.1.1. Uzgoj 1 drZanje eksperimentalnih jedinki

Zivotinje su bile stare dva mjeseca a tjelesna teZina im je iznosila od 150-200 g. Pacovi su
drzani u grupnim pleksiglas kavezima, na 12 ¢asovnom rezimu svjetlosti (07.00-19.00) pri
temperaturi vazduha 22°C (+2) i vlaznost 60% £10%, gdje su imali slobodan pristup hrani i
vodi tokom trajanja eksperimenta .

Pocetkom eksperimenta individue su odvojene u odgovarajuce testne i kontrolne grupe.

Omogucen im je period adaptacije u trajanju od 15 dana, nakon ¢ega je zapocet tretman.

4.1.2. Eksperimentalne grupe

Pacovi su podijeljeni u dvije grupe:

Al GRUPU je cinilo 16 pacova (256 molara i premolara gornje i donje vilice) sa
eksperimentalno izazvanim DM-om koji su uzimali olovo tokom 14 dana u koncentraciji od
1500 ppm

A2 GRUPU je ¢inilo 16 pacova (256 molara i premolara gornje i donje vilice) koji su uzimali

olovo tokom 30 dana u koncentraciji od 1500 ppm
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4.2. Primijenjeni protokol za eksperimentalno indukovan diabetes mellitus kod pacova:

U Al grupi 16 pacova je izvagano i zabiljezena je njihova tjelesna tezina. Svakoj zivotinji je
odreden nivo Secera u krvi prije pocetka eksperimenta. Glikemija je mjerena aparatom za
mjerenje glikemije (ACCU ACEH, Roche) iz krvi repne vene. Rastvor Alloxana-a je dobijen
rastvaranjem 100mg praha u 10 ml fizioloskog rastvora i potom aplikovan intraperitonealno u
dozi 100 mg na kilogram tjelesne tezine pacova. Protokol je ponavljan sve dok izmjerena
vrijednost glikemije nije presla 200mg/dcl (zivotinja u hiperglikemiji).Alloxan djeluje na ciljne
¢elije ( B ¢elije pankreasa) toksi¢no i uniStava ih. Medutim, ova oSte¢enja pankreasa kod pacova,
su reverzibilna zbog izuzetne regenerativne sposobnosti ¢elija pankreasa pa je neophodna
kontrola vrijednosti glukoze u krvi pacova. Postignuta hiperglikemija je kontrolisana redovnim
mjerenjem.

KONTROLNU B GRUPU je ¢inilo 10 zdravih pacova (160 molara i premlara gornje i donje

vilice).

4.3. Protokol za intoksikaciju olovom

Radi proucavanja uticaja olova na na distribuciju medijatora dentinogeneze u pulpi zuba
pacova,uradena je intoksikacija adultnih pacova olovnim-acetatom u koncentraciji od 1500 ppm
putem vode ad libitum. Intoksikacija je u jednoj grupi trajala 30 dana a u drugoj grupi 14 dana.

Sve procedure na zivotinjama, njegovanje, eksperimentalnitretman, zrtvovanje bez bola i
stresa izvedeni su u skladu sa Smjernicama za brigu o Zzivotinjama u eksperimentalnim
istrazivanjima (,,Guide for the Care and Use Laboratory Animals“, 1996 National Academy
Press, Washington, DC).

Zivotinje su Zrtvovane dekapitacijom pod dubokom eterskom anestezijom. Nakon
dekapitacije, gornjovilicne kosti su odvajane od mekih tkiva (hirurSkim skalpelom i makazama)
a zatim pohranjene u fiksativ (10% neutralni puferovani formalin).

U ovoj fazi eksperimenta polovina uzoraka je dostavljena u laboratoriju Zavodu za
patologiju Klinickog centra u UKCRS, gdje je uradena priprema za patohistolosku i

imunohistohemijsku analizu.
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4.4, Histoloska analiza

Kosti gornjih vilica su zajedno sa zubima nakon 48 h fiksacije (u 10% neutralnom
puferovanom formalinu) dekalcifikovane u rastvoru azotne kiseline (ne duze od 90 minuta).
Dekalcifikovani (razmekSani) uzorci su potom isprani teku¢om vodom 1 obradeni u
automatizovanom tkivnom procesoru Leica TP 1020 (Leica Byosistems) po standardnom
protokolu; dehidracija u rastu¢im koncentracijama etil alkohola (70%,96%,100%) ; bistrenje u
ksilolu, impregnacija te¢nim parafinom), nakon ¢ega su odabrani uzorci zuba ukalupljeni u
parafinske blokove.

Nakon hladenja, parafinski blokovi su i za histolosku i za imunohistohemijsku analizu
sjeceni na kliznom mikrotomu (Leica SM 2000R, Leica Byosistems) na presjeke debljine 4-5
pm.

Za histolosku analizu, poprecni presjeci molara dobijeni u nivou zubne pulpe su
sakupljani na odgovarajuca predmetena stakalca i suSeni na 60°C. U procesoru za automatsko
bojenje (Leica ST4040 Linear stainer, Leica Byosistems) tkivni presjeci su deparafinisani,
rehidrirani i ispirani u destilovanoj vodi. Nakon toga su obojeni standardnom metodom
hematoksilin - eosin (HE). Definitivni preparati su analizirani svjetlosnim mikroskopom (Leica
DM 2500, Leica Byosistems).

4.5. Imunohistohemijska analiza

Za imunohistohemijsku analizu, tanki presjeci mekog tkiva zubne pulpe su sakupljani na
pozitivno naelektrisana Super Frost predmetna stakla (Menzel-glaser). Nakon deparafinizacije i
rehidratacije tkivnih presjeka imunohistohemijsko bojenje je nastavljeno blokiranjem aktivnosti
endogene peroksidaze. Reakcija je obavljena inkubacijom tkiva u 3% rastvoru vodonik peroksida
10 minuta na sobnoj temperaturi. Po isteku vremena, vodonik peroksid je ispran destilovanom
vodom a procedura nastavljena enzimskim demaskiranjem ciljnih antigena. Za demaskiranje su
koristeni enzimimi ready to use formata: tripsin za fibronektin, pepsin za TGF p1 (oba Thermo
Fisher Scientific Fremont USA) i proteinaza K za tenascin ( DAKO Corporaion USA). Enzimska
digestija je izvodena 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga su presjeci tkiva isprani

destilovanom vodom a zatim i TBS puferom (Tris buffered saline) pH 7,4.
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Da bi se izbjeglo pozadinsko bojenje i smanjilo nespecificno bojenje endogenih IgG
pacova, tkivni presjeci su poslije ispiranja enzima a prije dodavanja primarnog antitjela
tretirani  komercijalnim otopinama za blokiranje nespecificnih reakcija: Rodent Block R (
Biocare Medical, USA) za fibronektin, a Ultra V Block (Thermo Fisher Scientific ) za tenascin i
TGF B1. Po isteku inkubacionog vremena (5-15 minuta) ove otopine su laganim protresanjem
stakla uklonjene sa tkivnih presjeka.

Na tako pripremljenim tkivima imunohistohemijska detekcija ciljnih antigena je izvedena
reakcijom peroksidaze hrena primjenom odabranih antitjela:

1. Poliklonalno zec¢ije Anti-Fibonectin antitjelo
(Rabbit polyclonal Anti-Fibronectin antibody, PA1-23693, Thermo Fischer Scientific )

2. Monoklonalno misije Anti Tenascin antitjelo, klon 4C8MS
(Mouse monoclonal Anti Tenascin antibody, Clone 4C8MS, MA5-16086 Thermo

Fischer Scientific

3. Poliklonalno zec¢ije Anti-TGF 1, N Terminal-no antitjelo
(Rabbit polyclonal Anti-TGF g1, N-Terminal antibody, SAB4502954-100UG Sigma )

Prema uputstvu proizvodaca, primarna antitjela su sa komercijalnim rastvaracem antitjela
(UltraAb Diluent, Thermo Fisher Scientific, USA) razrijedena u omjerima; fibronektin 1:
100,tenascin 1:150 i TGF 11:100.

Optimalno razrijedena antitjela su aplicirana na tkiva i ostavljena da stoje preko
no¢i u frizideru na 4°C. Po isteku inkubacije, naredni dan visak antitijela je ispiran TBS
puferom (Tris buffered saline) pH 7,4.

Specifi¢nost interakcije izmedu primarnih antitjela i njihovih antigenih determinanti je
anti-zecijih 19G konjugovanih sa peroksidazom hrena. Za vizualizaciju fibronektina koristen
je EnVision+ Single Reagents /HRP Rabbit ( Dako Corporation USA), za tenascin, Lab Vision™
UltraVision™ LP Detection System: HRP Polymer, a za TGF- 1 Ultravision Quanto Detection
System HRP/ DAB (oba Thermo Fisher Scientific, USA). Inkubacija svakog polimernog

sistema je trajala 30 minuta. l1zvedena je na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori, nakon ¢ega
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su tkiva isprana TBS puferom. Specifi¢no imunobojenje je postajalo vidljivo nakon petominutne
inkubacije sa 3,3 ' - diaminobenzidine tetrachloride hromogenom (DAB hromogenom).

Nastali kompleks izmedu tkivnog antigena i njemu kompatibilnog antitjela razvije
smedu boju u cilju detekcije pozitivne imunoloske reakcije. Nakon ispiranja viska hromogena
za prikaz kompletne tkivne strukture presjeci tkiva su kontrastirana Maier- ovim hematokilinom
(30 sekundi), isprana vodom, dehidrirana u rastuc¢oj koncentraciji etanola (70%, 90% i 100%),
izbistrena u ksilolu i trajno uklopljena u kanada balzam. Nakon toga su gotovi preparati
analizirani na svjetlosnom mikroskopu Leica DM2000 i fotografisani kamerom povezanom sa

mikroskopom.

4.6. Procjena ekspresije fibronektina, tenascina-C i TGF-p1

Ekspresija medijatora odontogeneze je utvrdivana u pulpi (rastresitom vezivnom tkivu
pulpe, fibroblastima pulpe), odontoblastima, predentinu i dentinu (nastavcima odontoblasta-
Tomesova vlakna koja su smjestena u predentinu i dentinu). Interpretacija ekspresije je vrena na
svim ocuvanim popre¢nim presjecima zuba u jednom uzorku. Procjena eskpresije istrazivanih

antitijela je radena prema vlastitoj semikvantitativnoj skali prikazanoj u tabeli 1.

Tabela 1. Kriterijumi koristeni za semikvantifikaciju ekspresije

Ocjena
0 odustvo bojenja, sve analizirane strukture bez bojenja
1 slaba ili umjerena, fokalna pozitivnost/ difuzna slaba pozitivnost
2 visoka fokalna pozitivnost / difuzna umjerena pozitivnost
3 difuzna visoka pozitivnost

Na slikama od 1 do 7 prikazani su presjeci zubi i to makroskopski, Sematski i
makroskopski presjek, kao i histoloski prikazi pulpe, gledno-dentinske granice i periodontalnog

ligamenta kod zdravog zuba.
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Slika 3. Histoloska slika pulpe Slika 4. Histoloska slika gledno-dentinske granice
(predentin-dentin) [112]. [112].

Slika 5. Hiostoloski preparat Slika 6. Preéjek huanog zuba [112].

peridontalnog ligamenta [112].
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Slika 7. Histoloski peparat humane pulpe zuba [112].

Morfoloske promjene u zubu pacova su tumacene na osnovu kriterijuma datog u tabeli 2.

Tabela 2. Morfoloska interpretacija promjena u zubu pacova:

Gingiva Morfoloska | Ameloblasti | Gled Dentin Odontoblasti | Pulpa
promjena
1 Pseudoepitelna | 1 1 1 1 1 1. Pulpitis;
hiperplazija (prisutne) (prisutne) (prisutne) (prisutne) (prisutne) 2.
2. Periodontitis i Krvarenje
gingivitis u pulpi;
3. Nekroza
pulpe
0 (odsutne) 0 (odsutne) 0 (odsutne) 0 (odsutne) 0 (odsutne) 0 (odsutne) 0 (odsutne)

4.7. SEM-EDS analiza

U ovoj studiji su nakon dekapitacije, gornjovili¢ne kosti pacova odvajane od mekih tkiva
(hirurskim skalpelom 1 makazama) a zatim pohranjene u fiksativ (10% neutralni puferovani
formalin). U ovoj fazi eksperimenta materijal je dostavljen u Univerzitetski centar za skenirajuc¢u
elektronsku mikroskopiju u Novom Sadu, gdje je uradena priprema materijala za SEM-EDS
analizu. Uzorke su ¢inili zubi tj. premolari i molari iz grupe Al (8 pacova t}.128 premolara i
molara gornje i donje vilice), A2 (8 pacova tj.128 premolara i molara gornje i donje vilice) i B1
(5 pacova tj.80 premolara i molara gornje i donje vilice). Uzorci zuba pacova Wistar soja su
sjeceni 1 polirani dijamantskim diskom u ravni koja je prolazeci grebenima od meziolingvalnog
ka distolingvalnom smijeru eksponirala poprecni presek zone gledi i dentinske mase. Uzorci su

suseni i pripremani za SEM snimanja naparavanjem zlatom u postupku lon Sputter Coating
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uredajem Bal-Tec SCD 005. Naparavanje je sprovedeno strujom od 30mA u trajanju od 90
sekundi sa radnom distancom WD50mm i metom od ¢istog zlata(Au).

Snimanje i analize su vrSene skening mikroskopom JEOL JSM 6460LV i priklju¢enom
OXFORD INCAX-sight spektralnom analizatoru.

Za potrebe ove analize slike su dobijene Back-scatterovanom ili Primarnom emisijom
odbijenih elektrona u Compo modu (BEIc) jer se pokazalo da najkorisnije istice zone gledi i
dentinske mase. Uzorci su posmatrani pri ubrzanju 20kV na radnoj distanci (WD) od 10 mm i
pod upadnim uglom Kkoji je bio primeren nagibu polirane povrSine premolara i molara. Opsti
snimak dat je u preglednom uvecanju 35x, a za potrebe preciznije EDS analize upotrebljeno je

uvecanje 100x.

4.8. Statisticka obrada podataka

Od podataka prikupljenih klini¢kim i laboratorijskim istrazivanjemformirana je datoteka
u Microsoft Excelu iz koga je eksportovana u statisticki programski paket IBM SPSS20 uz
pomoc¢ kojeg su podaci analizirani.

Od deskriptivnih statistickih metoda koriS€eni su: frekvencija, procenat, aritmeticka
sredina, standardna devijacija, medijana, minimum i maksimum. Od analitickih statistickih
metoda koris¢eni su Hi-kvadrat test, Man Vitni U test i Spirmanova korelacija ranga. Rezultati su

prikazani tabelarno i graficki.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. Rezultati imunohistohemijske analize zuba pacova

5.1.1. Rezultati imunohistohemijske analize zuba pacova koji su dobijali olovo tokom 14 i 30
dana i kontrolne grupe

Dobijeni rezultati su prikazani u tabelama od 3 do 11 i slikama od 8 do 16 .

Tabela 3. Ekspresija fibronektina u ispitivanim grupama

Ekspresija Fibronektina
slaba ili umjerena . . )
o visoka fokalna visoka difuzna Ukupno
odsustvo bojenja fokalna . .
» pozitivnost pozitivnost
pozitivnost
N 1 6 12 6 25
Pb 14 dana
% 4.0% 24.0% 48.0% 24.0% 100.0%
N 0 1 3 7 11
Grupa | Pb 30dana
% 0.0% 9.1% 27.3% 63.6% 100.0%
N 0 1 5 6 12
Kontrola
% 0.0% 8.3% 41.7% 50.0% 100.0%
N 1 8 20 19 48
Svega
% 2.1% 16.7% 41.7% 39.6% 100.0%

U grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 14 dana visoka fokalna pozitivnost
fibronektina je uoc¢ena u 48% slucajeva, slaba ili umjerena fokalna i visoka difuzna pozitivnost u
po 24% dok je odsustvo bojenja registrovano u 4% slucajeva (tabela 3 i slika 8). U grupi pacova
koji su dobijali olovo u vodi tokom 30 dana visoka fokalna pozitivnost je uocena u 27.3%
sluGajeva, slaba ili umjerena fokalna i visoka difuzna pozitivnost u po 9.1% dok je odsustvo
bojenja nije registrovano ni u jednom slucaju. (tabela 3 i slika 17). Nije uoCena statisticki
znacajna razlika u ekspresiji fibronektina izmedu ispitivanih grupa (Hi-kvadrat = 6,864; p =
0,345).

47



100%

80%

B0%

40%

20%

0%

Pb 14 dana

Pb 30 dana
Grupa

Kaontrola

Ekspresija

Fibronectina
odsustvo bojenja
slaba ili umjerena
fokalna pozitivnost
visoka fokalna
pozitivnost
visoka difuzna
pozitivnost

Slika 8. Graficki prikaz ekspresije fibronektina u ispitivanim grupama

Tabela 4. Ekspresija tenascina-C u ispitivanim grupama

Ekspresija tenascina-C
slaba ili umjerena ) ) .
visoka fokalna visoka difuzna Ukupno
odsustvo bojenja fokalna . .
- pozitivnost pozitivnost
pozitivnost
N 2 2 18 3 25
Pb 14 dana
% 8.0% 8.0% 72.0% 12.0% 100.0%
N 0 4 5 2 11
Grupa |Pb30dana
% 0.0% 36.4% 45.5% 18.2% 100.0%
N 0 2 6 4 12
Kontrola
% 0.0% 16.7% 50.0% 33.3% 100.0%
N 2 8 29 9 48
Svega
% 4.2% 16.7% 60.4% 18.8% 100.0%
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U grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 14 dana visoka fokalna pozitivnost
tenascina-C je uocena u 72,0% slucajeva, slaba ili umjerena fokalna u 8% 1 visoka difuzna
pozitivnost u 12%, dok je odsustvo bojenja registrovano u 8% sluc¢ajeva (tabela 4 i slika 9). U
grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 30 dana visoka fokalna pozitivnost je uo¢ena u
45.5% slucajeva, slaba ili umjerena fokalna u 36.4% i visoka difuzna pozitivnost u 33.3%, dok je
odsustvo bojenja nije registrovano ni u jednom slucaju (tabela 4 i slika 18). Nije uocena
statisticki znacajna razlika u ekspresiji tenascina-C izmedu ispitivanih grupa (Hi-kvadrat =
8,676; p = 0,195). Nije uoCena statisticki znacajna razlika u ekspresiji tenascina-c izmedu
ispitivanih grupa (Hi-kvadrat = 8,676; p = 0,195).

Ekspresija
Tenascina

odsustvo bojenja
slaba ili umjerena
fokalna pozitivnost
visoka fokalna
pozitivnost

visoka difuzna
pozitivnost

100%

80%

B0%

40%

20%

0%

Ph 14 dana Pk 30 dana Kontrola
Grupa

Slika 9. Graficki prikaz ekspresija tenascina-C u ispitivanim grupama
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Tabela 5. Ekspresija TGF-B1 u ispitivanim grupama

Ekspresija TGFp1

slaba ili umjerena

o visoka fokalna visoka difuzna Ukupno
odsustvo bojenja fokalna o o
. pozitivnost pozitivnost
pozitivnost
N 5 6 5 9 25
Pb 14 dana
% 20.0% 24.0% 20.0% 36.0% 100.0%
N 3 0 3 5 11
Grupa |Pb30dana
% 27.3% 0.0% 27.3% 45.5% 100.0%
N 2 2 5 3 12
Kontrola
% 16.7% 16.7% 41.7% 25.0% 100.0%
N 10 8 13 17 48
Svega
% 20.8% 16.7% 27.1% 35.4% 100.0%

U grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 14 dana visoka fokalna pozitivnost TGF-

B1 je uocena u 20,0% slucajeva, slaba ili umjerena fokalna u 24,0 % 1 visoka difuzna pozitivnost

u 36,0 %, dok je odsustvo bojenja registrovano u 20,0 % slu¢ajeva (tabela 5 i slika 10).

U grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 30 dana visoka fokalna pozitivnost je

uocena u 27.3% slucajeva, slaba ili umjerena fokalna nije registrovana i visoka difuzna

pozitivnost u 45.5%, dok je odsustvo bojenja registrovano u 27.3% sluc¢ajeva (tabela 5 i slika

10). Nije uocena statisticki znacajna razlika u ekspresiji TGF-B1 izmedu ispitivanih grupa (Hi-

kvadrat = 5,056; p = 0,563).
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Slika 10.Graficki prikaz ekspresije TGF-B1 u ispitivanim grupama

Tabela 6. Morfoloske promjene u ispitivanim grupama

Morfoloske promjene
) Ukupno
Odsutne Prisutne
N 3 22 25
Pb 14 dana
% 12.0% 88.0% 100.0%
N 5 6 11
Grupa Pb 30 dana
% 45.5% 54.5% 100.0%
N 12 0 12
Kontrola
% 100.0% 0.0% 100.0%
N 20 28 48
Svega
% 41.7% 58.3% 100.0%

Analiza morfoloskih promijena u pulpi zuba pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom

14 dana je ukazala na postojanje ovih promijena u 88% slucajeva i odsustvo u 12% slucajeva
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(tabela 6 i slika 20). U grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 30 dana prisustvo

morfoloskih promijena je uoceno u 54,5% a odsustvo u 45,5% slucajeva (tabela 6 i slika 11).

Uoceno je da postoji visoko statisticki znaCajan razlika u prisustvu  morfoloskih

promjena u ispitivanim grupama (Hi-kvadrat = 25,918; p < 0,001). Ni kod jednog pacova iz

kontrolne grupe nije zabiljeZeno prisustvo morfoloSkih promijena.

Morfalogke
promjene

M odsutne
M prisutne

100%

B0%

B0%

40%

20%

0%

Pk 14 dana FPhb 30 dana Kaontrola
Grupa

Slika 11. Graficki prikaz morfoloskih promjena u ispitivanim grupama
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Tabela 7. Ucestalosti zapaljenja pulpe u ispitivanim grupama

Pulpitis
Ukupno
Ne Da
N 2 23 25
Pb 14 dana
% 8.0% 92.0% 100.0%
Grupa
N 9 3 12
Pb 30 dana
% 75.0% 25.0% 100.0%
N 11 26 37
Svega
% 29.7% 70.3% 100.0%

Analiza zapaljenja pulpe zuba pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 14 dana je
ukazala na postojanje ovih promijena u 92% slucajeva i odsustvo u 8% slucajeva. U grupi
pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 30 dana prisustvo morfoloskih promijena je uoc¢eno u
25% a odsustvo u 75% slucajeva. Postoji visoko statisticki znafajna razlika u ucestalosti

pulpitisa izmedu ispitivanih grupa (Hi-kvadrat = 17,422; p < 0,001) (tabela 7 i slika 12).

Pulpitis
M-
Eda
100.0%
80.0%
60.0%
40.0%
20.0%
0.0%
Pb 14 dana Pk 30 dana
Grupa

Slika 12. Graficki prikaz ucestalosti pulpitisa u ispitivanim grupama
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Tabela 8. Krvarenje u pulpi u ispitivanim grupama

Krvarenje u pulpi
Ukupno
Ne Da
N 3 22 25
Pb 14 dana
% 12.0% 88.0% 100.0%
Grupa
N 9 3 12
Pb 30 dana
% 75.0% 25.0% 100.0%
N 12 25 37
Svega
% 32.4% 67.6% 100.0%

Analiza krvarenja u pulpi zuba pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 14 dana je

ukazala na postojanje krvarenja u pulpi u 88% slucajeva odsustvo u 12% slucajeva. U grupi

pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 30 dana prisustvo krvarenja u pulpi je uoceno u 25%

a odsustvo u 75% slucajeva. Postoji visoko statistiCki znacajna razlika u ucestalosti javljanja

krvarenja u pulpi izmedu ispitivanih grupa (Hi-kvadrat = 14,685; p < 0,001) (tabela 8 i slika 13).
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Slika 13. Graficki prikaz krvarenja u pulpi u ispitivanim grupama
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Tabela 9. Nekroza pulpe u ispitivanim grupama

Nekroza pulpe
Ukupno
Ne Da
N 21 4 25
Pb 14 dana
% 84.0% 16.0% 100.0%
Grupa
N 10 2 12
Pb 30 dana
% 83.3% 16.7% 100.0%
N 31 6 37
Svega
% 83.8% 16.2% 100.0%

Analiza nekroze u pulpi zuba pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 14 dana je
ukazala na postojanje nekroze u pulpi u 16 % slucajeva odsustvo u 84% slucajeva. U grupi
pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 30 dana prisustvo nekroze je uoceno u 16,7 % a
odsustvo u 83,3 % slucajeva. Analiza dobijenih rezultata pokazuje da ne postoji statisticki
znacajna razlika u ucestalosti javljanja nekroze pulpe izmedu ispitivanih grupa (Hi-kvadrat =

0,003; p = 1,000)(tabela 9 i slika 14).

Mekroza
pulpe
Mne
HEda

Pb 30 dana

Pb 14 dana
Grupa

Slika 14. Grafi¢ki prikaz pojave nekroze pulpe u ispitivanim grupama
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Tabela 10. Pseudoepitelna hiperplazija u ispitivanim grupama

Pseudoepitelna hiperplazija
Ukupno
Ne Da
N 8 17 25
Pb 14 dana
% 32.0% 68.0% 100.0%
Grupa
N 8 4 12
Pb 30 dana
% 66.7% 33.3% 100.0%
N 16 21 37
Svega
% 43.2% 56.8% 100.0%

Analiza pseudoepitelna hiperplazija a pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 14
dana je ukazala na postojanje pseudoepitelna hiperplazija u 68 % slucajeva odsustvo u 32%
slu¢ajeva. U grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 30 dana prisustvo pseudoepitelne
hiperplazije je uoceno u 33,3% a odsustvo u 66,7% slucajeva. Postoji statisticki znacajna razlika
u ucestalosti javljanja pseudoepitelne hiperplazije izmedu ispitivanih grupa (Hi-kvadrat = 3,970;
p = 0,046) (tabela 10, slika 15).
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Slika 15. Grafic¢ki prikaz pseudoepitelne hiperplazije u ispitivanim grupama
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Tabela 11. Periodontitis i gingivitis u ispitivanim grupama

Periodontitis i gingivitis
Ukupno
Ne Da
N 4 21 25
Pb 14 dana
% 16.0% 84.0% 100.0%
Grupa
N 7 5 12
Pb 30 dana
% 58.3% 41.7% 100.0%
N 11 26 37
Svega
% 29.7% 70.3% 100.0%

Analiza periodontitis i gingivitisa pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 14 dana je
ukazala na postojanje periodontitisa i gingivitisa u 84% slucajeva odsustvo u 16% sluc¢ajeva. U
grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 30 dana prisustvo periodontitisa i gingivitisa je
uoceno u 41,7 % a odsustvo u 58,3 % slucajeva. Analiza dobijenih rezultata pokazuje da postoji
statisticki znacajna razlika u ucestalosti javljanja periodontitisa i gingivitisa izmedu ispitivanih

grupa (Hi-kvadrat = 6,955; p = 0,018) (tabela 11, slika 16).

Periodontitis
i gingivitis
Mne
M da

100%

B80%

B0%

A0%

20%

0%

Phb 30 dana

Phb 14 dana
Grupa

Slika 16. Grafi¢ki prikaz periodontitisa i gingivitisa u ispitivanim grupama
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5.1.2. Rezultati imuohistohemijske analize zuba pacova (kontrolna grupa)- prikazi histoloskih
preparata

Na histoloskom prikazu presijeka pulpe zdravog zuba pacova uocava se pulpa, sloj
odontoblasta, predentin i dentin bez morfoloskih promjena, zapaljenja pulpe, krvarenje u pulpi,
nekroza pulpe, pseudoepitelne hiperplazije, periodontitisa i gingivitisa (slika 17). Takode se na
histoloskom presijeku uzorka kontrolne grupe uocava trabekularna grada dentina sa palisadno
postavljenim odontoblastima duz unutrasnje ivice pulpnog tkiva, koji ¢ine sincicijalni sloj ¢elija.
Sli¢ne vrijednosti ekspresija TGF-B1 i tenascina-C su uoceni kod ostalih uzoraka zuba kontrolne
grupe pacova. Ova pojava ekspresija navedenih medijatora odontogeneze se moze objasniti sa
povecéanim intenzitetom reparativne dentinogeneze usljed zastupljenosti karijesnih lezija, defekta
na gledi kod zuba pacova kontrolne grupe. Celijska struktura u komori pulpe je potopljena u
¢elijski matriks. Zdrav zub predstavlja pozitivnu kontrolu u svakoj eksperimentalnoj grupi.

Slika 17: a)Poprecni presjek zdravog zuba. Uocava se pulpa, sloj odontoblasta, predentin i
dentin bez morfoloskih promjena: b) HE x 200 i ¢) HE x 400

Na slici 18 je prikazan popreéni presijek zuba pacova iz kontrolne grupe, koji nisu
dobijali olovo u vodi, na kojoj se jasno vidi da je ekspresija TGF-B1 izostala kao i reparativna
dentinogeneza. Od ukupnog broja uzoraka iz kontrolne grupe zuba pacova, analiza dobijenih
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rezultata je pokazala da je ekspresija TGF-B1 bila uocena u 25.0% uzoraka od ukupnog broja
uzoraka, sto govori da je u ovoj grupi zuba sa uocenom ekspresijom vjerovatno bilo karioznih

lezija, promjena na pulpi i defekata na gledi, koji su podstakli ekspresiju navedenog medijatora.

Slika 18. Poprec¢ni presjek zuba. Odsutna ekspresija TGF u citoplazmi odontoblasta, (ocjena 0),
anti-TGF x 200

Na slici 19 je prikazan poprecni presjek zuba pacova iz kontrolne grupe koji nisu dobijali
olovo u vodi i na kojoj se jasno vidi da je niska ekspresije tenascina-C, kao i reparativna
dentinogeneza. Od ukupnog broja uzoraka iz kontrolne grupe zuba pacova, analiza dobijenih
rezultata je pokazala da je ekspresija tenascina-C bila uocena kod 16,7% od ukupnog broja
uzoraka svih grupa, Sto govori da je u ovoj grupi zuba sa uocenom ekspresijom slabe ili
umjerene fokalne pozitivnosti (ocjena ) vjerovatno bilo karijesnih lezija, promjena na pulpi ili

defekata na gledi koji su podstakli ekspresiju navedenog medijatora.

Slika 19. (K7) Popre¢ni presjek zuba. Prikaz niska ekspresije tenascina-C,
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u citoplazmi odontoblasta (ocjena 1), anti-tenascin x 200

5.1.3. Rezultati imuohistohemijske analize zuba pacova sa dijabetesom koji su dobijali olovo-
acetat 14 i 30 dana-prikazi histoloskih preparata

Na histoloskom prikazu presijeka pulpe uocava se visoka ekspresija TGF-B1 u citoplazmi
odontoblasta (ocjena 3) (slika 20). Analizom dobijenih rezultata, ekspresija TGF-p1 visoke
difuznosti je uocena u grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 14 dana, u manjem broju

uzoraka u odnosu na uzorke zuba pacova koji su dobijali olovo tokom 30 dana u vodi.

Slika 20. Poprecni presjek zuba pacova koji su dobijali olovo tokom 14 dana u vodi, sa
eksperimentalno izazavanim dijabetesom. Prikaz visoke ekspresije TGF u citoplazmi
odontoblasta (ocjena 3), anti-TGF x 400

Na slikama od 12 od 16 prikazani su popre¢ni presjeci korijena zuba pacova koji su
dobijali olovo-acetat u vodi tokom 30 dana. Na histoloskom presijeku je prikaz interdentalnog
dijela gingive zuba pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 30 dana (slika 21). Uoc¢ava se

zapaljenje gingive (gingivitis).
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Slika 21. Prikaz interdentalnog dijela gingive. Uocava se zapaljenje
gingive, HEXx 400.
Na histoloskom presjeku je prikazan poprecni presjek zuba pacova koji su dobijali olovo

u vodi tokom 30 dana, gdje je uocen visoke ekspresije fibronektina u citoplazmi odontoblasta
(ocjena 3) (slika 22).

Slika 22. Poprecni presjek zuba. Prikaz visoke ekspresije fibronektina u citoplazmi odontoblasta
(ocjena 3), anti-fibronektin x 400

Na slici 23 (23a i 23b) prikazan je poprecni presijek korijena zuba pacova koji su dobijali
olovo tokom 30 dana, sa visokom ekspresijom fibronektina u citoplazmi odontoblasta.

61



Slika 23: Poprecni presjek zuba. Prikaz visoke ekspresije fibronektina u citoplazmi odontoblasta
(ocjena 3) a) anti-fibronektin x 200 i b) anti-fibronektin x 400.

Na histoloskom presjeku je prikazan popre¢ni presjek zuba pacova koji su dobijali olovo
u vodi tokom 30 dana (slika 24). Uocava se pulpa, sloj odontoblasta, predentin, dentin, cement,

periodontalni ligament i vili¢na kost bez morfoloskih promjena.

% \‘\
Slika 24: Popre¢ni presjek zuba. Uocava se pulpa, sloj odontoblasta, predentin, dentin, cement,

periodontalni ligament 1 vili¢na kost bez morfoloskih promjena: a) HE x 100, b) HE x 200 1 c)
HE x 400.

Na slici 25 prikazan je poprecni presijek korijena zuba pacova koji su dobijali olovo

tokom 30 dana, sa viskom ekpresijom TGF-B1, u citoplazmi odontoblasta.

Slika 25. Poprecni presjek zuba. Prikaz visoke ekspresije TGF-f1 u citoplazmi odontoblasta
(ocjena 3), anti-TGF B1 x 400.
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5.2.Rezultati SEM analize zuba pacova

SEM-EDS analiza radena je kod dvije grupe zuba pacova iz grupe Al i A2:
a) grupe Al: analiza radena na 12 zuba pacova sa vjeStaki izazvanim dijabetesom, koji su
pili olovo 14 dana
b) grupa AZ2: analiza radena na 9 zuba pacova koji su pili olovo 30 dana (grupa A2)
SEM-EDS analiza je radena u tri sloja zuba: u gledi (spectrum 1), predjelu gledno-
dentinske granice (spectrum 2), u dentinu (spectrum 3) i u pulpi (spectrum 4). Samo na jednom
zubu, u grupi pacova koji su pili olovo 14 dana SEM-EDS analiza je radena u pulpi (spectrum

4). U grupi pacova koji su pili olovo u vodi za pi¢e 14 dana, SEM je radena u gledi na 12 zuba, u

gledno dentinskoj granici na 11 zuba i u dentinu na 12 zuba. U grupi pacova koji su pili olovo u

vodi za pi¢e 30 dana, SEM je radena u gledi na 7 zuba, u gledno dentinskoj granici na 8 zuba, u

dentinu na 6 zuba i u pulpi na jednom zubu. U slijedecoj tabeli prikazan je broj pozitivnih nalaza

masenih udjela navedenih elemenata u ispitivanim djelovima zuba u obe ispitivane grupe.

a) grupe Al: SEM-EDS je radena u grupi pacova koji su pili olovo u vodi za pi¢e 14 dana , u
gledi na 12 zuba, u gledno dentinskoj granici na 11 zuba , u dentinu na 12 zuba i u pulpi na
jednom zubu,

b) grupa A2: : SEM-EDS je radena kod pacova pacova koji su pili olovo30 dana , u gledi na 7

zuba, u gledno dentinskoj granici na 8 zubau dentinu na 6 zuba i u pulpi na jednom zubu.

Ovom analizom odredivani su maseni udjeli elemenata u navedenim delovima zuba i u
navedenim segmentima zuba nadeno je prisustvo slijedec¢ih elemenata: C, O, Na, Mg, P, K, Ca

i Pb. U slijedecoj tabeli prikazan je broj pozitivnih nalaza masenih udjela navedenih elemenata u

ispitivanim djelovima zuba u obe ispitivane grupe (Al i A2 grupa) (tabelal2).
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Tabela 12. Broj zuba sa masenim udijelom pojedinih elemenata zuba pacova koji su dobijali Pb

Grupa
N Pacovi dobijali 14 ) o
Pacovi dobijali 30 dana
dana
Broj zuba Broj zuba
Gled 12 7
GDG 11 8
Wi C 1 Sloj zuba
Dentin 12 6
Pulpa 0 1
Gled 1 4
] GDG 0 2
[Wi% Na 2 Sloj zuba
Dentin 2 0
Pulpa 0 0
Gled 0 0
GDG 0 1
Wt% Mg 3 Sloj zuba Dentin 2 0
Pulpa 0 0
e ________________________________________________ ______________________________|
Gled 12 7
GDG 11 8
\W1t% P 4 sloj j zuba
Dentin 12 6
Pulpa 0 1
Gled 0 1
GDG 0 1
[W1t% K 5 sloj j zuba
Dentin 0 0
Pulpa 0 0
Gled 12 7
GDG 11 8
W1t% Ca 6 sloj j zuba
Dentin 12 6
Pulpa 0 1
Gled 0 2
N GDG 0 0
\W1% Pb 7 sloj j zuba
Dentin 0 0
Pulpa 0 0
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Tabela 13. Prosje¢ne vrijednosti masenog udjela pojedinih elemenata u dijelovima zuba kod

ispitivanih grupa

Grupa
Sloj zuba Pb 14 dana Pb 30 dana
N ; SD Med Min Maks N ; SD Med Min | Maks
Gled 12| 24.25| 13.57| 20.86 9.12] 53.65 7| 31.09| 15.17| 28.94| 13.53| 56.63
GTG 11| 19.95 6.92 18.89( 11.74( 35.28 8| 2168 952 1758 14.95( 43.24
e Dentin 12| 23.56 6.58 | 2487 1157 32.36 6 19.91 6.78 22.61| 10.08( 26.09
K Pulpa 0 1] 17.83 17.83| 17.83| 17.83
Ukupno 35| 22.66 9.55| 21.25 9.12] 53.65 22| 24.02| 1150 21.68| 10.08( 56.63
Gled 12| 38.17 8.26| 41.80| 16.78| 43.88 7| 41.13 9.63| 44.84| 24.75| 54.55
GTG 11| 38.26 448| 38.81| 31.09| 44.79 8| 44.88 8.74| 46.87| 27.69| 54.48
l\(/)\/t% Dentin 12| 39.43 590 39.62( 30.00( 46.61 6| 44.14( 1107 46.39| 24.26| 55.13
Pulpa 0 1] 36.52 36.52| 36.52| 36.52
Ukupno 35| 38.63 6.29| 39.58| 16.78| 46.61 22| 43.10 9.28| 45.05| 24.26| 55.13
Gled 12 .09 .32 .00 .00 1.10 7 91 1.22 .82 .00 3.44
GTG 11 .00 .00 .00 .00 .00 8 22 41 .00 .00 .98
W% _
Dentin 12 .22 51 .00 .00 1.35 6 .00 .00 .00 .00 .00
[ Pulpa 0 1 .00 .00 .00 .00
Ukupno 35 A1 .35 .00 .00 1.35 22 37 79 .00 .00 3.44
Gled 12 .00 .00 .00 .00 .00 7 .00 .00 .00 .00 .00
GTG 11 .00 .00 .00 .00 .00 8 .07 21 .00 .00 .58
Wit2% _
Ivg Dentin 12 A1 .27 .00 .00 81 6 .00 .00 .00 .00 .00
Pulpa 0 1 .00 .00 .00 .00
Ukupno 35 .04 .16 .00 .00 .81 22 .03 A2 .00 .00 .58
Gled 12 .00 .00 .00 .00 .00 7 .00 .00 .00 .00 .00
GTG 11 .07 22 .00 .00 74 8 .00 .00 .00 .00 .00
Wit2% _
Al Dentin 12 .00 .00 .00 .00 .00 6 .00 .00 .00 .00 .00
Pulpa 0 1 .00 .00 .00 .00
Ukupno 35 .02 .13 .00 .00 74 22 .00 .00 .00 .00 .00
Gled 12| 13.92 3.39| 14.66 8.14 | 19.22 7| 10.62 4491 10.90 1.36| 1451
GTG 11| 15.61 240( 1587 10.24( 18.77 8| 1291 4541 13.43 3.50( 18.23
\W1t% P [Dentin 12| 13.95 213| 13.86( 1055( 17.40 6| 13.95 3.06 [ 14.50 9.08( 17.10
Pulpa 0 1| 16.55 16.55| 16.55| 16.55
Ukupno 35| 14.46 2.74| 14.68 8.14 | 19.22 22| 12.63 4.18 | 13.43 1.36| 18.23
(Wit% |Gled 12 21 41 .00 .00 1.16 I 22 .30 .00 .00 a7
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ICI GTG 11 .00 .00 .00 .00 .00 8 .02 .07 .00 .00 A9
Dentin 12 .16 37 .00 .00 1.03 6 .00 .00 .00 .00 .00
Pulpa 0 . . . . . 1 .00 . .00 .00 .00
Ukupno 35 13 .33 .00 .00 1.16 22 .08 19 .00 .00 77
Gled 12 .00 .00 .00 .00 .00 7 .03 .08 .00 .00 .20
GTG 11 .00 .00 .00 .00 .00 8 .08 22 .00 .00 .62
/% Dentin 12 .00 .00 .00 .00 .00 6 .00 .00 .00 .00 .00
[ Pulpa 0 . . . . . 1 .00 . .00 .00 .00
Ukupno 35 .00 .00 .00 .00 .00 22 .04 14 .00 .00 .62
Gled 12| 23.28 568 23.02| 1437| 31.76 7| 1548 8.26| 17.10 67| 25.88
GTG 11| 25.66 435| 25.28| 15.98| 31.73 8| 20.13| 10.82| 20.72 1.92| 37.40
/1 Dentin 12| 2235 452| 2311| 14.69| 27.79 6| 21.74 8.49[ 21.65 9.70[ 3357
[~ Pulpa 0 . . . . . 1] 29.10 .] 2910 29.10| 29.10
Ukupno 35| 23.71 4.96| 24.86| 14.37| 3176 22| 19.50 9.33[ 19.38 67| 37.40
Gled 12 .32 .61 .00 .00 1.70 7 17 45 .00 .00 1.20
GTG 11 .46 .80 .00 .00 2.10 8 .00 .00 .00 .00 .00
W1t% | |Dentin 12 .18 .62 .00 .00 2.14 6 27 .65 .00 .00 1.60
Pulpa 0 . . . . . 1 .00 . .00 .00 .00
Ukupno 35 .32 .67 .00 .00 2.14 22 13 42 .00 .00 1.60
Gled 12 .00 .00 .00 .00 .00 7 .36 .62 .00 .00 1.30
GTG 11 .00 .00 .00 .00 .00 8 .00 .00 .00 .00 .00
o Dentin 12 .00 .00 .00 .00 .00 6 .00 .00 .00 .00 .00
[ Pulpa 0 . . . . . 1 .00 . .00 .00 .00
Ukupno 35 .00 .00 .00 .00 .00 22 11 37 .00 .00 1.30

U tabelama 13 prikazane su prosje¢ne vrijednosti masenih udjela pojedinih elemanata u
dijelovima zuba kod ispitivanih grupa. Prosjecne vrijednosti udjela ugljenika u zubu pacova koji
su dobijali olovo u vodi za pi¢e tokom 14 dana bila je najveca u gledi (24,25), potom u dentinu
(23,56) i najmanja u predjelu gledno-dentinske granice (19,95). Prosje¢ne vrijednosti masenih
udjela ugljenika u zubu pacova koji su dobijali olovo 30 dana, bila je najveca u gledi (31,09),
zatim u dijelu gledno-dentinske granice i manja u dentinu (21,68). Prosjecne vrijednosti udjela
kiseonika u zubu pacova koji su dobijali olovo u vodi za pice tokom 14 dana bila je najveca u
dentinu (39.43), potom u predjelu gledno-dentinske granice (38,26) a u gledi (38.17) najmanja.
Prosjeéne vrijednosti masenih udjela kiseonika u zubu pacova koji su dobijali olovo 30 dana,
bila je u predjelu gledno-dentinske granice (44.48) u gledi (41,13), potom i u dentinu (44.14).

Prosjecne vrijednosti udjela natrijuma u zubu pacova koji su dobijali olovo u vodi za pice
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tokom 14 dana bila je najveca u dentinu (0,22), potom u gledi (0,09) i najmanja u predjelu
gledno-dentinske granice (38,17). Prosje¢ne vrijednosti masenih udjela natrijuma u zubu pacova
koji su dobijali olovo 30 dana, bila je najveca u gledi (31,09), potom u predjelu gledno-dentinske
granice (0,022) i u dentinu nije ni detektovana. Prosjecne vrijednosti udjela magnezijuma u
zubu pacova koji su dobijali olovo u vodi za pi¢e tokom 14 dana bila je detektovana samo u
dentinu (0,11). Prosje¢ne vrijednosti masenih udjela magnezijuma u zubu pacova koji su
dobijali olovo 30 dana,bila je pronadena jedino u predjelu gledno-dentinske granice (0,07).
Prosjeéne vrijednosti udjela aluminijuma u zubu pacova koji su dobijali olovo u vodi za pice
tokom 14 dana bila je detektovana samo u oblasti gledno-dentinske granice (0,11). Dok
prosjeéne vrijednosti masenih udjela magnezijuma u zubu pacova koji su dobijali olovo 30
dana nije ni detektovana. Prosje¢ne vrijednosti masenih udjela fosfora u zubu pacova koji su
dobijali olovo 14 dana, bila je najveéa u predjelu gledno-dentinske granice (15,61), potom u
predjelu dentina (13,96) i u gledi najmanja vrijednost (13,92). Prosje¢ne vrijednosti masenih
udjela fosfora u zubu pacova koji su dobijali olovo 30 dana,bila je najveca u dentinu (13,96),
zatim u oblasti gledno-dentinske granice (21,91) a najmanja u gledi (10,62). Prosjecne
vrijednosti masenih udjela hlora u zubu pacova koji su dobijali olovo 14 dana, bila je najveca u
predjelu gledi (0,21), potom u predjelu dentina (0,16) i u oblasti gledno-dentinske granice nije ni
detektovan. Prosje¢ne vrijednosti masenih udjela hlora u zubu pacova koji su dobijali olovo 30
dana, bila je najveca u gledi (13,96), zatim u oblasti gledno-dentinske granice (0,02) a u dentinu
nije ni detektovan.

Prosje¢ne vrijednosti udjela kalijuma u zubu pacova koji su dobijali olovo u vodi za pice
tokom 14 dana nije ni detektovana. Prosjecne vrijednosti masenih udjela kalijuma u zubu
pacova koji su dobijali olovo 30 dana, bila je najveéa u u predjelu gledno-dentinske granice (0,8)
i potom u gledi (0,03) u dentinu nije ni detektovan. Prosjecne vrijednosti udjela kalcijuma u
zubu pacova koji su dobijali olovo u vodi za pi¢e tokom 14 dana bila je najve¢a u gledno-
dentinske granice (25,66) potom u gledi (23,28) i najmanja u dentinu (22,35). Prosjecne
vrijednosti masenih udjela kalcijuma u zubu pacova koji su dobijali olovo 30 dana, bila je
najveca u pulpi (29,10), potom i u dentinu (21,74), u oblasti gledno-dentinske granice (20,13) a
u pulpi (15,48). Prosje¢ne vrijednosti udjela joda u zubu pacova koji su dobijali olovo u vodi za
pi¢e tokom 14 dana bila je najveca u oblasti gledno-dentinske granice (0,46) potom u gledi

(032) i najmanja u dentinu (0,18). Prosje¢ne vrijednosti masenih udjela joda u zubu pacova koji
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su dobijali olovo 30 dana, bila je najve¢a u u dentinu (0,27), u gledi (0,17) a u oblasti gledno-

dentinske granice nije ni detektovan.

Prosjeéne vrijednosti udjela olova u zubu pacova koji su dobijali olovo u vodi za pi¢e tokom 14

nije detektovana ni u jednom sloju zuba. Prosje¢ne vrijednosti masenih udjela olova u zubu

pacova koji su dobijali olovo 30 dana, bila je detektovana samo u gledi (0,36). Maseni udio

olova uocen je samo kod dva zuba i to u grupi koja je dobijala olovo tokom 30 dana. Olovo je

registrovano samo u predjelu gledi.

Tabela 14. Znacajnost razlike masenih udjela pojedinih elemenata izmedu testiranih

grupa nezavisno od analiziranog djela zuba

Mann-Whitney U

Z

W1% C
W% O
W1% Na
Wit% Mg
W19 Al
Wit% P
W1% CI
W19 K
W1% Ca
Wt2% |
W1% Pb

373.000
246.000
318.000
380.500
374.000
289.500
379.000
350.000
273.000
341.000
350.000

-.197
-2.278
-1.730

-191

-.793
-1.566

-.155
-1.800
-1.836
-1.136
-1.800

.844
.023
.084
.849
428
117
877
.072
.066
.256
.072

Analiza ukupno dobijenih vrijednosti masenog udjela pojedinih elemenata je ukazala da

postoji statisticki znacajna razlika samo u masenim vrijednostima kiseonika (p<0,23). Manje

vrijednosti su uofene u grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi za pice tokom 14 dana u

odnosu na grupu pacova koji su dobijali olovo tokom 30 dana (tabela 14, slika 26).
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Slika 26. Box-plot dijagram masenog udjela kiseonika u ispitivanim grupama

Tabela 15. Znacajnost razlike masenih udjela pojedinih elemenata izmedu testiranih

grupa u gledi
Mann-Whitney U Z P
W1t% C 28.000 -1.183 .261
W1t% O 29.000 -1.099 .299
Wt% Na 21.500 -2.235 .083
Wt% Mg 42.000 .000 1.000
Wit% Al 42.000 .000 1.000
W% P 21.000 -1.775 .083
W% ClI 38.000 -.410 773
Wt% K 36.000 -1.309 .650
Wt% Ca 17.000 -2.114 .036
Wit% | 37.000 -.592 711
\Wit% Pb 30.000 -1.902 .340

Analiza dobijenih vrijednosti masenog udjela pojedinih elemenata u gledi je ukazala da
postoji statisti¢ki znacajna razlika jedino u vrijednostima kalcijuma (p<0,06). | ovdje su manje

vrijednosti zabiljezene u grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi za pi¢e tokom 14 dana u
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odnosu na grupu pacova koji su dobijali olovo tokom 30 dana. U masenim udjelima ostalih

elemenata nije dobijena statisticki znacajna razlika (tabela 15, slika 27).
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Pk 14 dana Pk 30 dana
Grupa

Slika 27. Box-plot masenog udjela kalcijuma u gledi izmedu ispitivanih grupa

Tabela 16. Znacajnost razlike masenih udjela pojedinih elemenata izmedu

testiranih grupa u predjelu gledno-dentinske granice

Mann-Whitney U Z P
\Wt% C 41.000 -.248 .840
\Wt% O 17.000 -2.229 .026
\Wt% Na 33.000 -1.704 .395
\Wt% Mg 38.500 -1.173 .657
\Wit% Al 40.000 -.853 778
\Wt% P 26.000 -1.486 152
\Wt% CI 38.500 -1.173 .657
Wt% K 38.500 -1.173 .657
\Wt% Ca 29.000 -1.239 .238
\Wt% | 32.000 -1.560 .351
\Wt% Pb 44.000 .000 1.000
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Analiza dobijenih vrijednosti masenog udijela pojedinih elemenata u predjelu gledno-

dentinske granice je ukazala da postoji samo statisti¢ki znacajna razlika jedino u vrijednostima

kiseonika (p<0,026). Manje vrijednosti su dobijene u grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi

za pi¢e tokom 14 dana u odnosu na grupu pacova koji su dobijali olovo tokom 30 dana. U

masenim udjelima ostalih elemenata nije dobijena statisticki zna¢ajna razlika (tabela 16, slika

28).
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Slika 28. Box-plot dijagram masenog udijela kiseonika u gledno dentinskoj granici u ispitivanim

Tabela 17. Znacajnost razlike masenih udjela pojedinih elemenata izmedu

grupama

testiranih grupa u dentinu

Mann-Whitney U Z

W% C 25.000 -1.030 .335

22.000 -1.311 213
W% O
W1t% Na 30.000 -1.029 .616
\Wt% Mg 30.000 -1.029 .616
W% Al 36.000 .000 1.000
\Wt% P 34.000 -.187 .892
\Wt% CI 30.000 -1.029 .616
Wt% K 36.000 .000 1.000
\W1t% Ca 34.500 -.141 .892
\Wt% | 33.500 -.429 .820
\Wt% Pb 36.000 .000 1.000
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Analiza dobijenih vrijednosti masenog udjela pojedinih elemenata u dentinu pokazala je
da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u masenim udjelima elemenata izmedu ispitivanih grupa
(tabela 17).

Povezanost dobijenih vrijednosti masenog udjela pojedinih elemenata u odredenim
dijelovima zuba procjenjivana je Spirmanovim koeficijentom korelacije. Uoc¢eno je da postoji
statistiCki znacajna pozitivna korelacija izmedu masenog udjela ugljenika (C) sa masenim
udjelima natrijuma 1 hlora, a statisticki znaCajna negativna korelacija sa masenim udjelima
kiseonika, fosfora i kalcijuma. Takode je zapazeno da postoji statisticki znacajna negativna
korelacija izmedu masenog udjela kiseonika sa masenim udjelima ugljenika, kalcijuma i joda.
Statisticki znacajna negativna korelacija zabiljezena je izmedu masenog udjela natrijuma sa
masenim udjelima fosfora, hlora i kalcijuma. Nije uocena statisticki znacajna korelacija masenog
udjela magnezijuma sa masenim udjelima ostalih elmenata. Postoji statisticki zna¢ajna korelacija
masenog udjela aluminijuma sa masenim udjelom joda i da ne postoji statisticki znacajna
negativna korelacija izmedu masenog udjela fosfora sa masenim udjelima ugljenika, natrijuma,
hlora i statisticki znac¢ajna pozitivna korelacija sa masenim udjelom kalcijuma. Uoceno je da ne
postoji statisticki znacajna negativna korelacija izmedu masenog udjela hlora sa masenim
udjelima natrijuma, fosfora i kalcijuma i statisticki znacajna pozitivha korelacija sa masenim
udjeliom ugljenika.Nije registrovana statisticki znacajna korelacija masenog udjela kalijuma sa
masenim udjelima ostalih elmenata. Postoji statisticki znacajna negativna korelacija izmedu
masenog udjela kalcijuma sa masenim udjelima ugljenika, kiseonika, natrijuma, hlora i olova i
statisticki znacajna pozitivna korelacija sa masenim udjeliom fosfora. Zapazeno je da postoji
statistiCki znaCajna negativna korrelacija izmedu masenog udjela joda sa masenim udjelom
kiseonika i statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija sa masenim udjelom aluminijuma. I takode je
uoceno da postoji statisticki znacajna negativna korelacija izmedu masenog udjela olova sa

masenim udjelom kalcijuma (tabela 18).
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Tabela 18. Matrica Spirmanovih koeficijenata korelacije masenih udjela elemenata

Spirmanov RO |\wito6 C |Wit% O [Wi% Na Vl\\//:"g/o Wit% Al | Wt% P [Wt% CI [ Wt% K (Wt% Ca | Wt% | |Wt% Pb
Ro 1.000| -.267" .304" 126 .000| -.804™| .466™ .077| -.657" .055 .232
Wt% C P .044 .022 .350 1.000 .000 .000 .570 .000 .686 .083
N 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57
Ro -.267" 1.000 .075 .098 -.146 -.247 -.221 -221| -4677| -.410™ 197
Wi% O |P .044 .580 467 278 .064 .098 .098 .000 .002 141
N 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57
Ro .304" .075 1.000 -.102 -058 | -.410"| .621™ 209 | -.442™ -.073 .164
/% .022 .580 452 .670 .002 .000 118 .001 .588 .223
[ N 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57
Ro 126 .098 -.102 1.000 -.031 -.167 -.102 -.045 -.169 -.102 -.045
/% .350 467 452 .816 213 452 .740 .209 452 .740
[ N 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57
Ro .000 -.146 -.058 -.031 1.000 114 -.058 -.025 130 .307" -.025
Wit% Al |P 1.000 278 .670 .816 400 .670 .851 335 .020 .851
N 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57
Ro -.804™ -.247| -.410™ -.167 114 1.000| -.424™ -012| 927 .096 -.249
Wit% P |P .000 .064 .002 213 400 .001 .929 .000 479 .062
N 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57
Ro 466" -221| 621" -.102 -058 | -.424"| 1.000 73| -.299" .066 .156
Wit% Cl |P .000 .098 .000 452 .670 .001 197 .024 .628 .248
N 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57
Ro 077 -.221 .209 -.045 -.025 -.012 173 1.000 .006 -.082 -.036
Wt% K |P 570 .098 118 .740 .851 929 197 .966 .543 .788
N 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57
Ro -6577 | -4677| -.442" -.169 JA30) 927 -.299" .006 1.000 206 | -.272"
Wit% Ca |P .000 .000 .001 .209 .335 .000 .024 .966 124 .040
N 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57
Ro .055| -.410™ -.073 -.102 307" .096 .066 -.082 .206 1.000 -.082
Wt% | P .686 .002 .588 452 .020 479 .628 .543 124 .543
N 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57
Ro 232 197 .164 -.045 -.025 -.249 .156 -036| -.272° -.082 1.000
\Wit% Pb |P .083 141 223 .740 .851 .062 .248 .788 .040 .543
N 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57 57

** Korelacija je statisticki znacajna na nivou verovatnoce od 0.01

* Korelacija je statisticki znacajna na nivou verovatnoce od 0.05
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6. DISKUSIJA

6.1. DISKUSIUA REZULTATA IMUNOHISTOHEMIJSKE ANALIZE

Uprkos ¢injenici da je izloZenost olovu jedan od glavnih zdravstvenih problema u
mnogim zemljama jer ono utice na opste zdravlje i patologiju zuba (nastanak karijesa, defekti
gledi zuba) 1ipak je broj studija koje su se bavile ispitivanjem uticaja olova na c¢elije pulpnog
tkiva koje ucestvuju u dentinogenezi jako ograncen. Poznato je da reparatorna dentinogeneza i
formiranje tercijarnog dentina nastaje kao odgovor na odgovarajucée patoloske nadrazaja, a jedan
od njih je i sam uticaj olova [2,3,8]

In vivo zivotinjski modeli obezbeduju prihvatljivu alternativu ljudskim modelima, mada
razlike medu vrstama treba uzeti u obzir u tumacenju reakcije tkiva. Vecina istrazivaca u svojim
studijama Kkoristi eksperimentalne modele za ispitivanje odontogeneze pulpe [100].

Podstaknuti ovim saznanjima, ova studija se bavila ispitivanjem uticaja olova na distribuciju
medijatora dentinogeneze u pulpi zuba pacova. U ovu klini¢ku studiju su bila uklju¢ena 42
laboratorijska pacova Wistar soja odnosno 682 zuba (molara i premolara). Imunohistohemijska
analiza imala je za cilj da procjeni ekspresije fibronektina, tenascina-C i TGF-B1 u pulpi
(rastresitom vezivnom tkivu pulpe, fibroblastima pulpe), odontoblastima, predentinu i dentinu
(nastavcima odontoblasta-Tomesova vlakna). Takode su ispitivane i morfoloske promijene u
gingivi, ameloblastima, gledi, dentinu, odontoblastima i pulpi. Zadatak imunohistohemijske
analize o ovoj studiji je bio da lokalizuje specifi¢ne antigene u tkivu, pomocu ciljno usmjerenih
antitijela 1 prepozna samo ciljni antigen pri tom omugucavaju¢i vizuelizaciju biomarkera i
ekspresije pojedinih proteina u razli¢itim tkivima. Ispitivanje mehanizma signalizacije procesa
odgovornih za indukciju odontoblastne diferencijacije je od fundamentalnog znafaja za
razumijevanje reparatorne sposobnosti pulpnog tkiva. Rezultati novijih istrazivanja su pokazali
da su brojniji signalni molekuli ukljuceni u transdukcione mehanizme dentinogeneze i da imaju
izrazitu bioaktivnost u vrlo malim koncentracijama. Medu ovim molekulima znacajno mjesto
pripada fibronektinu, faktoru rasta i progenitornim ¢elijama pulpe obzirom na njihovu ulogu u
podsticanju dentinogeneze [54,55].

Studija Nabil-a i njegovih saradnika imala je za cilj da ispita prisutvo olova u zubima

pacova, nakon njegove oralne aplikacije vodom za pi¢e | da se procijeni uticaj razli¢itih
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koncentracija olovo acetata kod muZjaka Albino pacova pomocu krvne slike, tezine, krvne
plazme, odnosno na osnovu funkcije jetre, bubrega i tiroidne Zlijezde. Ova studije je potvrdila da
olovni acetat ima Stetno dejstvo na opste zdravlje muzjaka Albino pacova. Neki radovi su takode
ukazali na znacaj olova u nastanku i razvoju pojedinih stomatoloskih oboljenja te su pojedini
autori ispitivali sadrzaj olova u zubima, pljuvacki i gingivi radnika profesionalno izloZenim
olovu. Rezultati ovih istrazivanja su ukazali na zna¢ajnu akumulaciju olova kao i vezu olova sa
oboljenjima kao $to su karijes i parodontopatija .To su potvrdila i ispitivanja Cleymaet-a R. i
saradnika gdje je utvrdeno da je koncentracija olova u krvi i pljuvacki u korelaciji sa njegovim

sadrzajem u povrSinskom sloju gledi [78,67,104,105].

6.1.1. Diskusija ekspresije fibronektina u procesu odontogeneze

U ovoj studiji za detekciju fibronektina je koristeno poliklonalno zeéije antitijelo (Rabbit
on Rodent HRP- polymer, Biocare Medical) koje je visoko specificno za fibronektina. a dobijena
bojenja su jasno vizuelizirala spoj antitijelo-fibronektin. Procjena eskpresije istrazivanih
antitijela je radena prema vlastitoj semikvantitativnoj skali prikazanoj u tabeli 1. Fibronektini su
veliki glikoproteini koji ucestvuju u mnogim c¢elijskim procesima, posebno u interakciji sa
ekstracelularnim matriksom i ¢elijama kao $to su fibroblasti, osteoblasti itd. U mnogim studijama
je analizirana ekspresija, funkcija i struktura fibronektina i otkriveno da fibronektin ima
kompleksnu molekularnu strukturu. Uticaj fibronektina na odontogenezu nije tacno razjasnjen ali
se smatra da ima ulogu signalne molekule koja podsti¢e razli¢ite ¢elijske funkcije ukljucujuci
adheziju, migraciju i sekundarnu inicijaciju diferencijacije odontoblastima srodnih ¢elija [12,13].

Vojinovi¢ i sar. (2002. godine) su na osnovu SEM analize ispitivali patolosku
dentinogenezu. U studiji su koristena tri humana mlije¢na zuba i jedan zub psa. U ovoj studiji je
utvrdeno da je struktura patoloskog dentina sli¢na strukturi pokrovnog dentina i da znacajno
zavisi od jacine i duZine iritacije (nadrazaja) pri ¢emu jake iritacije mogu da ostete odontoblaste.
Medutim, odontoblasti kao izuzetno otporne celije ponekad i pod jakim iritacijama mogu da
sacuvaju integritet i nastave da formiraju tubule unutar amorfne dentinske mase. Rezultati ove
eksperimentalne studije su usaglaseni sa rezultatima nasih istrazivanja u pogledu reaktivne
dentinogeneze, jer su pokazali da je ekspresija fibronektina, visoke difuzne pozitivnosti bila
najveca u grupi pacova koji su uzimali olovo 30 dana (63.6%) i ekspresija TGF-B1 visoke
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difuzna pozitivnost je bila najizrazenija u grupi Kkoji su uzimali olovo 30 dana (45.5%), dok je
visoka difuzna pozitivnost u grupu pacova sa dijabetesom koji su dobijali olovo 14 dana i bili
uocena samo u 24.0%. Uloga fibronektina u odontogenezi je vazna s obzirom da njegova
koncentracija u toku odontogeneze raste. Kada odontoblasti formiraju dentin kao odgovor na
nadrazaj ili ozljedu, on je onda drugaciji od sekundarnog a naziva se reparatorni, iregularni ili
tercijarni osteodentin [3].

Rezultate ove studije su saglasni i sa nalazima Yoshiba i saradnika koji su ispitivali
distribuciju  fibronektina u pulpi zuba u razvoju i razvijenim zubima metodom indirektne
imunofluorescencije koji su potvrdili da je fibronektin bio prisutan u sloju odontoblasta tijekom
svih faza dentinogeneze. U apikalnoj regije zuba u razvoju, intenzivnom fluorescencijom
fibronektin je pronaden uz bazalnu membranu i u prvo formiranom sloju predentina. Sli¢na
zastupljenost fibronektina kod razvijenih zuba je uoc¢ena u odontoblastnom sloju [57].

U eksperimentalnom strazivanju, koje je sprovedeno na psima gdje je biomatriks unutar
pulpne komore zuba, eksperimentalnih Zivotinja posluzio kao uzorak, objasnjena je molekularna
osnova indukcije stvaranja reparativnog dentina. Ovdje je pulpno tkivo eksperimentalnih
zivotinja implantirano sa milpor-filterom, natopljenim fibronektinom sto je i uticao na stvaranje
dentinskog matriksa oko implantata i indukovalo pojavu odontoblastolikih ¢elija. Do istog
zakljucka je dosao i Veis koji je u svojoj studiji potvrdio da pulpne celije implantirane
(prekrivene) fibronektinom, mogu biti diferencirane u odontoblastima sli¢ne celije i da faktor
rasta moze uticati na dentinogenezu indukovanu fibronektinom (koji veze faktore rasta, a
posebno TGF- B1) [56].

To je potvrdilo i ovo istrazivanje gdje je imunohistohemijskom analizom ispitivana
ekspresija fibronektina u pulpi zuba pacova. U grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom
14 dana visoka fokalna pozitivnost ekspresije fibronektina je uocena u 48% slucajeva, slaba ili
umjerena fokalna i visoka difuzna pozitivnost u po 24%, dok je odsustvo bojenja registrovano u
4% slucajeva. U grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 30 dana, gdje se
imunohistohemijskom analizom takode utvrdivala ekspresija fibronektina, analiza rezultata je
pokazala da je njegova visoka fokalna pozitivnost uoc¢ena u 27.3% slucajeva, slaba ili umjerena
fokalna i visoka difuzna pozitivnost u po 9.1% dok je odsustvo bojenja nije registrovano ni u

jednom slucaju.
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Linde i saradnici su u razli¢itim fazama dentinogeneze ispitivali ekspresiju fibronektina
pomocu indirektne fluorescencije. Ekspresija fibronektina je utvrdena u bazalnoj membrane
izmedu unutrasnjeg glednog epitela i osnovnog mezenhima zuba i u sloju predentina, ali ne i u
predentinu $to ukazuje da molekule fibronektina nisu direktno uklju¢ene u mineralizaciju. [60].

U ovoj studiji IHH analizom, kod grupe pacova sa indukovanim dijabetesom (koji su
dobijali olovo tokom 14) su nadene brojne morfoloske promjene (88%), pulpitisi (92%) odnosno
krvarenja u pulpi (88%). Nekroze pulpe je bila neznatna u obe eksperimentalne grupe pacova.
Pseudoepitelna hiperplazija je bila veéa u grupi pacova sa eksperimentalno izazvanim DM-om
(68%) kao i periodontitis i gingivitis (84%) u odnosu na pacove bez dijabetesa koji su dobijali
olovo tokom 30 dana. Sli¢ne nalaze na modelu pacova sa eksperimentalno izazvanim diabetes
mellitusom dobili su Tesseromatis i saradnici koji su ukazali na postojanje inflamacije u ,,lamini
propriji* gingive i u predelu papila, odnosno zadebljanje zida arteriola [111].

Nekontrolisan ili neadekvatno kontrolisan diabetes mellitus moze biti faktor rizika za
razvoj oralnih komplikacija. To je podstaklo Catanzaro-a i saradnike da ispitaju da li DM
dovodi do zapaljenja i strukturnih promijena u pulpi. Muzijacima pacova Wistar soja su
aplikovane injekcije streptozotocina (STZ) i indukovan vjestacki dijabetes. Nakon 30 i 90 dana
nitriti u tkivu pulpe su bili poviseni samo u prvih 30 dana dok su poslije 60 dana bili manji u
odnosu na kontrolnu grupu. Ova studija ukazuju da dijabetes dovodi do promjena u oralnim
tkivima i ekspresije medijatora zapaljenja [106].

Deri je u svojoj eksperimentalnoj studiji sa pacovima Wistar soja, kod kojih je
hiperglikemija eksperimentalo uzrokovana intraperitonealnom aplikacijom Alloxan-a, takode
utvrdila da je usporeniji metabolizam pulpe kod dijabeti¢nih pacova nego kod zdravih i efekti
direktnog prekrivanja su bili generalno slabiji, bez obzira na upotrijebljeni materijal (MTA ili
CH). Zakljuceno je da je mikroangiopatija u pulpi zuba jedan od razloga za ovakve rezultate
[108].

Mikrocirkulacija pulpe ima vaznu ulogu u regulaciji metabolickih procesa zuba i
dentinogeneze. Na krvne sudove pulpe utic¢u brojni fizi¢ko-hemijski faktori koji mogu uticati na
odbrambene reakcije pulpo-dentinskog kompleksa. Kod dijabetesa postoji poremecaj
mikrocirkulacije u pulpi i posljedi¢no usporavanje metabolizma i procesa odontogeneze u pulpi
[22]. Ovim c¢injenicama se mogu objasniti rezultati ove studije koji ukazuju na znacajne

morfoloske promjene, krvarenje u pulpi, pulpitis, pseudoepitelnu hiperplaziju i periodontitis i
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gingivitis u grupi pacova sa eksperimentalno izazvanim dijabetesom naime, (¢ime je smanjena i
odontogeneza) sto takode objasnjava i smanjena ekspresija fibronektina i TGF-B1 visoke
difuzne pozitivnosti. U zubnoj pulpi pacijenata sa Se¢ernom bole$¢u postoje promjene na malim
i veéim krvnim sudovima, naroCito zadebljanje bazalne membrane, koje uti¢e na leukotaksu
polimorfonuklearnih leukocita i celularnih elemenata imunog sistema. Ove promjene su
najizrazenije u centralnoj zoni pulpe [90].

Dok su mehanizmi obolijevanja parodonta kod DM-a potpuno razjasnjeni, celijski i
molekularni mehanizmi poremecaja u zubnoj pulpi tokom dijabetesa su i dalje problem koji se
istrazuje [12]. Diabetes mellitus (DM) je stanje hroni¢ne hiperglikemije i predisponirajuci faktor
za nastanak Kkarijesa, hipoplazije gledi, gingivitisa, periodontitisa, oralne kandidijaze i
kserostomije i mnogim drugim oboljenjima usne duplje [3].

To je podstaklo Silvu i njene saradnike da ispitaju da li postoje hipoplazije gledi u zuba
pacova (mladunaca) Vistar soja, gdje su Zenke dovedene u dijabetes tokom trudnoce.
Makroskopski su uoc€eni bjelicasti defekti u gledi (hipoplazije), $to je potvrdeno i SEM-om u
skoro svim zubima eksperimentalne grupe (93,88%). Takode je u nekim studijama, kod pacova
dovednih u dijabetes pronadeno vise periapikalnih lezija nego kod zuba zdravih pacova [69].

Neka istrazivanja ukazuju na usporenu tj. smanjenu odbrambenu reakciju pulpe i
odontoblasta (proces dentinogeneze) kod oboljelih od diabetes mellitusa.

Moradi sa saradnicima (2014) je patohistoloskom analizom proucavao promjene u pulpi
nakon direktnog prekrivanja pulpe zuba pacova Vistar soja koji su dovedeni u dijabetes. Poslije
Cetiri sedmice Uocen je znatno intenzivniji inflamatorni odgovor pulpe prekrivene cementom u
eksperimentalnoj grupi dok je u na zubima tretiranih sa MTA uocena razlika u inflamatornom
odgovoru pulpe u odnosu na zdrave pacijenate. Ova preliminarna studija ukazuje na bolji
terapeutski uc¢inak (dejstvo) MTA na pulpu od cementa kod osoba sa dijabetesom [71].

6.1.2. Diskusija ekspresija TGF-f1 u procesu odontogeneze
Neka istrazivanja su detaljnije objasnila strukturu patoloskog dentina pod uticajem olova,

jer su uocene c¢elije drugacije od odontoblasta. Autori su takode zapazili da se u okuzenju pulpnog

tkiva, nalazi specifi¢ni stimulator-faktor rasta TGF-B1, koji inicira i vodi ovaj proces [53].
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Karakter signalizacije procesa odgovornih za indukciju odontoblastne diferencijacije je od
fundamentalnog znacaja za razumijevanje kako fizioloSke dentinogeneze tako i reparatorne
sposobnosti  pulpnog tkiva. Kljuéne uloge igraju faktori rasta u fizioloskoj diferencijaciji
odontoblasta, kao i tokom reparativne dentinogeneze. Znacajan fokus je stavljen na faktore rasta,
posebno na transformisuci faktor rasta (TGF — B1) B porodice, koji se moze direktno ukljuéiti u
signalizaciju, citodiferencijaciju odontoblasta i odontoblastoidnih ¢elija [7,53,100].

Ekspresija faktora rasta u unutrasnjem glednom epitelu dovodi do njegovog zarobljavanja
u dentalnoj bazalnoj membrani Sto kasnije uti¢e na formiranje preodontoblasta [6].

lako dokaz da su faktori rasta odgovorni za signaliziranje odontoblastne diferencijacije
in vivo jos uvijek nedostaje, poznato je da su transformiSuci faktor rasta-pl ( TGF — 1), TGF-
R3, morfogenetski protein kosti-2 (BMP-2) i insulinu-slican faktor rasta-1 (IGF-1), vazne
signalne molekule za odontoblastnu diferencijaciju u in vitro uslovima [17].

Tokom dugogodi$njih istrazivanja, doslo se do zakljutka da na diferencijaciju novih
odontoblasta u pulpi uti¢u brojni faktori kao S$to su: koStani sijaloproteini, joni kalcijuma,
ekstracelularni matriks, faktori rasta, fibronektin, tenascin-C, NGF-u iz pulpe, odnosno citokini
koji preko faktora rasta uticu na pocetak formiranja patoloskog dentina (nastaje kao odgovor na
patoloske nadrazaje pa i olova) $to je takode u skladu sa rezultatima ovog istrazivanja. Analiza
dobijenih rezultata je pokazala da je visoka fokalna pozitivnost uocena u 20,0% slucajeva, slaba
ili umjerena fokalna u 24,0 % i visoka difuzna pozitivnost u 36,0 %, dok je odsustvo bojenja
registrovano u 20,0 % zuba u grupi pacova koji su dobijali olovo u vodi tokom 14 dana.

Poveéana eckspresija TGF-B1 je pronadjena u celijama pulpe tokom tercijarne
dentinogeneze i1 utvrdena je uloga ovog faktora rasta na diferencijaciju specifi¢nih ¢elija pulpe
neophodnih u reparatornom odgovoru. Mnoge druge studije su potvrdile da se TGF-$1 nalazi u
dentinskom matriksu i uti¢e na vaskularne reakcije neophodne u reaktivnoj dentinogenezi [15-
17].

Magloira i saradnici, kao i mnogi drugi, pridaju znacaj TGF-B1 u patoloskoj
dentinogenezi, usljed povrede zuba, kao posljedica karijesa odnosno preparacije kaviteta [45].

Tabatabaei i saradnici su se u svojoj studiji bavili prou¢avanjem proliferacije mati¢nih
¢elija u prisustvu matriksa dentina dobivenog iz nekolagenih proteina, faktora rasta iz

trombocita i transformiSuceg faktora rasta (TGF-B1). Rezultati su pokazali da kombinacija
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faktora rasta i1 precis¢enog matriks bez ne-kolagenih proteina (narocito pri  10mg/ml
koncentracije) ima mitotsko djelovanje na mati¢ne ¢elije pulpe [48].

Laurent i saradnici (2008) su metodom imunohistohemijske analize ispitivali dejstvo
silikatnog cementa (Biodentine™) i njegov uticaj na nastanak reparativnog dentina, modelovanje
i sekreciju TGF-B1l. Imunohistohemijskom analizom je doslo do rezultata koji ukazuju da je
Biodentin™ (aplikovan direktno na pulpu) izazvao rani oblik sinteze (nastanka) reparativnog
dentina vjerovatno zbog modulacije lu¢enja TGF-B1 [6].

U eksperimentalnoj in vivo studiji, Tziafas i saradnici su ispitivali uticaj TGF-B1, kao
aktivne komponente matriksa dentina tokom indukcije reparativne dentinogeneze, na uzorcima
pulpe zuba molara i o¢njaka pasa. Imunohistohemijskom analizom pomocu antitijela TGF-f1 su
uocili da ¢elije pulpe pokazuju ekspresiju kao odgovor na egzogeni TGF-f1 [53].

Jos neki autori su na osnovu dobijenih rezultata potvrdili da primjena pojedinih faktora
rasta posebno TGF-B1, stimuli$e diferencijaciju odontoblasta i dovodi do oslobadanja endogenih
faktora rasta sadrzanih u organskom matriksu dentina, §to dodatno stimuliSe dentinogenezu i
objasnili strukturu patoloskog dentina, odnosno nastanka patoloskog dentina [44,53].

Mnoga imunohistohemijska ispitivanja i in situ hibridizacija su pokazali da se za vrijeme
procesa diferencijacije odontoblasta pojavljuju: FGF-i, TGF-$ 1-3, BM proteini, IGF-i kao i
hormoni rasta. Takode su neke savremenije studije pokazale da je povecana ekspresija hormona
rasta pronadena u Celijama pulpe tokom tercijarne dentinogeneze 1 da je potvrdena uloga ovog
faktora rasta na diferencijaciju specifi¢nih ¢elija pulpe tokom reparatornog odgovora. Oni isticu
da TGF-B1 (koji se nalazi u dentinskom matriksu) uti¢e na vaskularne reakcije neophodne u
reaktivnoj dentinogenezi i moze da izazovu transdentinsku stimulaciju odontoblasta u uslovima
in vivo [18,99.70].

Nakon diferencijacije, dolazi do ekspresije faktora rasta od strane odontoblasta, koji moze
ostati zarobljen unutar matrice dentina. Takvi faktori rasta mogu biti u stanju da signaliziraju
reparativne procese koji dovode do diferencijacije ne-odontoblastnih celija, §to je od velikog
znacaja prilikom povrede zuba. Ostali faktori rasta mogu da se povezuju sa odontoblastnom
aktivnoscu, ali ne mogu ostati unutar dentalne matrice. Na primjer, TGF-R3 je izrazen snaznije

nego TGF-R1 u humanim odontoblastima, ali nije otkriven u matrici dentina [19].
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6.1.3. Diskusija ekspresije tenascina-C u procesu odontogeneze

Reakcije pulpo-dentinskog procesa na uticaj olova kao i njihovi ¢elijski i molekularni
mehanizmi jo$ nisu u potpunosti istrazeni. Signalni molekuli ovih procesa su tkivni faktori rasta,
tenascin-C, fibronektin i drugi faktori [21].

D'Souza i saradnici su provjeravali da li su ¢elije koje u€estvuju u stvaranju reparativnog
dentina sli¢ne odontobastima. Istrazivanje je radeno na prvim molarima pacova gdje su uradene
preparacije pete klase a zivotinje su zrtvovane u razli¢itim vremenskim intervalima. Na uzorcima
dentina ovih zuba je radena hibridizacija sa genom specificnim za tipove kolagena I i IlI.
Poliklonalna antitijela za dentin sialoprotein (DSP) i dentin specifi¢an protein (fenotip
odontoblasta) su koriSteni u imunohistohemijskim eksperimentima. Rezultati ove studije su
ukazali da su ¢elije koje formiraju reparativni dentin ¢elije slicne odontoblastima. [37].

Ekspresija tenascina-C visoke fokalne pozitivnosti je bila najizraZenija u u grupi pacova
sa eksperimentalno izazvanim DM-om koji su uzimali olovo 14 dana (72.0%). Visoka fokalna
pozitivnost je uocCena u 72,0% slucajeva, slaba ili umjerena fokalna u 8% i visoka difuzna
pozitivnost u 12%, dok je odsustvo bojenja registrovano u 8% sluc¢ajeva. U grupi pacova koji su
dobijali olovo u vodi tokom 30 dana visoka fokalna pozitivnost je uocena u 45.5% slucajeva,
slaba ili umjerena fokalna u 36.4% i visoka difuzna pozitivnost u 33.3%, dok odsustvo bojenja
nije registrovano ni u jednom slucaju.

Leites i saradnici su su se bavili (2011) procjenom histoloskog odgovora i ekspresijom
tenascina i fibronektina u pulpi poslije direktnog prekrivanja pulpe sa kalcijum hidroksidom i
MTA na 40 stalnih zuba svinja. Rezultati imunohistohemijske analize su pokazali da je znatno
ve¢i inflamatorni odgovor pulpe bio poslije sedam dana u grupi sa direktnim prekrivanjem
kalcijum hidroksidom, a nesto kasnije sa MTA. Ekspresija tenascina-C i fibronektina je u obe
grupe (i kod kalcijuma i MTA) je bila priblizno sli¢nog intenziteta. Vazno je naglasiti da su i
fibronektin 1 tenascin-C uoceni tokom reparativne dentinogeneze (nezavisno od koristenog
materijala za direktno prekrivanje pulpe) sto je u skladu sa rezultatima ove studije gdje je veca
ekspresiju i fibronektina i TGF-B1 bila u grupi pacova koji su uzimali olovo tokom 30 dana [59].

Sli¢ne rezultate su dobili Moradi i saradnici, koji su imali za cilj da procijene ekspresiju
fibronektina i tenascina-c, nakon direktnog prekrivanja pulpe pasa MTA-om, propolisom

plazmom bogatom trombocitima. Zivotinje su Zrtvovane poslije 7 i 30 dana. Rezultati studije su
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pokazali da je ekspresija tenascina-C bila znatno veca kod zuba koji su izvadeni poslije 30 dana
nego kod onih koji su izvadeni poslije 7 dana. U zaklju¢ku se takode navodi da je MTA bolji
izbor za direktno prekrivanje pulpe i da se tenascin-C aktivira u reparatornoj dentinogenezi.
Rezultati ove studije su takode saglasni sa ovim nalazom obzirom da je intezitet ekspresije bio
veci tamo gdje je i uticaj nadrazaja bio veci (u ovom slu¢aju olovo koje su miSevi dobijali tokom
trideset dana u vodi za pice) [71].

U jednoj od studija, Zarrabi i saradnici (2011) su imunohistohemijskom analizom
ispitivali  ekspresiju tenascina-C i fibronektina poslije direktnog prekrivanja humanih zuba
MTA i novim endodontskim cementom. Rezultati imunohistohemijske analize su pokazali da je
ekspresija fibronektina i tenascina-C uocena u obe grupe zuba i veé poslije dvije sedmice sa
malo veéim intezitetom u grupi sa MTA. Ekspresija oba antitijela se smanjivala poslije osam
nedjelja. U stvari i ova studija je ukazala na znacaj fibronektina i tenascina, kao glavne
komponente matriksa reparativnog dentinskog mosta [61].

U ovoj studiji analiza dobijenih rezultata je pokazala da je ekspresija tenascina-C visoke
fokalne pozitivnosti bila najizrazenija u u grupi pacova sa eksperimentalno izazvanim DM-om
koji su uzimali olovo 14 dana (72.0%).

Veéina funkcionalnih studija sa tenascinom-C je radena na miSevima. Tokom istrazivanja
rezultati su ukazali da tenascin-C kao i fibronektin i tkivni hormon rasta, imaju vaznu ulogu u
signalizaciji ¢elija Sto potvrduje njegova sposobnost da bude izazvan (indukovan) tokom trauma,
upala ili razvoja tumora. Takode, tenascin-C je vazan i U regulisanju razmnozavanja celija i
njihovog kretanja, posebno u toku zarastanja rana jer uti¢e na diferencijaciju specifi¢nih ¢elija
pulpe neophodnih u reparatornom odgovoru. Brojne uloge tenascina-C u funkcionisanju i
signalizaciji c¢elija ¢ine tenascin-C popularnim proteinom za proucavanje razvoja novih
terapijskih procedura i otkrivanju novih metoda. U nekim studijama se tenascin-C klasifikuje
kao ljepljivi protein koji onemogucava (ko¢i) spajanje sa fibronektinom [18].

Najveci broj eksperimentalnih studija sa tenascinom-C je radena na misevima gdje se
doslo do zakljucka da tenascin-C (fibronektin kao i TGF-1), imaju vaznu ulogu u signalizaciji
¢elija tokom traume i upala. Takode je potvrdeno da tenascin-C uti¢e i na diferencijaciju
specificnih ¢elija pulpe neophodnih u odontogenezi. Ipak je jo§S uvijek veza izemedu
fibronektina, tenascina-C i tkivnog hormona rasta i njihove uloge u reparativnoj dentinogenezi

predmet brojnih istraZivanja [19].
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6.2. Diskusija rezultata SEM-EDS analize

lako je nivo olova u tvrdim zubnim tkivima Kkoristan pokazatelj izloZenosti olovu,
informacije o njegovim efektima u tkivima zuba su vrlo ogranicena [4].

Deficit esencijalnih elemenata povecava toksi¢nost pojedinih teskih metala, dok njihov
visak uglavnom deluje zastitno. Veliki deo ovih istrazivanja je raden na laboratorijskim
zivotinjama, dok su podaci na ljudima oskudni. Pojedini teski metali mogu zamijeniti kalcijum
u kristalima hidroksiapatita pa se zato i procjena nivoa olova u zubu ne bi smjela bazirati samo
na apsolutnom sadrzaju ovog metala ve¢ i na njegovom odnosu prema kalcijumu. [1-3].

Jedna od savremenijih studija, imala je za cilj da ispita zastupljenost kadmijuma i olova
u mlije¢nim zubima kod djece koja pate od celijaklije i alergija na hranu u industrijskim
oblastima Poljske. Upotrebom plamene atomske apsorpcione spektrofotometrije, uvrdeno je da
su se ovi metali najviSe akumulirali u mlije¢nim zubima. Tokom studije je takode uoceno da su
toksi¢ni teski metali u zubima ostali U dinami¢nom balansu sa normalnom gradom zuba, tj. da su
zamijenjeni kalcijumom u hidroksiapatitnim kristalima [15].

Do sli¢nih  rezultata su dosli Orzechowska-Wylegata i saradnici koji —su ispitivali
relativnu koncentraciju olova, kadijuma i kalcijuma u mlije¢nim zubima djece sa celijaklijom ili
alergijom na hranu. Utvrdili su da u mlijecnim zubima djece sa celijaklijom i alergijma na
hranu, postoji znatno veéi odnos izmedu olovo/kalcijuma i kadijum/kalcijuma nego u zubima
zdrave djece [102].

Rane studije su pokazale je deponovanje olova u kosti i meka tkiva znacajno vece u
uslovima deficita kalcijuma u hrani.[78].

U svojoj studiji Malara i saradnici su ispitivali sadrzaj olova i kadijuma iz duvanskog
dima u mlije¢nim zubima djece pusaca, odnosno njihov odnos sa kalcijumom, metodom atomske
apsorpcione sektrofotometrije. Studija je utvrdila da su toksicni teSki metali koji se taloze u zubu
ostali u dinami¢nom balansu sa normalnim sadrzajem zuba(npr.teSski metali su zamijenili
kalcijum u hidroksiapati¢nim kristalima) [100].

Rezultati navedenih studija ukazuju da olovo moze zamijeniti kalcijum u Kristalima
hidroksiapatita $to je u skladu sa sa nalazima ovog eksperimentalnog istrazivanja. Analizom
dobijenih vrijednosti masenog udjela pojedinih elemenata uo¢eno je da je prosje¢na vrijednost

udjela kalcijuma u zubu pacova koji su dobijali olovo u vodi za pic¢e tokom 14 dana bila je
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najveca u gledno-dentinske granice (25,66 ) potom u gledi (23,28) i najmanja u dentinu (22,35) a
da je prosjecne vrijednosti masenih udjela kalcijuma u zubu pacova koji su dobijali olovo 30
dana, bila najniza u oblasti gledno-dentinske granice. Maseni udio fosfora u zubu pacova koji su
dobijali olovo 14 dana, bila je najveca u predjelu gledno-dentinske granice (15,61), potom u
predjelu dentina (13,96) i najmanji u gledi (13,92). Prosje¢ne vrijednosti masenih udjela fosfora
u zubu pacova koji su dobijali olovo 30 dana,bila je najve¢a u dentinu (13,96), zatim u oblasti
gledno-dentinske granice (21,91) a najmanja u gledi (10,62). Prosje¢ne vrijednosti masenih
udjela olova u zubu pacova koji su dobijali olovo 30 dana, bila je detektovana samo u ovoj grupi
zuba i to u gledi u vrijednosti 0,36%. Ovi rezultati ukazuju na najnizu vrijednost kalcijuma u
oblasti gledno-dentinske granice i na detektovano olovo samo u gledi zuba pacova Kkoji su
dobijali olovo 30 dana. Ovo ukazuje da je olovo zamijenilo kalcijum u kristalima hidroksiapaptiti
sto se podudara sa prethodnim studijama.

Do sli¢nih rezultata su dosli i Liu i saradnici koji su (2013) sproveli studiju u kojoj su
odredivali maseni udio elemenata koje su detektovali u gledi i dentinu pomocu indukovane
masene spektrometrije .Uzorke su €inili humani zubi (tre¢i molari) sakupljeni u ambulantama u
Tajvanu. Dobijeni rezultati su pokazali da je u gledi detektovan P ¢iji je maseni udio iznosio
2,19% zatim Ca (27.91%), i Pb (0,72) a koncentracija P, Ca i Pb je bila veci u dentin nego u
gledi. Takode je i odnos Ca i P bio konstantan [49].

Rezultati ove studije i vrijednosti masenih udjela P, Ca i Pb se podudaraju sa
prethodnom studijom Arora-e i saradnika u kojoj je uocen udio Ca (24.35%) i P (12.41%) sa
konstatntnim odnosom medu Ca/P (1.96). Treba naglasiti da se rezultati ove studije za
koncentraciju kalcijuma u gledi i dentinu zuba pacova koji su dobijali olovo u periodu od 14
dana podudaraju sa rezultatima navedenih studija i da je vrijednost kalcijuma bila znatno niza u
grupi zuba pacova koji su dobijali olovo tokom 30 dana.

Arora i saradnici su kao i prethodni autori zakljucili da koncentracija olova u gledi i dentinu
raste sa godinama i u odredenim periodima (dobima) pokazuje da zub moze biti pouzdan
biomarker za olovo[82].

U nasem istrazivanju je protokol SEM analize bio sproveden na istim slojevima
(spektrumima) svih zuba (gledi, gledno-dentinskoj granici i u dentinu) a olovo nije detektovano
u znacajnoj koncentraciji. Jedno od objasnjenja bi moglo biti da zubi nisu ispirani ni tretirani u

ultrasoni¢nom kupatilu pa su vizualno neuocljivi tragovi mekih tkiva unijeli zabunu u analizi. U
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eksperimentalnim grupama ovog studija ovakve promijene se mogu objasniti prisustvom
karijesnih Supljina ili defekata gledi u koje se natalozilo olovo a koje je SEM analizom
detektovano u povrsinskim dijelovima gledi [89].

Takode su Barmes i saradnici ustanovili korelaciju koncentracije olova u zubima i
zubnog kvara, u tom smislu da su ispitanici sa visokim koncentracijama olova imali vec¢i broj
karijesnih zuba u odnosu na ispitanike sa nizim nivoom olova [95].

Gill F. i saradnici su ispitivali odnos sadrzaja olova u zubima i prevalence zubnog
karijesa, zubnog plaka, pH salive, broja salivarnih kariogenih mikroorganizama, stepena dentalne
abrazije i1 prebojenosti zuba. Ustanovili su pozitivnu korelaciju izmedu koncentracije olova u
zubima i svih navedenih pokazatelja zdravlja zuba, osim pH salive. Oni su utvrdili da su zubi sa
veéim koncentracija olova bili sa karijesom, imali vise plaka, bili viSe prebojeni, vise abradirani,
a isti pacijenti su u salivi imali ve¢i broj kariogenih mikroorganizama. Jedino je pH pljuvacke
bio u negativnoj korelaciji sa koncentracijom olova u zubima [109].

Rezultati ovih istrazivanja su saglasni sa rezultatima Appleton-a koji se bavio
ispitivanjem olovne linije pomo¢u SEM-a. Analizom uz pomo¢ x-zraka je uocena lokalizacija
olova u vidu tzv. olovne linije i brzi pada intracelularnog kalcijuma, koji je bio zamijenjen
jonima olova [22].

Do sli¢nih rezultata su dosle neke studije koje su pokazale da se davanjem intravenske
injekcije olovo acetata miSevima, javlja odgovor u dentinu zuba, formiranjem tzv. olovne linije.
Ovo je bilo povezano sa brzim, ali privremenim porastom serumskog kalcijuma i fosfora tj.
¢injenice da olovo zamjenjuje kalcijum i fosfor u resetkama (kristalima) hidroksiapatita [108].

U naSoj studiji je takode SEM analizom detektovan fosfor i analiza dobijenih rezultata je
pokazala da je prosjec¢na vrijednost masenog udjela fosfora u zubima pacova koji su dobijali
olovo 30 dana, bila je najvec¢a u dentinu (13,96), zatim u oblasti gledno-dentinske granice (21,91)
a najmanja u gledi (10,62). Ovaj nalaz ukazuje da je olovo pored kalcijuma moglo zamijenilo i
fosfor u kristalima hidroksiapapita.

Cilj Issa-e i je bio da se utvrdi da li se SEM-EDS-om moze detektovati olovo na
povrsini gledi prvih molara pacova uz bukookluzalnu i cervikalnu ivicu zuba, nakon dobijanja
olovo (30 mg / L) u vodi za pice tokom 60 dana. Olovo je detektovano u svim molarim iz
eksperimentalne grupe a veéa koncentracija olova izmjerena je uz gingivalnu nego uz

bukookluzalnu ivicu. Osim toga uocena je i smanjena koncentracija kalcijuma uz ove ivice.
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Rezultati istrazivanja su u skladu sa nasem ispitivanjem gdje je takode uoCena manja
koncentracija olova detektovana samo u gledi zuba. Treba naglasiti sSamo da su eksprimentale
zivotinje (pacovi) u studiji Issa i saradnika dobijali olovo 60 dana (30 mg / L) u vodi za piée a
pacovi u nasoj studiji dobijali olovo acetat u koncentraciji 1500 ppm (u vodi ad libitum) u mnogo
kra¢em periodu . To objasnjavaju i mnogo manje vrijednosti masenog udjela olova i to samo u
gledi. [24].

Studija Bercovitz-a i saradnika (1990) je obuhvatala analizu prisustva olova u zuba djece
i odraslih pomocu atomske apsorpcione spektrofotometrije i ukazala je na vecu koncentracija
olova u decijim zubima [73].

Medutim rezultati nekih studija nisu bili u potpunosti u skladu sa nasim rezultatima kao i
rezultatima prethodnih studija gdje je olovo detektovano u gledi. Youravonga i saradnici su
ispitivali gled i dentin kod djece sa visokom koncentracijom olova u krvi, metodom sekundarne
jonske masene spektrometrije (secondary ion mass spectrometry-SIMS) i mikroanalizom Xx-
zracima. Ove metode su ukazale na vidljiv nivo olova u dentinu na granici sa pulpom, a
mikroanaliza x-zracima nije mogla detektovati olovo. Mikroanaliza x-zracima u ovom
ispitivanju nije mogla detektovati olovo za razliku od sekundarne jonske masene spektrometrije
koja ga je detektovala u dentinu na granici sa pulpom [78].

I u nasoj studiji se doslo do pretpostavke da se veéa koncentracija olova mogla detektovati
od njih je 1 SEM sa multielementnim detektorima koja mozZe biti dobra zamijena za
konvencionalno hemijsko ispitivanje, posebno kada se radi o ambijentalnom SEM-u, kojim se
lako rukuje, kod kojeg analiza kratko traje i ne zahtijeva standardne protokole pripreme uzoraka,
§to se obi¢no zahtijeva kada su u pitanju analize SEM-om [79].

Grebler i saradnici su (2000) pomocu atomske apsorpcione spektrofotometrije mijerili
koncentraciju ugradenog olova u gledi, dentinu i pulpi (cirkumpulpalnog dentina) odnosno u
krvi, kod stanovnika udaljene seoske zajednice u Juznoj Africi. Dobijeni rezultati su ukazali na
navecu koncentraciju olova u cirkupulpalnom dentinu 1 sli¢nost sa rezultatima iz drugih studija
udaljenih, ruralnih podruc¢ja, dok su vrijednosti olova u krvi bile razli¢ite [ 77 ].

Anttila je ispitivala koncentracija olova u gledi mlijecnih sjekutic¢a, 49 djece iz Askole,
ruralnog podrucja, najbogatijeg radonom, u Finskoj. Ispitivanje je radeno pomocu protonske

indukcije x-zracima a rezultati su pokazali da je koncentracija olova (8.8+/-6.6 ppm) u gledi
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zuba bila sli¢na rezultatima studija sprovedenim u drugim oblastima Finske. Medutim, nivo
olova izmeren na povrsini gledi zuba je bio nesto visi u Askoli, nego u Oulu (oblasti koja nije
bogata radonom) i to na povrsini gledi gornjih sekuti¢a dva puta veci od koncentracije u donjim
sekuti¢ima [110 ].

Antila A je ispitivala i apsolutnu koncentraciju Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Sri Pb u gledi (sa
labijalne i lingvalne strane, donjih mlije¢nih sjekuti¢a) pomocu protonske indukcije x-zracima.
Uocene su znacajne varijacije u koncentraciji sa oralne i labijalne povrsine pojedinih zuba i to
samo za olovo ali ne i kod ostalih metala. Jarvinen i saradnci su fizickom metodom zasnovanoj
na protonskoj indukciji x-zraka, ispitivali sadrzaj olova u mlije¢nim zubima i uo¢ili mnogo vecu
koncentraciju olova u mlije¢nim zubima djece urbane u odnosu na djecu ruralnih oblasti Finske
[79,80].

Arora i saradnici su (2015) imali za cilj da potvrde i standarizuju ugradivanje olova u
zube, kao najvaznijeg biomarkera.U studiji su uradene serije eksperimenata u kojima su pacovi
Vistar soja pili vodu, a zastupljenost olova u krvi, bubrezima, mozgu, kostima i zubima je
ispitivana pomoc¢u masene spektrofotometrije. U ispitivanju je utvrdeno da olovo ima najvecu
tendenciju ugradnje u zub, §to je i bio cilj ove studije. Ovi rezultati ukazuju na znacaj zuba, kao
najvaznijeg biomarkera za olovo. Rezultati su takode ukazali na najmanju koncentraciju olova u
krvi i mozgu, $to ukazuje da krvno-mozdana barijera Smanjuje nivo apsorpcije olova i da nalaz
krvi nije mjerodavan i pouzdan marker za olovo [82].

Rezultati koji nisu bili u skladu sa nasim su nalazi Grobler-a i saradnika koji su ispitivali
trudne Zenke pacova koje su dobijale olovo u vodi za pi¢e tokom trudnoce i tokom laktacije.
Koncetraciju olova u molarima je ispitivna atomskom apsorpicionom spektrofotometrijom i
utvrdeno je da je olovo najviSe ugradeno u zubno tkivo kod Zenki koje su pile vodu sa najvec¢om
koncentracijom olova. Medutim, ovo istrazivanje je uradeno, primjenom visokih koncentracija
olova u vodi koja se inace ne nailazi u zivotnoj sredini [83].

Berkkan i saradnici su (2011) odredivali olova u uzorcima zuba pacova Vistar soja
aplikacijom tec¢ne hibridne generacije (Flow-injection hydride generation (FI-HG) i pomocu
atomske apsorpcione spektrofotometrije. Cetrdeset zuba pacova Vistar soja su analizirani in vivo,
koncentracija olova je iznosila 0.6mg L™t i 0.4mg L™ a granica osjetljivosti na detekciju olova

je imala vrijednost od 0.66 -15.60ug. Relativna standardna devijacija kod 11 ponavljanja za
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mjerenje blank devijacije iznosila 3,8%. Rezultati ukazuju na zastupljenost olova u zubima
pacova eksperimentalne grupe [11].

Trovanje olovom kod ljudi dovodi do mnogih neurotoksi¢nih promijena kao §to je
encefalitis, poremecaj ponaSanja, smanjenje koncentracije, smanjenje koeficijenta inteligencije, a
ove promjene kao 1 smetnje u rastu, su uocene kod djece koja su hroni¢no bila izloZena velikim
koncentracijama olova [1].

Povecane koncentracije olova mogu djelovati i na normalan razvoj djece i na resorpciju
hranljivih materija, kao sto su kalcijum, selen, bakar, zeljezo i magnezijum ali i na smanjenu
aktivnosti razli¢itih ¢elijskih enzima. Olovo se inace nakuplja najviSe u bubrezima, jetri, kostima
i zubima. [7,26].

Pored SEM-a koji je koriSten u nasoj studiji i drugih gore navedenih metoda ispitivanja
olova u tvrdim zubnim tkivima, postoje i druge laboratorijske metode a jednu od njih je koristio i
Nabil-a i njegovi saradnici (2012) koji su procijenjivali uticaj razli¢itih koncentracija olovo
acetata kod muzjaka Albino pacova pomocu krvne slike, teZine, krvne plazme, odnosno na
osnovu funkcije jetre, bubrega i tiroidne zlijezde. Na osnovu ove studije je potvrdeno da olovni
acetat ima Stetno dejstvo na eksperimentalne muzjake Albino pacova [103].

Cleymaet i saradnici su utvrdili da je koncentracija olova u krvi i pljuvacki u korelaciji sa
njegovim sadrzajem u povrSinskom sloju gledi [104].

U pojedinim radovima je ukazano na znacaj olova u nastanku i razvoju nekih
stomatoloskih oboljenja. Tako je u jednoj od studija ispitivan sadrzaj olova u zubima, pljuvacki i
gingivi radnika profesionalno izloZzenih olovu i dokazana znacajna akumulacija olova kao i vezu
olova u ovim tkivima i te¢nostima sa dentalnim oboljenjima - karijesom i parodontopatijom
[33,70].
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata u ovom istrazivanju mogu se donijeti sljede¢i zakljucci:

10.

11.

Maseni udio olova u zubu pacova koji su dobijali olovo 30 dana, bio je detektovan samo u
gledi dok olovo u zubu pacova koji su dobijali olovo u vodi za pi¢e tokom 14 dana nije
detektovano ni u jednom sloju zuba.

Masenih udio kalcijuma u zuba pacova koji su dobijali olovo 30 dana, u oblasti gledi je bio
nizi u odnosu na vrijednosti udjela kalcijuma u gledi zuba pacova koji su dobijali olovo
tokom 14 dana.

Maseni udio fosfora u zubima pacova koji su dobijali olovo tokom 30 dana bio je najmanyji
u gledi i1 bio je nizi nego u gledi zuba pacova koji su dobijali olovo tokom14 dana.

Ekspresija fibronektina je bila ve¢a u zubima pacova koji su dobijali olovo tokom 30 dana
nego u zuba pacova sa eksperimentalno izazvanim DM-om koji su dobijali olovo tokom 14
dana.

EkspresijaTGF-B1 je bila je ve¢a u zubima pacova koji su dobijali olovo tokom 30 dana
nego u zubima pacova sa eksperimentalno izazvanim DM-om koji su dobijali olovo tokom14
dana.

Ekspresija tenascina-C je bila je vec¢a u zubima pacova koji su dobijali olovo tokom 30 dana
nego u zubima pacova sa eksperimentalno izazvanim DM-om koji su dobijali olovo tokom
14 dana.

Morfoloskih promjena u pulpi i gingivi, bilo je najvise u grupi pacova sa eksperimentalno
izazvanim DM-om koji su uzimali olovo tokom 14 dana.

Pulpitis je bio znatno veéi (Ces¢i) U grupi pacova sa eksperimentalno izazvanim DM-om koji
su uzimali olovo tokom 14 dana.

Krvarenje u pulpi je bilo znatno vece u grupi pacova sa eksperimentalno izazvanim DM-om
koji su uzimali olovo tokom 14 dana.

Pseudoepitelna hiperplazija je bila ve¢a u grupi pacova sa eksperimentalno izazvanim DM-
om koji su uzimali olovo tokom 14 dana.

Periodontitis 1 gingivitis su ¢eS¢e registrovani u grupi pacova sa eksperimentalno izazvanim

DM-om koji su uzimali olovo tokom 14 dana.
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YHUBEP3UTET Y BABHOJ JIVIIA

MEJUIINHCKHA ®PAKYJITET:
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0 oujenu ypaljenHe OOKmopcKe oucepmayuje

I IOJAIII O KOMUCHJIA

HacraBHo-HayuyHO BHjehe MenuuuHckor ¢akyiarera YHuBepsurera y bamoj Jlyuw, Ha
cjennuuy oap>xaHoj 14.03.2017. romune, ponHujeno je Onpnyky 6poj:18/3.241/2017.
o umeHoBamy Komucuje 3a oujeHy u onbpanHy ypalleHe NMOKTOpcKe OUCEepTalHje Mp CII.
Hpene KysmanoBuh Pagman mnopx HasuBoM ,,Vmuyaj onoea wHa oucmpubyyujy
Mmeoujamopa odonmozernese y oujabemecom usmjerbeHoj nyanu 3yoa nayoea''.

HNmeHoBaHa je komucHja y cibenehem cacraBy:

I

IIpencjenuuk:

Hou.np Anekcanapa bepu

3Bame: JOLIEHT

V>ka Hay4dHa obnact: Bonectu 3y6a

Huctutynuja: YHuBep3ureT y bamoj JIynu, Menuuuncku dakyareT

Ynan:

IMTpod. np CnaBosry6 JKupkoBuh

3Bame: pefoBHHU Ipodecop

Vika Hay4yHa obnact: Bonectu 3y6a

Huctutyuuja: YHuUBep3uTeT y beorpany, CToMaToOJNIOIIKH (haKyITeT, MEHTOp H
4aH

Ynan:

ITpod. np Panocnas I"'ajanun

3Bame: pegoBHU Ipodecop

V>xa Hay4yHa obiact: [laTonoruja

HWuctutynuja: YHuBep3uteT y bamoj JIyuu, MeaunuHcku hakynTer.

Unan:

Hou. agp Harama I"ajuh

3Bame: JOLEeHT

Vska Hay4dHa obsact: Bonectu 3y6a

Hncrtutynuja: YHuBepsuteT y bamoj JIynu, Meauuuacku GakyaTeT, dyjiaH

Ynan:
Hou. nop Cama I'tbaTo
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3Bame: JOLEHT
Vika HayyHa obnact: [IpoTreTuka
Huctutynuja: YHuBep3uteT y bawoj Jlyuu, MenuuuHcky ¢akyiTeT, 4iaH

HaxoH nerassHOTr mperiena ypaheHe NOKTOpcKe auceprauuje KaHaunata mp ci. Mpene
KysmanoBuh Paaman unanoBu Kowmucuje mnonHoce HacraBHO-HaydyHOM BHjehy
MenunuHckor (Qakynrera YHupepsurera y bamoj JIlymu u CeHaty YHHUBep3uTeTa y
Bamwoj JIyuu cibenehu usBjeruraj:

II ITIOJAIIA O KAHIUJIATY

Hpena (3sonumup) Kyszmanosuh PagmaH.

Pohena 07.08.1978. roqune y bawoj JIynu, Penmybnuka Cprncka, bocHa u Xeplerosuna.
VuuBepsurer y bamoj Jlynu, Menunuacku ¢axynrer, CTyaujcku Iporpam
CTOMATOJIOTHja, KaHAUAAaTKua je 3aBpumia 2005. roguHe ca rnpocjedHom oLjeHoMm 8,06,
TE€ CTEKJIa 3Bak€ JOKTOpa CTOMAaTOJIOTHje.

Kannupnatkumwa je ymnucaja TNOCTOUIUIOMCKH CTyAuj Ha MeDULHMHCKOM (aKyiaTeTy
VuuBep3uteta y bamoj JIynu 2007. roguHe U yCHjelIHO T'a 3aBpIliujia ca MPOCjeYHOM
oujenoM 9,80. Ha MeauuuHckoM (pakynrety YHuBepsutera y bamoj Jlyuu y anpuiny
2012. romuHe YycmjemiHO je oaOpaHWIa MarucTapCcKd paj IoJ Ha3HBOM: ,,
Mukpobuosomka U KJIMHUYKA HUCTpaKMBama AyOOKHX KapHjecHHX Jie3uja', U TuMme
CTEKJ1a 3Balb€ MarucTpa CTOMaTOJIOLIKUX HayKa u3 obsactu bonectu 3y6a.

IIT YBOJHM JUO OIJEHE JOKTOPCKE JUCEPTAIIUJE

HacnoB nokropcke nuceprauuje mp cu. Mpene Kyamanosuh Paaman je:

,, Y THIIaj OJI0Ba Ha AMCTpUOYILIHjy MeQUjaTopa OJIOHTOreHe3e y A1jabeTecoM U3MHUjEeHEHO]
nmynnu 3yda namona ''.

Tema nokropcke auceprauuje je npuxeahena on crpaHe HacrtaBHo-Hay4dHOr Bujeha
MenunuHckor ¢akynrera, YHuBep3uteTa y bawoj Jlyun Omrykom 6poj: 18/3.107/2016
ox 10.02.2016. Cenar YuuBep3urera y bawoj Jlyuu Omrykom Gpoj: 02/04-3.536-78/16
ox 2.03.2016. ronquue nao je carjacHOCT Ha M3BjemTaj o OLjeHu ycjoBa M IOA0OHOCTH
TeMe 3a u3paay HNOKTOpCKe auceprauMje Ha MeauuuHckoM dakynrery y Bamwoj Jlyuu
Kanaunatkume Mp cu. Mpene KysmanoBuh Panman mopn HasuBoM ,,YTHIA] OJIOBa Ha
nucTpubyuMjy MeaujaTtopa OIOHTOreHe3e y aujabeTecoM H3MHUjEHeHOj IyJnu 3yb6a
namona ".

Cazprkaj JOKTOpPCKE AUCEpTAaLUje je U3I0XKEH Y CibeeNuM IorjaBbuMa:
1) ¥YBox (cTp. 1-36),

2) Xwunoresa (ctp. 37),

3) Lluss papa (cTp. 38),

4) Marepujan u metozne (cTp. 39-46),

5) Pe3ynratu uctpakuBama (ctp. 47-73),
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6) Muckycuja (ctp. 74-88),
7) 3akipyyak (cTp. 89-90) u
8) JIutepatypa (cTp. 91-100).

JIOKTOpCKa aucepTalyja je HamucaHa JJaAaTUHUYHUM IMUcMoM, GorToM Times New Roman,
BesmunHa 12. Jlucepranuja je HammcaHa Ha ykynHo 101 crtpanuma, ¢opmara As. Ha
IIOYETKY JUCEepTallyje Haja3u ce 8 cTpaHa KOje HUCY HyMepHcaHe, a OJJHOCE Ce Ha HaCJIOB
aucepranyje, pe3uMe (Ha CpPICKOM M Ha €HIVIECKOM je3UKY), 3aXBaJIHHUILy W Ha CaaprKaj
IOKTOpcke muceptanuje. Jducepranuja caapxu 18 tabene u 28 cimka. Ykynad GoHI
KOpHILITEHE JIuTepaType 4YuHU 112 nutepapHa usBopa.

V npBoj njeaunu (ctp.1-36) ucTakHYT je pasyior 300r KOjer je OBO HMCTPa’KHBa€
npeny3eTo. YKpaTKO je TPeACTaBJbeH IPEeIMET WCTpaXKuBarba W HCTAKHyTa je
W3JIOKEHOCT OJIOBY Yy JKHUBOTHOj CpEeIMHHMY KOjOj Ce [daHac ce cMmarpa TJIaBHOM
3IpaBCTBEHOM TEMOM jep je TO jellaH OJ HajIITeTHUjUX TOKCHHA, yKJbydyjyhu aHemujy,
XUTMEPTEH3U]y, MaTOJIOTH]y KOCTHjy U 3yba moapasyMmjeBajyhu u kapujec TBpAUX 3yOHMX
TKHBa. UBpcTa TKHMBa 3yba ce pas3iuKyjy IO CBOjUM OrpaHMYEHHM CIIOCOOHOCTHMA Ia
ocnobahajy aKyMyJHCaHE eJIeMEHTE Yy CHCTEMCKE TEeYHOCTH, Ma 3aTO MpPeACTaBIbajy
uJeanHe CTPYKTYype 3a NpOoILjjeHy AYyropoyHuX edekara usjiararba TOKCUYHHUM METajuMa.
Takohe, ucTakHyTO je ma uBpcTa 3yOHa TKHBa C€ CACTOj€ OJi HEKOJMKO pasjIMuUTHUX
MHHEpaJla KOju ca KaJLWjyMOM IIpEeICTaB/bajy TIJIaBHH MaKpo-MUHepasl. DHU3HONOLIKH
Ba)>XHU MUHEPAIU KaO M HEKH TOKCHUYHHM METAJIM CE TOKOM BpEMEHa MOTy aKyMyJIMpaTH
y kanuupukoBaHUM TKuBUMa (3yOy wu KocTtuma). YUBpcra TKHBa 3yba 300r
orpanndyeHuxmoryhHoctu  ocnobahama OBHUX  aKyMyJIMCAHHX  €JIeMeHTa. 3aTo
NpeJcTaBbajy MIealHa TKUBA 3a IPOLjeHy NYrOpodHHX edekaTa u3jiaramba OpraHusMa
TOKCUYHUM MeTaJiuMa. JemaH of TakBUX TOKCHYHHX TEIIKUX MeTalla je OJIOBO, Koje ce
Be3yje 3a 3y0, ali U OCTaje y NUHAMUYHOM OajlaHCy ca HOPMaJHUM CacTaBOM 3yOHe
CYIICTaHILIE.

V npyroj ujeannu (cTp.35) NpeacTaB/bEHA je XUIOTe3a CIIPOBEICHOT UCTPaXKUBamba Koja
yKasyje [a ce 0JIOBO MHTEH3MBHO OJyIaXke y riehu u AeHTUHY 3y6a nauosa. OJIoBO yTuye
Ha €KCIpPEecHjy MeaujaTopa oAoHToreHese-pubpHekTHHa, TeHacuuHa u TI'®-B1 y mymnnu.
JujabGerec 3HayajHO MHUjeHa EKCIPECHjy MeaumjaTopa OJOHTOreHese-(pubpHEKTHHA,
TeHacuuHa u TI'®-B1.

[{usbeBu ucTpakuBamwa cy aatv y Tpehoj njeamnn (ctp.38). L{uibeBU UCTpaKkUBama Cy
NpELM3HO MOCTaB/bEHU KaKo OM ce ucCIUTalla KOHLEHTpaldja OJIOBa Yy TBPAUM 3yOHUM
TKMBMMA M YyTULIAj OJIOBA Ha MEUjaTope OJIOHTOreHe3e Y IyJInu 3y6a eKCriepuMeHTaTHUX
JKUBOTHHbA.

Y gerBproj unjesunu (cTp.39-46) mpencTaB/bEHA je OCHOBHA METOJOJIOrHWja
HCTPpaXXHMBawka. Y OBOM [Hjelly JAETaJbHO je OmucaH TMPUKYIUBEHH Yy30paK Kao u
KPUTEPUjyMHU 3a HHUXOB HM300p, KOPUIITEHH MaTepHjall U AeTajbHa METOHOJIOTHja paja
TOKOM HCTpPa’KHUBarba.

Canpxxaj nere njeaune (ctp. 47-73). YV OKBHpY OBOI' [Mjeia AUCEpTaLMje IPUKA3aHU Cy
pesyntatu mno ¢dazama MCTpakuBama. JleTaJbHO Cy MNpHKa3aHW AOOUjEHH pe3yaTaTH
UMyHOXOCTOXeMHjcKe aHanuse u EDS ananuse 3y6a manoBa koju cy noGujanu 0J0BO y
nepuny on 14 u 30 mana.

IIlecra njenuHa y OBOj JOKTOPCKOj auceprauuju (ctp. 74-88) mnpencraBibeHa je
OMCKyCHjoM I0OMjeHMX pesyliTaTa UCTpaXKUBalkba M HUXOBOM KOMIapalnujom ca Beh
nocTojehuM CIMYHUM MCTpaXkMBamHMa y OBOj HaydHOj obGnactu. IlpencTtaBibeHu cy u
00pasyioKeHu JONPHUHOCH OBOI' paja, mocrojehuM casHawuma O yYTHLAjy OJIoBa Ha
OIOHTOTEHE3Y.

Y ceamoj ujenunu (ctp. 89-90) oBe mucepTrauMje, KaHOUAATKHUIbA j€ HA jacaH W
CHUCTeMaTH4aH Ha4YWH NPE/ICTaBujla CUHTE3Y Ca3Hamka U Hay4YHUX YHIbeHULA U3HECEHUX Y
OKBHpPY [JHcepTauuje, NOOUjEHMX Ha OCHOBY pe3yJiTaTa HCTPakKMBarma W TECTHpama
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XHUIIOTE3E.
Ocma njeauna (ctp. 91-100) oBe aucepramyje mpencTaBiba CIIMCAK KOPHIITEHE
JIUTepaType y OKBUPY CIPOBENEHOT HCTPaXKHBaKa, a Y OKBUPY HU3palie OBE IUCEpTalHje.

IV YBOJ U ITPET'JIEZ IUTEPATYPE

IV 1. Pazqor 300r Kojer je HCTpa)kuBame Npeay3eTo, npodjiemM, NpeaMeT, IHbEBH H
XHIIOTe3a HCTPAKHUBAKA

V okBHUpY yBOZa U MpeETJiea JIUTepaType NOKTOPCKE OUCEpTalije jaCHO Cy U JIOTHYKUM
penociujeloM ONUCAaHU OCHOBHU TMOJMOBH O MpoOnemy KOjU Ce UCTpaxyje, MOYEB Of
IojMa  OINIITEr CTame MalyjeHaTta y MOoJpydYjuMa 3araJjeHUM OJIOBOM W HETOBE
nuctpubyuuje y rinehu u qeHTUHY 3y0a IUTO NpecTaBiba npedmem OBOT UCTPaXKUBaKba.
JleTaJbHO Cy ONMCaHE BEJIMKE IpOMjeHe Ha 3yOuMa KOl OpaciiuX, a MoceOHO KOJ Jjere
Koja cy 6uiia U3JI0)KeHa MHTOKCUKALIUjU OJIOBOM. Y jeHOj OO MHOTHX CTyIuja yTBpheHo
je, ymnorpeboM IJJaMEHE aTOMCKE alCOpHIHOHE CIEeKTpOopOTOMETpHje Oa ce OJIOBO
HajBUIIE aKyMyJMpaao y MJMjedyHUM 3yOuMa U TO BHIIE KoJ GOJIeCHE HEro KO 3[paBe
Jjele U 1acy TOKCHYHM TELUKH MEeTalH, KOju Ccy ce nucTtpubyucanu y 3ybe ocraiu y
JIuHaMU4YHOM Oajlancy ca HopMmaiaHoM rpahom 3y6a, Tj. Owim Ccy  3aMHUjCHEHH
KaJlyjyMOM Y XWMAPOKCWJIANATUTHUM KpucTaiuMa. KaHaupmatr ykasyje Ha OMacHOCT
onoBa y 3aralleHMM nojpydYjuMa M HETaJbHO OMNHUCYje Kako moBehaHe KOHUEHTpaluje
OJIOBa MOTY JIjeJIOBaTH Ha HOpMaJiaH pa3Boj Jjelie ¥ Ha PecOpIuMjy Kallkjyma, CejieHa,
Oakpa, JKeJbe3a M MarHesvjymMa U Ha CMameHy aKTHBHOCTU Pa3IMYUTHX hesujcKux
€H3MMa LUTO NPEICTaBJba U paznoz 300T KOjer je UCTpaKuBame npeay3eTto. McTakHyTo je
Jla ce 0JIOBO HajBMIIE HaKyrba y OyOpesuma, jeTtpu, koctuma U 3y6uma. [IpoayKTH Koju
€JMMUHHUILY OJIOBO M3 THjena ykJbydyjy ButamuH C u E, ceneH, jkeJbe30 U aMHMHO
KHCEJIMHE, Ka0 CTO Cy METHMOHMH M LHUCTEeHH. 3araherbe OKOJIMHE TEIIKMM MEeTaJluMa,
JIOBOJIM JI0 TOTA, J1a UX THjeJIo arncopoyje.

OcHOBHM LMJb UCTpakuBama OMO je Oa ce HCIHMTa KOHLEHTpaldja OJIoBa y TBPIUM
3yOHMM TKMBMMa M YTHIIA] OJIOBAa Ha MEAWjaTOpe OJOHTOreHe3e Yy MyJInu
€KCIIePUMEHTAITHUX )KUBOTUHA.

Bawxu yuwesu ucrpaxkupama O6unu cy :

-Jla ce CEM/EJIC aHanu3oM oApeau KOHLEHTpaluja oJioBa y TBPAUM 3yOHHUM TKMBHUMA
ranoBa ca €eKCIIEpMMEHTAJHO H3a3BaHUM nujaberecoM, HakoH 14 pgaHa wM3arama
JKUBOTHH-A OJIOBY.

-la ce CEM/EJIC ananu3oM oJpeau KOHLEHTpal#ja 0J0oBa y TBPAMM 3yOHMM TKMBHMMA
rnamoBa ca €KCIEPUMEHTAJIHO u3a3BaHUM aujaberecoMm, HakoH 30 pmaHa wu3arama
JKUBOTHH-A OJIOBY.

-Jla ce MMYHOXHMCTOXEMHJCKOM aHAJIM30M OfIpe/ie eKCIpecHje MeaujaTopa OIOHTOreHese
¢ubponexktuna, teHacuuHa u TI'®- Pl dakropa y nyanu 3y6a mnamosa ca
EKIEPUMEHTAJIHO U3a3BaHUM I1jabeTecoM HaKOH M3/arama oJjioBy 14 naHa.

-Jla ce HMYHOXUCTOXEMHJCKOM aHAJIM30M OJIpe/ie eKCIpPEecHje MeaujaTopa OJ0OHTOreHe3e
¢ubponexktuna, teHacumHa u TI'®- PB1 dakropa y nyanu 3yb6a mnanoBa ca
EKIEPUMEHTAJIHO M3a3BaHUM AujabeTecoM HaKOH M3narama ojoBy 30 maHa.

-[la ce popmupa ckana ekcnpecuje mMenujatopa GpuGpoHekTHHa, TeHacuuHa u TT®-B1,
KOJI 3[paBUX YKMBOTHH-A KOJ KOjUX ITyJIIa HUje CTUMYJIHCaHA.

Xunome3se OBOT UCTPa)KHBama Cy:

- OJI0BO ce MHTEH3UBHO OAJIa)Ke y riiehu U AeHTuHy 3y6a namosa.
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- ONIoBO yTHYe Ha EKCIIpecHjy MeaujaTopa OJOHTOreHe3e-(pUOpPOHEKTHHA, TeHACUHWHA U
TIr®-p1 y mynmnu.

- Hujaberec 3Ha4ajHO MHjerma EKCIIPEeCHjy MeaujaTtopa OHOHTOreHese-puOpHEeKTHHA,
TeHacuuHa u TT'@©-B1.

IV 2. Ilperjiex NpeTXo0AHHUX HCTPAKHBAHA

Jommo ce no pesyiarara JAa ce y AEHTajdHa TKUBa yrpabyje OJI0OBO y TOKY pa3Boja 3yba,
Kao IITO Cy o4yeHe WU xurnorutasuje riehu, abpasuje W muckosopaiyje Ha 3yOuma y
3araljeHuM mojpydjuMa M To Ou MorM OWUTH INMOKas3aTesbH, a na ce riel) Mujema mox
yTuuajem ojioBa. 3yOU Cy KOpHCHa, AYroTpajHa €BHJICHLHja O AUCTPHOYLHUjH OJIOBa, O
YyeMy rOBOpE€ MHOra €NHIEMHOJIOLIKA WCTpakuBama UCTHYYhH 1ga OJOBO yTHYE Ha
HacTaHaK Kapujeca U Ja Jjella HHTOKCULIMpaHa OJIOBOM, UMajy BeOMa BHCOK HHBO OJIOBa
yrpaheHor y NeHTuH, y 6nusunu mynmne [1,2].

BpojHu uCTpa3zuBayu Cy YCHjeIIHO KyJlTHBUCaIM (GuUOpobiacte W3 IyJIe AESHTUHA U
nokaszanu aa ¢ubpobiractu UMajy crocobHocT TpaHchopManuje y omoHToGacTe, KOju
¢dopmupajy neHTHH Kao OAroBOp Ha MoBpexny. JlogaTHO Cy UCIUTHBAIU U edeKaT 0JioBa
Ha MPOKOJIar€HU THUII U U NIPOU3BO/IbY OCTEOKAJILIMHA, a PEe3yJITATH Cy MOKa3aliy a OJIOBO
npu KoHueHTpauuju 10-5 — 10-7M nosehaBa pasMHOXKaBame IyMHHX henuja KOoa Jbyau
IN VITRO [3-5]. ¥ oBoM nornapjby KaHAUIAT ONKCYj€ MEOUjaTOPE OJOHTOTeHESE :
PenapatuBHa NEHTHHOIrEHE3a je CIOXKEH IIpolec, KOju TpHje CeKpeuuje MAeHTHHa,
ofyxBarta uyuTaB Hu3 gorahaja T1j. henujcky auoOy mporeHuTOpa, XeMoTakcy, henujcky
MUTpalujy, aaxesujy u gudepenuyjanujy y henuje cnuune ogonrobnactuma. Hapounto
BEJIMKE HEJOYMHULE IocToje y AeduHHCcamy UHUIMjaTUBHE (aze y mudepeHuujanuju
HOBUX OJIOHTOONacTa, Koju Tpeba [ga 3aMHjeHe peryJiapHe OJIOHTO0JIacTe, YHHILNTEHE
JIejCTBOM MPUTATUBHUX (PaKTOpa, U 3alo4yHy ca ACHTUHOTEHE30M. Y BE3M ca OBOM
po6ieMaTUKOM, CIIpOBeJieHa cy OpojHa HCTpakuBama T€ C€ WHULUjaTUBHU YTULAj 3a
nudepeHyjy HOBUX OIOHTOOJIacTa, NPUIIMCHUBAO KOLUTAHOM CHjaJIONPOTEUHY, jOHY
KaJIlMjyma, €KCTpallellyJJapHOM MaTpUKcy, (GakTopy pacra, LUTOKMHMMA. Hako cy
peakiHje myJno-AeHTUHCKOT KOMIUIEKCa Ha HOKCe JaBHO o0jallilbeHe, HhUXOBU henujeku
U MOJIEKYJIaDHH MEXAHHM3MH jOILI HUCY Yy MOTIIYHOCTH UCTpakeHH. CHUTHAHH MOJIEKYJIH
OBUX mpoleca cy TKMBHM (aKTOpU pacrta, TeHacUuH, (pubponHextuH u ap. Iloeehana
eKcIpecHja XOpMOHa pacTa je mnpoHaheHa y henujama Iyjne TOKOM TepLMjapHe
JIEHTMHOreHe3e M yTBpheHa je ynora oBor ¢akropa pacta Ha audepeHuujauujy
cnemMpuyaux henMja mynne HEONXOAHUX Yy pemnapaTopHoM oxaroBopy. Cryauje cy
roKasajie Ja TKMBHM (haKTOpU pacTa MOry [a H3a30BYy TPaHCIEHTHUHCKY CTHMYJALWjy
omonrobnacrta IN VIVO u na ytuye Ha BacKyJapHe peaklidje HEONXOIHE Yy PeaKTUBHO]
JIeHTUHOTeHe3H [6,7].

Tenacuun-11 je exrTpahenujcky, NpPOTEeMH MaTpukca, Y CTyadjama, Koje cy Hajuewhe
paheHe Ha malOBMMa U MUIIEBUMAa, BUIJbMBA j& MPUBPEMEHA 3aCTyIJLEHOCT TEHACLIMHA
Ha Myand. Yo4deHa  je CcMameHa BpHUjeHOCT TEeHacUWMHa Yy OJOHTOGIacTUMa.
HctpaxuBame Ha MULIEBMMa Takohe je Mmokas3ajio Ja je TeHacuuHa u3paxkeH y henujama
nynne neHtuHa IN VITRO u na ce meroso nejcTBo 3HaTHO nosehasno nox yruuajem TGF-
B16, HGF, 1 RA y mRNA wu nporenHuMa. JIoka3aHO je Aa TeHacuuH Ko4M (ycropasa)
criajarbe henuja nmomohy ¢pubGpoHeKkTHHA Kako OM Ce CMamMIIO Chajamke y TOKY pa3Boja
3y6a. buosomke GpyHKILMje TEeHACUUH-1] Cy jOLI YBHjeK HEIOBOJEHO pasymibuse[8-10].
@uUOPOHEKTUH j€ EKCTpalelylapHd TIJIMKONMPOTEHH MaTpPUKCa M [OKa3aHo je, Ja Cy
MosieKyM (GUOpOHEKTHHA YIUIETEHHM y pasnuuute henujcke GyHKUMje yKIbydyjyhn
anxesujy, wmwurpaudjy u gudepenumjaimjy [11-15]. Tokom pasBoja  3y6a,
mudepenuyjanmja ogoHTOGIacTa je KOHTpPOJHMCAaHa OJ CTpaHe crnenuMduuHe GazaiHe
MeMOpaHe M HEKa HMCTpakMBama yKasyjy Ha IPUCYCTBO M Be3y (DUOPOHEKTHMHA M OBe
Gasanne meMOpaHe, KOju UMajy BayKHy yJIory y nudepeHuujanmju oqoarobnacta. Cmatpa
ce fa pubpoHekTHH M GazanHa MeMOpaHa MOCpedyjy Yy H3LY)KUBaly W TOJIApU3aLHju
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onoHTOONIAacTa, TpaHCMEMOpaHCKOM HHTepakuujom. OBa caszHama yka3dyjy Ha moryhy
yJiory ¢pubponexTuHa y CeKyHIapHOj WHULMjauuju nudepeHumjanuje
onmonrtobnacrounuux henuja [17-20].
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IV 3. MonpuHOC Te3e y pHjeliaBalky H3y4aBaHOT NMPeAMeTa HCTPAKUBAKA

Ha oBuM mnoapydjuma je jako Maino Opoj eKCHepUMEHTAJIHMX CTyAHuja Koja ce OGase
(yHnamMeHTanTHUM HCTpaXkMBamkbHMa U KOje KOPHCTE CIIMYHY METOHOJIOTH]Y pajaa, u y
YKYIIHO] CBj€TCKOj JIMTEpaTypu IIOCTOjU BeoMa Majaud Opoj pamoBa Koju ce Oase
npobiemoMm henujckux MexaHu3aMa pernapaTMBHE IEHTHHOTEHE3€ W EKCIPECHjoM
MeaujaTopa OJOHTOTE€HE3€ y IYJNH, KOA 0co0a H3JIOKEHHUX TPOBAHEM OJIOBOM U KOJ
ocoba oboseenux on pAojabereca, Beh cy yrmaBHom Ga3supaHa Ha 31paBy
nonynauujy.Ynpaso 36or Tora je y oBoj auceprauuju mp cu. HMpena Kysmanosuh
Panman nana donpurnoc cBOjoM CTyIUjoM Koja ce GaBuUJia UCIIUTUBAaHKEM KOHIIEHTpaluja
0JIOBa y TBpJAMM 3yOHHMM TKMBHMMAa M YTHIajeM OJIOBa Ha MeIUjaTOpe OIOHTOreHe3e y
IyJIA €KCIEPUMMEHTAJIHUX JKUBOTUHA. Mium Oosbe pedeHo, aHanuza pesynTara je
ofyxBaTana crnekToGOoTOMETPHUjCKy aHAJIU3y KOHIICHTpalLMje OJIOBa y Ipecjenuma 3yba,
3aTHM MaTOXMCTOJIOWIKY aHanu3y rpahe riehu u OeHTHHa y yclIOBUMa MHTOKCHKALUje
OJIOBOM Kao M MMYHOXMCTOXEMHjCKY aHaiu3y ociobahama MeamjaTopa OJOHTOTEHE3E
(bubponexktnHa, TeHacuH u TI'® Gera 1) y 3y6a mamoBa ca €KCHEPUMEHTAIHO
uzazpaHuM JIM-oM, y yClIOBHMa HHTOKCHKALIHM]E OJJOBOM.

IV 4. HayyHH ¥ nparMaTH4YHHU JONPHHOC JHCEPTANUje

Crynvje HOBUje cCaBpeMEHE JMTepaType ykasyjy na 3yOu npyxajy KOPHCHY WU
JlyropOYHy €BHMJEHILMjy O YTHLAjy OJIOBa Ha YOBjeKa U Jia je u3jiarame OJIOBY IIOBE3aHO
ca yYTHLajeM Ha OMTEe 3]paBJbe, YKJbydyjyhu aHeMHjy, XUIEpTEH3Hjy, NMaTOJIOTHjy
KocTu U 3y6a nmojapasymjeBajyhu u kapujec TBpAMX 3yOHHX TKHMBa 3aKO Ja CIIPOBEIECHO
HUCTpaKMBawke€ MMa 3HavajaH Hayyxu nonpuHoc. Takohe ce WHTEH3MBaH MeTaboau3am
IyJine, JA0Ka3aHo ycropaBa y HEKMM MeTa0o/IMYKUM 000JbehuMa Kao MITo je aujaberec,
IIOrOTOBO Y yCJIOBUMAa MHTOKCHKAILIHj€ OJIOBOM.

Pesynratu oBe cTyauje najy npaemamuyan IOONPUHOC 3a yHamnpeheme MpoTokona
JUPEKTHOI W WHAMPEKTHOI MpEKpuBama Myjne 3yba Koj mauujeHara ca rnopemehajem
MeTabosr3ma IyJirme.

VYkomnuko ce 3Ha 1a Gpoj oGosbenux on aujaGeTeca y CBHjeTy WMa CTalHy TEHAEHIU]Y
pacrta ( 1aHac nocToju ckopo 250 MuIMOHa Jby U ca AujabeTecoM y CBHUjETY U CMaTpa ce
na he 3a 20 roauna oBaj 6poj nmopactu Ha 380 MunKMoHa) U Ha je 6poj JbY AU U3TOKEHUX
TPOBamEeM OJIOBOM Yy mopacty (OGeH3MHCKEe MyMmIle, LITaMIapuje), jaCHO je 3aITo je
KaHOUIaT Kao LUJbHY rpymy onabpao 6aiml OBy NPHOPUTETHY CKYIHHY MalldjeHaTa.
BaxkHo je ucrahu 1 1a je uMsbHa rpyna KOPUCHHKA NOOH]eHUX pe3yJiTaTta HeMjepJbHBa.
OuekuBaHu pe3yiTaTH CE€ MOTY YIpajWTH y IPOTOKOJE Jujedera 3y6a y JOMOBHMa
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3/paBJba, MOJHUKJIMHUKAMa Kao U y NPOTOKOJIE Y BHCOKOIIKOJCKHM yCTaHOBamMa KoOje y
OKBHpY HacTaBe NpuUMajy MalHUjeHTe U TMpYyXKajy CTOMATOJIOIIKE YyCiayre. AHaliuza
KOHLISHTpall{je OJIoBa Yy TBPAUM 3YOHHUM TKHBUMAa C€ MOXKE KOPUCTUTU U y (HOpeH3UUKe
CBpXE TE pe3yaTaTd CTyAHje MOry OWTH NPUMjEHJBMBH M Yy TOj O0JacTH, T€ OAaTH CBOj
nmparMaTU4YHU JOTIPUHOC.

V MATEPUAJAJI 1 METOJA PAITA

V 1.MarepHjajad U KPUHTEPHjyMH

3a ys3opak cy ozabpanu naunoBu Wistar coja, 300r BeJIMKE CIMYHOCTH y (hU3HOIIOrHjU
mynre 3y6a nanosa ca (GU3UONIOTHjOM ITyJine XymMaHux 3y6a. EkcnepuMeHT je o0yxXBaTao
42 nabopatopujcka maunoBa Wistar coja ogHocHO 682 3yGa. Ctyauja je crnpoBeleHa y
BuBapujymy IIpuponno-maremartuukor dakynrera y Bamanynu (omoOpeHO ofn cTpaHe
ETnuxor xomurera 3aBoAa 3a cToMaToJIorHjy). JKuBoTume cy Ouiie cTape ABa Mjeceua a
TjenecHa TeXXHMHa UM je wu3Hocwia on 150-200 r. TTanoBu cy OpiKaHW Yy TPYIHUM
IUIEKCUrjac Kase3uMa, Ha 12 dyacoBHoM pexuMmy cBjemioctu (07.00-19.00) npwu
Temneparypu Basayxa 22°I1 (£2) wu BnaxkHoct 60% +10%, raoje cy umanu cjioboaaH
NPUCTYNl XpaHU M BOOM TOKOM Tpajarba eKcrnepuMeHTa. [lo4eTKOM eKCIIepuMeHTa
WHIOWBUAYE Cy OJIBOjeHE y oaromapajyhe TecTHe M KOHTposiHe rpyre. OmoryheH um je
nepuoj aganTtauuje y Tpajamby oA 15 maHa, HaKOH 4era je 3ano4yeT TpeTMaH.

V 2. KpaTak yBHJ Y MeTO/] HCTPA>KHUBAHA

ExcriepyMeHTallHE >KUBOTHH-E€ Cy H3BaraHe W 3abU/be)XKeHa je HHXOBa TjeJieCHAa TEeXHHA.
CBakoj >XMBOTHIU je oxpeheH HuBO mehepa y KpBU Ipuje MMOYETKA E€KCIIEPUMEHTA.
I'nukemMuja je MjepeHa amapaToM 3a Mjepeme IIIMKEMHUje U3 KpPBH perHe BeHe. Pacteop
Annoxana-a je mobujen pactBapameM 100mg mnpaxa y 10 ml ¢usmonomkor pactsopa u
IIOTOM aIlUIMKOBaH MHTpAIlepuTOHealHO y n03u 100 mg Ha Kujorpam TjelieCHE TEXKHHE
nanosa. [IpoToKoOJI je moHaB/baH CBE OK U3MjepeHa BPUjEIHOCT INIMKEMUje HHje Tpela
200mg/dcl (kuBoTHMMa y XUNEPrIUKEeMHUjH). AJUIoXaH Jjenyje Ha uuibHe henuje (B henuje
MaHKpeaca) TOKCMYHO M yHHIITaBa ux. MehyTtum, oBa omrehemwa nankpeaca, KOz namopa,
Ccy peBep3uOuiHa 360r HM3y3eTHE pereHepaTuBHe crnoco6HocTH henMja maHkpeaca ma je
HEOINXOJHA KOHTPOJIa BPUjEAHOCTH INIyKO3€e y KpBHU maroBa. [IoCTUrHyTa XUIMEepriuKeMuja
je KOHTpoJiMCaHa PENOBHUM MjepermeM. 3a XUCTOJOLIKY aHaluu3y, IONpPeYHUu Tpecjeny
MoJiapa J00ujeHM y HMBOY 3yOHe IyJile Cy cakyIUbaHH Ha oJroeapajyha mpeamereHa
crakanua ¥ cymeHd Ha 60°C. V mpouecopy 3a ayromarcko Gojewe (Leica ST4040)
TKMBHHU TIpECjely Cy AenapaduHUCaHH, PEXUIPHUPAHH U UCTIUPAHHU Yy NECTUIOBAHO] BOIH.
Hakon Tora cy oG6ojeHH CcTaHOApJJHOM METOJOM XEMaTOKCHJIIMH - eocuH (XE).
JebuHUTUBHM NIpenapaTy Cy aHaJIU3UPAHH CBjETIIOCHUM MHUKPOCKOIIOM.

Ilpomjena y OIHOCY Ha IIJIaH MCTPaXKMBama KOjU je NPEACTaBbEH Yy IpPHjaBU OBeE
NOKTOPCKE AucCepTaluje ce OAHOCHMJIa Ha rnoBehame y30pka manoBa KOju Cy ao6ujanu
onoBo y mpeuony ox 30 maHa, M KOJ KOjUX HHUje OWO HHAYKOBaH aujaberec. CBu
UCNUMUBAHU NAPaMempu npydcajy O080/bHO elleMeHama KOju YHHE OBO WUCTPaKUBAHE
KBaJINTETHUM.

Cmamucmuurxa obpada nodamaxa je 6una anekBatHa. Op mnojaraka NPUKYIJbEHUX
KJIMHUYKHM W J1abopaTopHjcKMMHUCTpakuBameMpopMupana je matoreka y Microsoft
Excel u3 Kora je eKcnopTroBaHa y CTaTUCTHYKH Iporpamcku naket IBM SPSS20 y3 nomoh
KOjer cy rnojaly aHaJIU3UpaHH.
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Opn AeCKpUNTHUBHUX CTAaTUCTUYKUX MeEToJa KopulnheHu cy: (pexBeHiuja, IpOLEHAT,
apuTMETUYKa CpeQuHa, CTaHJapAHa JeBUjaliyja, MeaujaHa, MUHUMYM H Makcumym. O
aHaAJIMTHYIKUX CTATUCTHYKUX MeTona kopuinhenu cy Hi-kBagpat tect, Man Witney TecT u
Spirmanova kopenanuja paHra. Pesynratu cy npukaszaHu tTabenapHo u rpaduyKu.

VIPE3VYIITATHA 1 HAYUYHMU JOIIPHUHOC UCTPAKHUBAIHA

VI 1. Pe3yaraTu ucrpakupama

JlobujeHu pe3ysTaTh OBe NOKTOPCKE AUcCEepTauMje MpukKasaHu cy Ha 21 cTpaHwmu, a
aHaJU3UPaHU Cy KpO3 JUCKYCH]y Ha 16 cTpaHuna. Y npBoj ¢a3u ucTpakhBarma U3BpIIEHa
j€ aHaJM3a XHMCTOJIOLIKMX Mpenapara mnyimne 3y6a namoBa. Ha XHCTOJOIIKOM IpUKasy
npecjeka Iynrne 3apaBor 3yba manoBa yodaBa ce TpaOekyyiapHa rpaha JeHTHHa ca
MajycagHo MOCTaB/EHUM OJOHTOOACTUMA AY>K YHYTpAlllH-€ UBUIIE IMyJITHOT TKUBa, KOjU
yyMHE CHHIMLMjanHu cioj henuja. henujcka cTpykTypa y KOMOPH ITyJIlE je MOTOIJbEHA Y
henujcku MaTpukc. 31paB 3y0 IpeAcTaBjba IO3UTHBHY KOHTPOIY Y CBakoj
€KCIIEpUMEHTAJIHO] I'pynu. Pe3ynTaTn MMYyHOXHCTOXEMHJCKE aHalM3e Cy MOKas3alik Ja je
BUCOKa (poKajHy MO3HUTUBHOCT (PUOPOHEKTHHA KOJ MaloBa KOjH Cy AOOHjaii OJIOBO Yy
BOOU TOKOM 14 nmaHa youeHa y 48% ciydajeBa, ciiaba uiu ymjepeHa ¢okaiHa U BUCOKa
audy3Ha MO3UTUBHOCTOY Mo 24% NoK je oncycTBO O0jerma peructpoBaHo y 4% ciyyajesa.
V rpynu mauoBa Koju cy noOujanyd OJIOBO y BOAM TOKOM 14 nana BucOKa ¢okaiHa
MO3UMTUBHOCT TEHACUMHA-1I je yoyeHa y 72,0% ciydajeBa, cinaba uinu yMjepeHa okaiHa y
8% wu BucOKa nAu(dy3HaA NO3UTHBHOCT y 12%, NOK je oACcycTBO 60jerma perucTtpoBaHo y 8%
ciy4yajeBa. Y Ipyny nauoBa KOju cy OoOHjaii OJIOBO y BOAM TOKOM 30 gaHa BHCOKa
(dokanna NMO3UTUBHOCT je youeHa y 45.5% cnydajeBa, cnaba wiu yMmjepeHa ¢okxanHa y
36.4% wu Bucoka au@dysHa no3utuBHOCT y 33.3% ,H0K je ozcycTBO Gojema HUje
PErucCTPOBAHO HU y j€IHOM ciy4ajy. Y Ipyld nanoBa KOju Cy A00OHjaid OJIOBO y BOAM
TokoM 14 nana Bucoka ¢oxanHa nosutuBHocT TI'®@B-1 je youena y 20,0% ciyyajesa,
cnaba uiu ymjepeHna gokanna y 24,0 % u Bucoka nudysHa nosutuBHoCcT y 36,0 % , 10K je
ozacycTBO 60ojema peructpoBano y 20,0 % ciynajepa IlpucyctBo Mopdosomkux npomjena
6wio je Hajuewhe y rpynu naiosa Koja je nmuijia oJioBo y Boau 3a nuhe 14 nana . V rpynu
nanoBa Koje Cy MuJie 0JIoBO y Boau 3a nuhe 30 naHa npucycTBo MOpP(OIIOWIKUX MIPOMjeHa
HaheHo je y 6 xuBoTHH-a. Hu KO jenHOr maioBa U3 KOHTPOJIHE IpyIlie HUje 3a0UIbe)KeHO
NpUCYCTBO Mop@osiomkux npomjeHa. Takolhe, pesynraru oBe aucepralyje Cy MoKazaiu
pasnuKy y MOjaBH IyJIIUTUCA, THHIMBUTHCA U XMUIIEPIJIa3Hje T’MHIUBE KO MaloBa KOjHu Cy
nobujanu onoBo 14 m 30 mana. YV apyroj ¢asm ucrpaxkupama pahena je CEM EJIC
aHanusa y Tpu cioja 3y6a: y riehu, y riehHo-ZeHTUHCKOj rpaHMLM, y AEHTHHY U Yy
nysand. OBOoM aHaiu30M ofpehuBaHM Cy MaceHM yljesiu eleMeHara y AujenoBuma 3y6a, Te
je yTBpheHO 1a yHOC OJIOBa yTHYE Ha MAacCEHH YJIMO MOjEIUHUX €JIeMEeHaTa.

VI 2. KpUTHYHOCT H KOPEKTHOCT TyMa4Yema pe3yJjirara

Pesynratu uctpaxkusama Cy NpuKa3aHU Ha nperyiefad HauuH. OHU Cy jacHO U 06jEKTHBHO
TyMa4eHH, a KaHIMJAaTKHIba j€ MOoKa3aia O0jeKTUBAaH U KPUTHYKH CTaB y IPOLjEHH OBUX
pe3ynTara, moceOHO y Iujesly KOjHu ce€ OOHOCH Ha KOMIIapalujy ca pe3ysiTaTUMa CIUYHHX
ucTpaxxusama. Jluckycuja pesynrara mnokasyje Ja je KaHAHAAT CrocobaH Aa NpUKYIH,
o0panu, Mpe3eHTyje pe3yaTaTe Ha BPJIO Mperyieflad Ha4kH, Kao U Ja Ha jacaH U
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cBeoOyxBaTaH HauMH pa3MaTpa MNpUKa3zaHe pe3ysiTare U YINOpPEeOud HX C JUTepaTypHUM
nojanuMma.

VI 3. TeopujcKH H NPAaKTHYHH JONPHHOC AHCEPTALHjeé W HOBH HCTPAKHBAYKH
3ajanm

OcHoeHu meopujcku 0onpurHoc oucepmayuje je croeoehu:

VYkonuko ce 3Ha Ja Opoj obospenux on aujabereca y CBHjeTy HMa CTAJIHY TEHICHIH]Y
pacta ( AaHac MocTOju cKopo 250 MHIIMOHA Jby[IU ca IUjabeTecoM y CBHjETY U cMaTpa ce
na he 3a 20 rogunHa oBaj 6poj mopactu Ha 380 MunMoOHA) U Aa je Opoj JbYIH HU3JIOKEHHX
TpOBamke€M OJIOBOM Yy MopacTy (OeH3MHCKEe MyMIle, IITamMIapuje), jacHO je 3alTo je
KaHIMOaT Kao LWJbHY rpyny onaabpao Oamr OBy NPUOPUTETHY CKYNHWHY TallMjeHara.
BaxHo je ucrahu ¥ J1a je LIMJbHA Ipyna KOPUCHUKA J0OHj€HUX pe3yJiTaTa HeMjepJbUBa.
OuyexuBaHU pe3yJITaTU CE MOTYy yrpaguTd y IIPOTOKOJE JUjeuerwa 3yba y IOMOBUMA
3/lpaBJba, MOJUKIMHUKAMA Kao U y MPOTOKOJIE Y BHUCOKOIIKOJICKMM yCTaHOBaMa Koje y
OKBHpY HAcTaBe MPUMajy MalHjeHTe U MpyxKajy CTOMATOJIONIKE YCIIyTe.

OcHnoenu npaxmuunu oonpuroc oucepmayuje je cvedehu: Ouekyje ce na he pesyaraTu
oBe cTyauje OMTH ynotpeG/bUBH 3a yHanpeheme MpOTOKONa JTUPEKTHOT W UHIUPEKTHOT
NpeKpuBama IyJimne 3yba koj namujeHara ca nopemehajem merabonusma mnysne. AHanusza
KOHIIGHTpallKje OJI0Ba y TBPAUM 3yOHHUM TKHUBHMA C€ MOXE KOPHUCTHTH M Y (popeH3HuKe
CBpXE T€ pe3yJITaTH CTyJuje MOTr'y OUTH NPUMjEHJbUBU U Y TOj 00JIaCTH.

OcHoenu npasyu 0awbux UCMPAadICUBArbA:

Pesynratu oBe aucepranuje, 1ajy OArOBOpE Ha MOCTaBJbEHU MPOOJIEM UCTpaKHMBamwba, ajiu
U yKa3yjy Ha HapeJHe IpaBlEe HCTpaXkKuBama y CMHUCIY ojapehHBama MPELU3HOr U
ONTHMAJIHOT IIPOTOKOJIA 32 oJipehuBame 0JIoBa y 3yOuma.

Jaba ucTpaxkuBamka MOTY MCIMTHBATH YTHIA] OJIOBAa Ha HAacTaHaK NpoMjeHa Ha riehwu,
pacT U pa3Boj 3yba, HacTaHak 3yOHOr Kapujeca, NMpOMjeHa Ha MEKHM TKHBHMa YCHE
IOYTLBE.
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VII BAK/BYYAK U TIPAJEJIOT

JokTopcka aucepranuja mp cu. Mpene Kysmanosuh Panman non HasuBoM ,, Vmuyaj
onosa Ha oucmpudyyujy meoujamopa 0OOHmMo2eHe3e y Oujadermecom usmMjerseHoj nyanu
3yba nayosea'’ n3paheHa je y ckiIamy ca oOpas3iIoKemeM KOje je KaHAuIaT HPUIOKHO
IIPUIHKOM IIPHjaBe TEME.

Jokropcka muceprauuja ypaheHa je mpema npaBUnIuMMa W IIPUHOUOHMA HAY9YHO-
HCTPaKUBAYKOT paja U Pe3yJITaT je OPUrHHAIIHOI HAYYHOT paja KaHauaara. Pesynrartu
OOOHjeHU MMYHOXHCTOXEMHJCKOM aHaJIM30M U CKeHupajyhomM ejJIeKTpOHCKOM
MHKPOCKOIIHJOM, jaCHO Cy yKasaJad Oa OJIOBO HMMa BEIHKH yTHIlA] Ha IPOMjeHEe Ha
TBPAUM 3yOHUM TKHBHMa Kao U Ha MeIHjaToOpe OmOHTOreHese myine. Kanaumartkuma
je Ha OCHOBY pe3ynTara IOHYIWJIa Ha4YWH MOpeBasWIakema npodiiemMa U I[IOCTaBUIIA
OKBHp 3a Jajba HCTpakuBama [lopen Tora KaHAHOATKHEA j€ NPEUHU3HO W JIOTHYKH
aHanu3upasa IIPEeIOXKEeHY TeMy HCTpakuBaka ¢ [JOBeja I[OoJaTKe Yy Be3y ca
IIOCTaBJBEHOM XHUIIOTe30M. Takohe, kaHOHMOATKHUE-A je TEMY OBE AHCEpTalHje, KpOo3
jacHO M KOHIIM3HO MHUCAKE€ YYWHUIA UTEPECAaHTHOM H KOPHCHOM H 3a HCTPaKUBadYe U
3a mpakTu4uape. Jlucepranmja IIpencraB/ba OPUTHHAIHH JOINPHHOC CTOMATOJIOLIKO]
HayLu, jep npomupyje nocrojeha 3Hama 0 AejCTBY NOjeaNHHUX MMOCTYIaKa 3a yKJIamamhe
aagxe3uBa Ha MOBpHIIMHY riehu 3yoda.

UnanoBu Kommucuje, Ha OCHOBY yKyIHE OI[jeHE JOKTOPCKE AHCEpTalHje JeIHOTIaCHO
[ajy TIO3UTHBHY OILjeHy O 3aBpIIE€HO] MOOKTOPCKOj IJUCEepTalWjd MO Ha3HuBOM:
., Ymuyaj onoea wHa oOucmpuoyyujy meoujamopd 00O0Hmoz2eHesze Yy oujabemecom
usmjeroernoj nyanuzyoa nayoea'’ mp cy. Hpene Kysmanoeuh PaoOman W TIpeanaxy
gnaHoBuMma HacraBHo-HayuHor Bujeha MenuuumHckOor @daxynrera YHHUBEp3UTETA Y
Bawoj JIynunm n Cenary YHuBepsurera y bawmoj Jlynu na npuxsate oBaj M3jemrraj u
omMmoryhe KkaHAMOATY Oa CBOjY AOKTOPCKY AMCEPTALM]y jaBHO OpaHHU.

HOoOTIMUC YWIAHOBA KOMHMCHUJE

Hatrym: 21.3.2017. ronuHe
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Jou. np Cama I'aTo, wiaxn
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1ZJAVA O AUTORSTVU

Izjavljujem
da je doktorska disertacija

Naslov rada: Uticaj olova na distribuciju medijatora odontogeneze u dijabetesom izmjenjenoj

pulpi zuba

Naslov rada na engleskom jeziku: The impact of lead on the distribution of mediators of

odontogenesis in the teeth pulp amended by diabetes

O rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

[0 da doktorska disertacija, u cjelini ili u dijelovima, nije bila predloZena za dobijanje bilo
koje diplome prema studijskim programima drugih visoko$kolskih ustanova,

da su rezultati korektno navedeni i

[ da nisam krsila autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

O

U Banjoj Luei, 5.5.2017. Potpis doktoranta

G
I, | fudieenonil | Yo/ ot




Izjava 2

Izjava kojom se ovlaSéuje Univerzitet u Banjoj Luci da
doktorsku disertaciju ucini javno dostupnom

Ovla$éujem Univerzitet u Banjoj Luci da moju doktorsku disertaciju pod naslovom

Uticaj olova na distribuciju medijatora odontogeneze u dijabetesom izmjenjenoj pulpi zuba

koja je moje autorsko djelo. u¢ini javno dostupnom.

Doktorsku disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u digitalni repozitorijum Univerziteta u Banjoj Luci
mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice
(Creative Commons) za koju sam se odluéila.

1. Autorstvo

2. Autorstvo — nekomercijalno

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — dijeliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — dijeliti pod istim uslovima.

U Banjoj Luci, 5.5.2017. Potpis jd?;toranta
Ot T neonnalc : @M/”{M/f/
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Izjava o identi¢nosti Stampane i elektronske verzije doktorske disertacije

Ime i prezime autora Irena Kuzmanovié¢ Radman

Naslov rada Uticaj olova na distribuciju medijatora odontogeneze u dijabetesom

izmjenjenoj pulpi zuba

Mentor Prof. dr Slavoljub Zivkovié

Izjavljujem da je Stampana verzija moje doktorske disertacije identiéna elektronskoj verziji koju
sam predao/la za digitalni repozitorijum Univerziteta u Banjoj Luci.

U Banjoj Luci, 5.5.2017. . Potpis doktoranta .
o, oo o
Ntey, (Aot Kaoiweott







