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cytokin w plynie szczeliny dzigstowej i hodowlach keratynocytéw

1. WSTEP

Korona protetyczna jest to uzupetnienie state, odbudowujace cato$¢ lub czes¢
korony z¢ba, umocowane na zg¢bie naturalnym lub wszczepie dentystycznym umozliwiajace
sprawne funkcjonowanie uktadu stomatognatycznego przez przywrocenie prawidtowej
morfologii i funkcji twardych tkanek w zakresie pojedynczych zebow. Uzupetnienia te moga
by¢ jednolite, wykonane z jednego rodzaju materiatu, np. korona pelnoceramiczna
wykonana z porcelany lub metalowa wykonana wytacznie ze stopu metali oraz ztozone
metalowo-ceramiczne wykonane z obu tych materiatow (Majewski, 2005; Golebiewska,
2003).

Na prawidlowe funkcjonowanie tkanek przyzebia zebdéw pokrytych koronami
protetycznymi istotny wptyw ma rodzaj zastosowanego materiatu, ksztalt konstrukcji protez
oraz ich techniczne wykonanie. Waznym czynnikiem wplywajacym na stan zdrowia
przyzgbia zebow filarowych jest rowniez sposob preparacji zebow. Uzyskanie odpowiedniej
przestrzeni dla przysztej korony oraz jednoznacznej granicy oszlifowania zgba w okolicy
przydzigstowej zapewnienia wiasciwy ksztatt korony, jej szczelno$¢ brzezng oraz gladkie
przejécie $cian korony w powierzchni¢ obwodowa zeba co w efekcie eliminuje czynniki
draznigce przyzgbie wokot koron protetycznych. Materialy stosowane do wykonywania
uzupelnien protetycznych, pozostajace w kontakcie z tkankami przyzebia przez wiele lat, nie
moga wywiera¢ ani miejscowo, ani ogolnie szkodliwego wptywu na organizm oraz musza
by¢ odporne na dziatanie fizycznych i chemicznych czynnikow srodowiska jamy ustne;j.
Cecha materiatéw powinna by¢ wigc catkowita biozgodnos¢. W srodowisku jamy ustnej nie
moga ulega¢ korozji, rozpuszczaniu, nie wywotywaé zaburzen smaku, reakcji chemicznych
lub alergicznych 1 nie powodowac podraznien btony sluzowej (Dejak 1 wsp., 2006).

Ceramika dentystyczna jest obojetna dla srodowiska jamy ustnej, odporna na
dziatanie plynow ustrojowych, cechuje si¢ niskim przewodnictwem ciepta 1 duza
wytrzymalo$cia mechaniczng. Ma bardzo dobre wlasciwosci estetyczne, nie podlega
zmatowieniu, nie zmienia barwy 1 jest odporna na odktadanie si¢ ptytki nazebnej. Uwazana
jest za najbardziej biokompatybilny material stosowany do wykonywania uzupetnien
protetycznych. Badania i opracowania technologiczne ostatniego okresu nad materialami
cereamicznymi zmierzajag w kierunku stopniowego eliminowania stopéw metali jako
materiatu dla konstrukcji réznego rodzaju protez zebowych, a w szczegdlnosci do
zastgpienia go w wykonawstwie koron 1 mostow protetycznych (Craig i wsp., 2000;

Geurtsen, 2002). Stopy dentystyczne stosowane sg nadal powszechnie we wspotczesnej
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praktyce. Do wykonywania uzupekien statych wykorzystywane sa stopy szlachetne na
bazie zlota 1 stopy nieszlachetne zawierajace w swoim skladzie wylgcznie metale
nieszlachetne lub tez dodatkowo, w niewielkich ilosciach, ztoto (do 20%). Wiadomym jest,
ze wszystkie stopy dentystyczne uwalniajg jony metali do srodowiska jamy ustnej i majg
potencjat do reagowania z tkankami jamy ustnej. [lo$¢ 1 rodzaj metalu uwolnionego do jamy
ustnej jest rozna 1 niezalezna od sktadu stopu. Do interakcji stopu dentystycznego z
tkankami jamy ustnej dochodzi poprzez rézne mechanizmy tj. toksyczno$¢ stopu, reakcje
alergiczne, interakcje z mikroorganizmami. Podczas gdy wplyw bakterii mozemy
eliminowa¢ przez staranng higien¢ jamy ustnej to pozostale mechanizmy sg poza
mozliwo$cig naszej ingerencji 1 prowadza do miejscowej, a czasem roéwniez i
ogolnoustrojowej reakcji na obecnos$¢ metalu. Z punktu widzenia praktyki lekarskiej wazne
jest spostrzezenie, ze procesy powyzsze, mimo iz zawsze szkodliwe dla organizmu, nie w
kazdym przypadku manifestuja si¢ zauwazalnymi objawami klinicznymi (Majewski, 2005).
Oddziatywanie stopow dentystycznych na srodowisko jamy ustnej moze niekiedy
prowadzi¢ do niepozadanych zmian z udzialem bakterii, nabtonka dzigsta i komorek uktadu
odpornosciowego w przyzebiu zebow pokrytych koronami. Wiadomo, ze w stanach
fizjologicznych komorki nabtonka jamy ustnej wykazuja znaczng aktywnos$¢ sekrecyjna,
manifestujaca si¢ m.in. produkcja cytokin. Niewiele jest danych na temat mechanizmow
prowadzacych do rozwoju gingivitis czy periodontitis spowodowanych przez dentystyczne
stopy metali. W procesach tych biorg udziat glownie cytokiny zapalne oraz komorki uktadu
odpornosciowego. Cytokiny uczestnicza w wielu procesach zwigzanych z réznicowaniem
si¢ 1 aktywacja komoérek immunokompetentnych. Migracja komorek zapalnych do miejsc
zapalenia jest jednym z kluczowych momentéw w inicjacji 1 przebiegu reakcji zapalnych 1
moze prowadzi¢ do niszczenia komorek. Gtéwng rol¢ w tym zlozonym procesie odgrywaja
chemokiny, ktérych obecnie zidentyfikowano juz ich ponad 50 (Gotab 1 wsp., 2013).
Podstawowa aktywno$¢ biologiczna chemokin koncentruje si¢ na aktywacji 1 migracji
monocytow 1 granulocytow obojetnochtonnych. Wydzielanie chemokin wzrasta w stanach
zapalnych 1 w duzym stopniu jest indukowane przez prozapalne cytokiny m.in. przez TNF-a

(Reddy i wsp., 2011).

1.1. 0Ogdlna charakterystyka stopow dentystycznych stosowanych w
wykonawstwie koron

Stopem dentystycznym nazywamy potaczenie dwu lub wigkszej liczby
pierwiastkdbw chemicznych, ktore wykazuja gtowne wlasciwosci stanu metalicznego.
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Niekiedy konieczne staje si¢ dodanie metaloidu lub niemetalu np. wegla, ktéry doprowadza
do powstania stopu o okreslonych wtasciwosciach. Metaloid, nazywany inaczej pdéimetalem
ma wlasciwosci posrednie migdzy metalami a niemetalami np. arsen lub antymon.
Podstawowymi stopami wykorzystywanymi w protetyce stomatologicznej moga by¢ stopy
roznych metali, zar6wno stopy metali szlachetnych jak i stopy metali nieszlachetnych. Do
metali szlachetnych zaliczamy zloto, platyng, pallad, iryd, ruten. Metalami podstawowymi sg
srebro, cynk, ind, itp. Mimo, iz w metalurgii srebro jest materiatem szlachetnym, to ze
wzgledu na wysokg reaktywnos¢ w jamie ustnej oraz $niadzenie nie zostalo ono
zakwalifikowane przez ADA (Amerykanskie Stowarzyszenie Dentystyczne) do materiatow
podstawowych (Craig 1 wsp. 2000). Wszystkie metale i stopy maja w stanie statym budowe
krystaliczng. Poszczegdlne atomy, z ktorych zbudowany jest krysztal, uktadaja si¢ w $cisle
okreslonym porzadku, tworzac tzw. siatke przestrzenng. Uksztaltowanie tej siatki moze mie¢
uktad heksagonalny, tetragonalny, romboidalny itp. Najwigcej metali krystalizuje w uktadzie
regularnym, ktory moze mie¢ siate przestrzenng wyznaczong przez 14 atomoéw
zlokalizowanych w naroznikach i ptaszczyznach $cian krysztalu (Combe i wsp., 1997).
Ze wzgledu na mozliwo$¢ rozpuszczenia poszczegdlnych sktadnikow w stopie mozemy
rozroznic:

» stopy homogenne, kiedy dodany metal calkowicie rozpuszcza si¢ w metalu

podstawowym tworzac jednorodng strukturg
» stopy nichomogenne, dodany metal tworzy odrgbne krysztat
» Stopy graniczne, gdy dodane metale tacza si¢ w S$cisle okreslonych ilosciach, a
pozostale sktadniki tworza eutektyke.

W protetyce stomatologicznej jako materialy podstawowe stosowane sg jedynie
stopy jednorodne odporne na korozje w jamie ustnej. Wszystkie metale 1 ich stopy
wzmacniaja si¢ wskutek obrobki mechanicznej, polegajacej na walcowaniu, kuciu itp. W
trakcie takiej obrobki nasilajg si¢ wlasciwosci tj. twardo$¢ 1 wytrzymalo$¢ na rozerwanie,
zmniejsza si¢ natomiast plastycznos¢, przez co z trudem poddaje sie dalszej obrobce
mechanicznej, a przy uzyciu wigkszych sil rozrywa si¢ 1 pgka. Przy tejze obrdbce
mechanicznej krysztaty ulegaja deformacji, wydluzaja si¢ 1 przyjmuja ksztatt
wrzecionowaty. Zdeformowanym krysztalom mozna przywrdci¢ poprzednig budowe, a
materiatlowi jego poprzednig migkkos$¢ i1 plastyczno$¢ w procesie zwanym rekrystalizacja, a
polegajacym na wyzarzeniu stopu (Golebiewska, 2003).

Ze wszystkich stosowanych podzialow stopow dentystycznych w stomatologii najbardziej

rozpowszechnionym jest podziat wg ADA:
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» stopy wysokoszlachetne - sktadajg si¢ co najmniej w 60% z metali szlachetnych,
z czego 40% stanowi ztoto
» stopy szlachetne-minimalna zawarto$¢ stopéw szlachetnych wynosi 25%, jednak nie
jest podana ilo$¢ ztota jaka musi by¢ obecna w tym stopie
» stopy zawierajace w swym skladzie stopy nieszlachetne-zawierajg mniej niz 25%
metali szlachetnych, obecno$¢ ztota w stopie nie jest wymagana (ASSOCIATION
ASDAN, 2005).
Podzial oraz nazwa stopow zaleza od sktadnika z najwigkszym procentowym udzialem w
masie stopu. Zawarto$¢ procentowa sktadnikow metali jest uwarunkowana wymaganymi
wlasciwosciami chemicznymi 1 fizycznymi przy jednoczesnej mozliwosci uzyskania
materialu homogennego i1 biokombatybilnego (Kordasz i Wolanek 1998; Rosenstiel i wsp.,
2002). Stosowane obecnie w Polsce stopy speiniaja warunki okre$lone w normach i
certyfikatach swiatowych. Podstawowym celem w leczeniu protetycznym jest zastosowanie
takiego rozwigzania uzupetnien protetycznych, ktore zapewni atraumatyczny kontakt
protezy z tkankami przyzebia oraz wykonanie ich z materialdow biokompatybilnych

(Spiechowicz i wsp., 2010).

1.2. Witasciwosci metali wchodzqcych w sktad stopow dentystycznych
stosowanych w wykonawstwie koron protetycznych

Czyste metale w zasadzie nie sg stosowane jako materialy podstawowe w
protetyce klinicznej, gtownie ze wzgledu na niskie wlasciwosci wytrzymato$ciowe.
Uzywane sg natomiast w formie stopéw metali. Wyjatkiem od tej reguty jest zastosowanie
czystego ztota do wykonywania podbudowy dla koron protetycznych licowanych porcelang
w technologii ,,galwanoformingu”.

Ze wzgledu na to, ze przedmiotem badan in vitro mojej pracy doktorskiej byt
wptyw wybranych jonéw metali wchodzacych w sktad stopow uzytych do wykonania koron
protetycznych wykonywanych w grupie badanych pacjentéw przedstawiam krotkg
charakterystyke jedynie tych metali.

1. Ziloto (Au) jest metalem szlachetnym o zoéttej barwie, po dokladnym wypolerowaniu
powierzchni posiada intensywny potysk. Materiat jest bardzo migkki, kowalny, ciggliwy.
Posiada wysoka gesto$¢, ustepujaca jedynie metalom z grupy platynowcow. Jest
biokompatybilne w stosunku do otaczajacych tkanek, posiada wtasciwosci bakteriostatyczne

1 nie jest alergenem. Nie poddaje si¢ dziataniu kwasow oraz zasad, jest bardzo dobrym
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przewodnikiem elektrycznosci oraz ciepta. Wytrzymatos¢ jak réwniez twardos¢ zlota
zmieni¢ mozna poprzez dodanie innych metali np. srebra, platyny, miedzi i palladu. W
technice dentystycznej ztoto w czystej postaci nie ma wickszego zastosowania, uzywa si¢ go
do lutowania platyny lub w postaci folii, jako formy do wypalania niskotopliwej porcelany i
do wykonywania ztotych konstrukcji w technice ,,galwanoformingu”. Praktycznie ztoto
uzywane jest gtbwnie w formie stopow z innymi metalami.

2.Chrom (Cr) metal nieszlachetny, barwy szaroniebieskiej, twardy oraz trudnotopliwy.
Cechuje go wysoka odporno$¢ na oddzialywanie srodowiska jamy ustnej. W formie czystej
stuzy do elektrolitycznego powlekania powierzchni innych metali, zwigkszajagc w ten sposob
ich odporno$¢ na korozje. Jako sktadnik stopéw nadaje im twardo$¢ oraz zwigksza ich
odpornos¢ chemiczng. Jest glownym skladnikiem stopow chromo-kobaltowych oraz
chromo-niklowych, wykorzystywanych do produkcji statych protez, w tym koron i mostéw
protetycznych. Kontakt z materiatami zawierajagcymi chrom moze prowadzi¢ do wystapienia
reakcji uczuleniowych, ma zdolnos$¢ penetracji bton komoérkowych i przedostawania si¢ do
wnetrza komorki,

3.Kobalt (Co) metal nieszlachetny, barwy srebrzystobiatej twardy, ciggliwy, odporny na
oddziatywanie na jego powierzchni¢ czynnikow chemicznych. Kobalt jest sktadnikiem
stopow chromo-kobaltowych, ktérym nadaje odpowiednig twardo$¢, wytrzymato$¢ i
ptynno$¢ odlewnicza. Kobalt nalezy do glownych alergenéw kontaktowych. Metal ten
rzadko uczula sam, gléwnie wraz z chromem albo niklem

4.Nikiel (Ni) metal nieszlachetny barwy srebrzystobialej, twardy, ciagliwy, dajacy si¢
dobrze polerowac. W protetyce nikiel obecny jest w skladzie dentystycznego stopu chromo-
niklowego oraz w potaczeniu ze stopem ztota. Badania laboratoryjne dowodza, ze w wyniku
dhuzszego uzytkowania statego uzupelnienia protetycznego na bazie niklu dochodzi do
niekorzystnych zjawisk dla organizmu pacjenta. Nikiel jest najwazniejszym alergenem
kontaktowym. Uczulenie na ten metal stwierdza si¢ u 17% dorostych, przy czym u kobiet
uczulenia wystepuja cztery razy czesciej. Chrom, kobalt 1 nikiel stanowig 85-92%
wagowych wiekszosci stopéw nieszlachetnych uzywanych w wykonawstwie uzupetien
protetycznych (Krawczyk, 2006; Dejak 1 wsp., 2006).

Pomimo wysokiej odpornosci stopow na korozjg, w warunkach srodowiska jamy
ustnej moze doj$¢ do wytracenia jonéw niklu, ktore w sposob draznigcy moga oddziatywac
na blong $luzowa kieszonki dzigstowej i powodowac stany zapalne przyzebia. Relatywnie
wysoki odsetek pacjentow jest uczulonych na nikiel, dlatego obecno$¢ w jamie ustnej

statych uzupehien protetycznych, takich jak korony czy mosty, wtasnie na bazie niklu, moze
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powodowa¢ powstawanie odczynoéw alergicznych uniemozliwiajacych dalsze uzytkowanie
protez (Eliades 1 Athanasiou, 2002). Zgodnie z dyrektywa Unii Europejskiej z
powszechnego uzycia wycofane majg zosta¢ materialty zawierajace w swym sktadzie nikiel.
Dotychczas znaczna czg$¢ stopow dentystycznych przeznaczonych do napalania ceramiki
wytwarzana byta na osnowie niklu. Obecnie na rynku dost¢pne sg nowoczesne biostopy na
osnowie kobaltu, zapewniajagce bezpieczenstwo stosowania dla pacjenta (Wilcoxon i

Abrams, 2006; Rao i Biswas, 2009).

1.3. Przeglqd stopéw metali stosowanych w wykonawstwie protez
stalych

1) Stopy chromo-niklowe sktadajg si¢ z niklu (60-82%), chromu (11-20%),
molibdenu (2-9%) oraz berylu (0-2%). Stopy te sa stosowane do wykonywania koron oraz
mostow protetycznych licowanych ceramika. Stopy Cr-Ni powinny zawiera¢ przynajmniej
20% chromu, aby stop ten byt odporny na korozje i tym samym byl obojetny biologicznie.
Chrom zwicksza odpornos¢ stopéw na dziatanie niekorzystnych warunkéw panujacych w
jamie ustnej. Powoduje zwigkszenie twardosci a wraz z molibdenem zwigksza odporno$¢
chemiczng. Dzieki obecno$ci chromu w stopie dochodzi do tworzenia tlenkow
powodujacych zwigkszenie sit¢ potaczenia porcelany ze stopem.  Nikiel zwicksza
sprezystos$¢, wytrzymatos¢ 1 twardos$¢ stopow. Niestety moze on powodowac alergi¢ u czesci
pacjentow doprowadzajac do niekorzystnych zjawisk dla organizmu zwigzanych z
uwalnianiem jondéw do tkanek otaczajacych i wywolujacych elektrometalowy. Dodatek
berylu zwigksza sil¢ wigzania porcelany. Wytrzymato$¢ na zlamania, twardo$¢ oraz
wspolczynnik sprezystosci mogg ulec zmianie przez zmiang¢ procentowe] zawartosci
poszczegdlnych metali. Temperatura topnienia stopu wynosi 1350 °C, twardo$¢ wg skali
Brinella wynosi 160 kG/mm?, wytrzymato$é na rozerwanie 60-190 kG /mm?, a ciggliwos¢
40-60%. Dzigki specjalnym, odpowiednio dobranym narz¢dziom mozna jednak dobrze je
obrabia¢. Twardos$¢ tych stopow nie przekracza 200 HV (stopien twardosci stali wg skali
Vickersa dla Obcigzenia 10 Kgf).

2) Ze wzgledu na fakt, ze wielu ludzi jest uczulonych na nikiel, przed zastoso-
waniem takiego stopu nalezy sprawdzi¢, czy pacjent nie jest uczulony na ten metal.

3) Stopy chromo-kobaltowe sktadaja si¢ z kobaltu (55-64%), chrom (25-34%),
molibden (2-9%). Stosuje si¢ je do wykonania podbudowy pod stale uzupetnienia
protetyczne oraz elementow metalowych protez szkieletowych. Pozwala na to ich duza
wytrzymalo$¢, twardo$¢ i w szczegdlnosci sprezystos¢. Noszg nazwe stellitow. Nazwa
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pochodzi od tacinskiego stowa ,,stelle”, co oznacza gwiazda. W mikrostrukturze tego stopu
zauwazono bowiem charakterystyczne gwiazdy o ostro zarysowanych ksztattach. Kobalt
odpowiada za zwickszenie twardo$ci, wytrzymatosci oraz plynnosci stopu. Zwicksza
réwniez odporno$¢ na dziatanie czynnikdw chemicznych w jamie ustnej. Wysoka zawarto$¢
kobaltu w stopie utrudnia przeprowadzenie wyzarzania zmigkczajacego. Temperatura
topnienia tego stopu wynosi 1250-1500 °C. Mozna je odlewaé w zakresie temperatur 1300-
1600 °C. Twardo$¢ wynosi 300-365 kG/mm?, wytrzymalo$¢ na rozerwanie 78-120 kG/mm?,
ciggliwo$¢ 5-12%. Sita wigzania z porcelang jest nizsza niz w przypadku stopoéw
zawierajacych nikiel oraz beryl. Stopy chromo-kobaltowe odznaczajg si¢ odpornoscig na
dzialanie wysokich temperatur.

4) Stopy ztota. Do prac protetycznych stosuje si¢ stopy ztota o zawartosci 18-22
karatow okreslajacych wagowa zawarto$¢ czystego zlota w stopie. Zastosowanie stopow
ztota o mniejszej zawarto$ci ztota doprowadza do powstania stopu o wlasciwosciach stopow
metali nieszlachetnych. Metalami, ktore moga by¢ dodawane do stopow ztota sg zaréwno
metale szlachetne tj. platyna, pallad iryd lub nieszlachetne tj. srebro miedz czy nikiel. Ztoto
zwigksza kowalno$¢, ciagliwos¢ oraz odporno$¢ na dziatanie czynnikéw chemicznych.
Wytrzymatos$¢, twardo$¢ oraz temperature topnienia mogg zmieni¢ takie pierwiastki jak
platyna, pallad, srebro. Ponadto dodatek palladu w ilo$ci 12% zmienia zabarwienie stopu na
biate okreslane mianem biatego ztota. Ind, cyna czy zelazo tworzg tlenki odpowiedzialne za
polaczenie metalu z ceramika. Stosowane sg takze stopy ztota ze znaczna, bo 15%
zawarto$cig niklu, ktory podnosi sprezystos¢ 1 twardo$¢ stopu- rozjasniajac jego barwe. Jest
to tzw. zlota stal, ktora moze mie¢ zastosowanie do sporzadzania tukéw klamer lub
szkieletow protez (Krawczyk, 2006; Begerow, 1999).

Wieloletnie doswiadczenie rdéznych zespotow badawczych, w tym pracownikow
Katedry Protetyki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, wskazuja iz poza rodzajem
materiatu duze znaczenie dla ewentualnej indukcji stanu zapalnego ma proces laboratoryjny
wykonania korony oraz dopasowanie i zacementowanie korony (Sramkiewicz, 1998;
Tejchman, 1968). Doswiadczenie to wskazuje, iz podczas pracy z jakimkolwiek stopem
nalezy bezwzglednie przestrzega¢ zasad opracowanych przez producenta stopu, dotyczacych
opracowania mechanicznego powierzchni stopu przeznaczonego do licowania ceramika,
piaskowania 1 oksydacji (pokrywanie tlenkami na skutek dziatania temperatury) oraz
polerowania odstoni¢tych powierzchni stopu. Tylko Sciste przestrzeganie procedur zapewnia
prawidlowe potaczenie metalu i ceramiki dentystycznej (Bauer i wsp. 2012; Ucar 1 wsp.

2011).
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1.4 Mechanizmy obronne jamy ustnej

1.4.1 Nieswoiste mechanizmy obronne

Do nieswoistych mechanizmdéw obronnych naleza:
» ciaglos¢ blony Sluzowej i1 szkliwa, ktore stanowig fizyczng barier¢ i chronig przed
penetracja drobnoustrojow lub ich antygenow
» zhuszczanie komoérek nabtonkowych a wraz z nimi przylegajacych bakterii
» ruchy jezyka i policzkdow oczyszczajace powierzchnie zgbow
» obecno$¢ fizjologicznej mikroflory zapobiegajacej kolonizacji jamy ustnej przez
patogenne gatunki
» dziatanie $liny
Podwdjna funkcja obronna $liny polega na:
» stalym przeptywie, przez co utrudniona jest kolonizacja przez drobnoustroje
» dziataniu wielu substancji bakteriobdjczych.
W trakcie potykania §liny bakterie moga by¢ wychwycone przez mucyny (glikoproteiny
sliny o silnych wilasciwosciach adhezyjnych) i1 zagregowane w wigksze kompleksy,
tatwiejsze sg do potknigcia.

Do substancji przeciwbakteryjnych zawartych w $linie naleza: lizozym,
laktoferryna, apolaktoferryna, uktad sialoperoksydazowy, histatyny, stateryna, bakteriocyny.
Dziatanie jednego z najwazniejszych enzymow, jakim jest lizozym polega na rozszczepianiu
peptydoglikanu w $cianie komorkowej bakterii, przez co wzmaga dziatanie lityczne
kwasnego odczynu $liny.

Waznym elementem obrony przeciwbakteryjnej jest obecno$¢ komorek
fagocytujacych, przede wszystkim granulocytow wielojadrzastych 1 makrofagow.

Badania laboratoryjne wykazuja, ze skladniki $liny wptywaja na adhezje
drobnoustrojéw do powierzchni z¢gbow. Bialka bogate w proling powoduja lepsze
przyleganie do hydroksypapatytu szkliwa bakterii Streptococcus mutans, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella loescheii czy P. melaninogenica, a stateryna umozliwia adhezje

Actinomyces viscosus (Feferskov 1 Kidd, 2006, Sawicki, 2009).

1.4.2 Swoiste mechanizmy obronne
Glowng role odgrywaja tu przeciwciala, dominujaca immunoglobuling
wystepujaca w Slinie jest IgA. Jej funkcja polega na zlepianiu bakterii wystepujacych w
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jamie ustnej oraz hamowaniu przylegania drobnoustrojow do komoérek nabtonka 1 szkliwa.
W warunkach fizjologicznych praktycznie niemozliwy jest stan absolutnego braku plytki
bakteryjnej. Najczesciej jednak mechanizmy obronne gospodarza radzg sobie doskonale z
niewielka iloscig tej ptytki, sktadajacej si¢ gtownie z beztlenowcoéw wzglednych, przewaznie
Gram-dodatnich. Wiadomo, ze ptytka tworzy si¢ gtownie dzieki bakteryjnemu enzymowi —
glukozylo-transferazie uwalnianemu ze Streptococcus mutans, a majgcemu zdolnosci
adhezyjne. Flora bakteryjna S$liny zdolna jest rowniez do wytwarzania hydrolaz
glikozydowych, ktore rozktadaja glikoproteiny $liny. Uwolnione cukry, zwickszaja lepkos¢
sliny, utatwiajg precypitacje bakterii. Ilos¢ 1 sktad ptytki bakteryjnej zaleza od rodzaju diety,
lokalizacji w jamie ustnej, osobniczego sktadu bakteryjnego $liny, warstwy odtozonej ptytki,
dziatania oczyszczajacego jezyka, policzkéw oraz zabiegow higienicznych. W ciagu
pierwszych dwu dni przewazaja w ptytce bakterie Gram-dodatnie, ale w miar¢ rozwoju

zapalenia pojawia si¢ coraz wigcej form Gram-ujemnych (Samaranayake, 2004).

1.4.3 Mikroflora jamy ustnej

Jak oszacowano, w ludzkim organizmie zawartych jest w przyblizeniu 10
komorek, z czego tylko 10% z nich stanowia komorki organizmu ludzkiego, bowiem reszta
(90%) to komorki drobnoustrojow. Te mikroorganizmy stanowia stala, rezydentna
mikroflore. Zasiedlanie organizmu cztowieka przez mikroorganizmy rozpoczyna si¢ w
momencie jego narodzin lub tuz po narodzinach, a mikroflora zréznicowana 1 w miar¢
stabilna wtedy pozostaje w rownowadze z makroorganizmem (homeostaza). W jamie ustnej
moze wystgpowa¢ od 300 do 500 gatunkéw Ilub rodzajow bakterii. Podstawowym
czynnikiem kolonizacji tkanek twardych 1 migkkich jamy ustnej przez drobnoustroje 1
tworzeniem plytki nazgbnej sa zjawiska adhezji, uwarunkowane obecnoscig na powierzchni
bakterii specyficznych struktur — tzw. adhezyn, reagujacych z komplementarnymi
receptorami powierzchni tkanek gospodarza. U wielu bakterii Gram-ujemnych role adhezyn
petnig fimbrie. Gatunki nie posiadajagce zdolnosci adhezji do tkanek wigzg sie z
powierzchnig innych bakterii (zjawisko koagregacji). Zewnatrzkomorkowe struktury
bakteryjne zwane pgcherzykami blonowymi, moga spetnia¢ role¢ mediatoréw koagregacji.
Wazng role w kolonizacji bakteryjnej pelnig lepkie zewnatrzkomodrkowe lepkie
polisacharydy, a takze oddzialywania elektrostatyczne pomiedzy rdznoimiennie
natadowanymi czgsteczkami tkanek 1 drobnoustrojéw (Hultin 1 wsp. 2002).

Sktad mikroflory fizjologicznej jest zroéznicowany, zalezny od miejsca jamy
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ustnej. Szczelina dzigstowa wykazuje rowniez w tym zakresie swoja specyfike. Stezenie
tlenu jest tutaj mniejsze 1 miejsce to jest wypetlnione pltynem dzigstowym zawierajagcym
czynniki obronne humoralne i komoérkowe, biatka 1 glikoproteiny, ktore sa substancjami
odzywczymi dla drobnoustrojow. Stwierdza si¢ tu wigcej gatunkéw drobnoustrojow niz w
innych miejscach, ale ogolna liczba bakterii jest nizsza (Mager 1 wsp., 2003). Chociaz
szczelina dzigstowa stanowi niewielkg cze$¢ srodowiska jamy ustnej, bakterie kolonizujace
ten obszar moga odgrywaé zasadniczg rolg¢ w inicjowaniu i rozwoju chorob dzigset i
przyzebia.

W szczelinie dzigstowej zdrowych osobnikow wystepuja gléwnie bakterie
Gram-dodatnie 1 wzgledne beztlenowe oraz bakterie mikroaerofilne. Drobnoustroje z
rodzajow Actynomyces 1 Streptococcus stanowig okoto 40% wszystkich izolowanych
bakterii. Najczesciej stwierdza si¢ obecno$¢ Streptococcus oralis, Streptococcus milleri
(zwlaszcza S. anginosus), Actinomyces meyeri, Actinomyces odontolyticus, Actinomyces
naeslundii, Actinomyces viscosus, Capnocytophaga ochracea, Rothia dentocariosa,
Campylobacter rectus. W niewielkich liczbach sa obecne bezwzgledne beztlenowce, takie
jak Prevotella melaninogenica, Prevotella intermedia, Fusobacterium spp., Veillonellaspp.,
bardzo rzadko Porphyromonas gingivalis. Warto$¢ pH plynu dzigstowego wynosi 6,9. W
zalezno$ci od czgstosci spozywania weglowodanow, wskutek metabolizmu bakterii, pH
moze obnizy¢ si¢ do 5,0. W takich okolicznosciach bakterie kwasolubne rozmnazaja si¢
bardzo dobrze (np. pateczki kwasu mlekowego), podczas gdy inne sg eliminowane przez
hamowanie kompetycyjne. Natomiast w wyniku trawienia biatek jego pH wzrasta do 7,4-
7,8, ktore sprzyja namnazaniu si¢ jednego z gldwnych patogendéw zapalenia przyzebia,
pateczek z gatunku Porphyromonas gingivalis (do Nascimento i wsp., 2011).

Aby zatem zachowac¢ prawidtowe warunki w jamie ustnej wazne jest uzyskanie
prawidlowej integracji protez z tkankami wlasnymi zg¢ba i przyzgbia, stwarzajac korzystne
warunki oczyszczania tych powierzchni. Plytka nazgbna, bedaca w bezposrednim kontakcie
ze zdrowym dzigstem, moze juz po kilku dniach doprowadzi¢ do stanu zapalnego. Zapalenie
to jest wynikiem brzeznego, przewlektego zapalenia nie wystepujacego jednak tylko pod
wplywem dziatania drobnoustrojéw. Mechanizm powstawania zapalenia ttumaczony jest
réwniez inaczej: ptytka wytwarza enzymy bakteryjne, ktore rozluZniaja substancje wigzaca
komorki nabtonka pokrywajacego. Ze wzgledu na wzrost przepuszczalno$ci, czesci
sktadowe ptytki o wysokiej wadze molekularnej, jak np. antygeny, endotoksyny, z
bakteryjnej btony lipopolisacharydowej moga roéwniez przenika¢ przez nabtonek. Substancje

chemotaktyczne, wytwarzane bezposrednio w ptytce lub wtdrnie w podnabtonkowe;j tkance
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tacznej, przyciagaja komorki zapalne bezposrednio do tego miejsca. Komorki te posiadajg w
swoich lizosomach substancje trawigce biatka tkanek, przez co moga ostabia¢ tkanke taczng

1 doprowadza¢ do nieodwracalnych zmian (Hannig, 1999).

1.5 Srodowisko mikrobiologiczne szczeliny dzigastowej

Dziasto (gingiva) stanowi cze$¢ btony sluzowej, ktora otacza szyjke anatomiczng
zgba oraz pokrywa wyrostek zebodolowy. Dzigslo dzieli si¢ na dzigsto wolne (gingiva
marginalis) oraz dzigsto wlasciwe (gingiva propria). Dzigslo wolne obejmuje czesé
potozona odwierzchotkowo w stosunku do szyjki zeba, ktora graniczy ze szkliwem oraz
brodawki dzigslowe. Dzigslo przyrosniete lezy dowierzchotkowo od granicy szkliwno-
cementowej i przylega do okostnej wyrostkow zebodotowych (Kmie¢, 2006; Zabel, 2001).

Dzigsto wolne jest to najbardziej brzeznie przebiegajace waskie pasmo, ktére
otacza przyszyjkowa czg$¢ szkliwa. Jego szeroko$¢ wynosi od 0,5 do 2,0 mm, wysoko$¢
zwigksza si¢ z wiekiem od 1,1 mm u dzieci do 1,6 mm u oséb dorostych. Brzeg dzigsta
wolnego jest oddzielony od powierzchni zeba plytkim uchytkiem zwanym rowkiem
dzigstowym lub szczeling dzigstowa (sulcus gingivalis). Szczeling dzigslowa pokrywa
nabtonek wielowarstwowy plaski nierogowaciejacy. Dno szczeliny stanowi przyczep
nabtonkowy lub nabtonek laczacy, ktéry stanowi niezrogowacialy nablonek o szczegdlnych
cechach, nazywany nabtonkiem laczacym Gottlieba. Przyczep nabtonkowy wytworzony jest
przez komorki nablonka taczacego dzigsto z powierzchnig szkliwa poprzez specjalny rodzaj
btony podstawne;.

Nablonek laczacy przylega do szkliwa na dilugos$ci 1-2 mm, otaczajac zab w
postaci mankietu od dna szczeliny dzigstowej do granicy szkliwno-cementowej. Jego cecha
szczegblng jest obecnos$¢ tzw. wewngtrznej blony podstawnej, ktora przylega $cisle do
szkliwa. Natomiast na zewnetrznej btonie podstawnej, ktora jest potozona od strony blaszki
wlasciwej blony S$luzowej, spoczywaja stale dzielagce si¢ szeScienne komorki warstwy
podstawnej nabtonka taczacego (Sawicki, 2009). Nabtonek ten spoczywa na blonie
podstawnej o budowie zblizonej do btony podstawnej naskorka. Liczba warstw komorek 1
wynikajaca z niej grubos¢ nabtonka zalezy od rejonu jamy ustne;.

Nabtonek jamy ustnej ulega stosunkowo szybkiej odnowie (catkowita wymiana
komorek co 5-8 dni), kontrolowanej przez lokalnie wydzielane i obecne w §linie czynniki
wzrostu, gtdbwnie EGF 1 TGFa. Jego zréznicowanie w kierunku odmiany rogowaciejacej lub
nierogowaciejacej jest uzaleznione od produkcji przez fibroblasty blaszki wlasciwe;,

czynnika wzrostu keratynocytow (KGF) oraz czynnika wzrostu hepatocytow (HGF), a takze
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od stabo jeszcze poznanych mechanizméw wzajemnych oddziatywan blaszki wiasciwej 1
nablonka. Szybsze gojenie si¢ uszkodzen btony S$luzowej jamy ustnej niz skory, przy
jednoczesnym ograniczeniu bliznowacenia jest zwigzane z aktywno$cig czynnikéw
wzrostowych produkowanych przez nabtonek oraz z fenotypowa odmiennoscia fibroblastow
obu obszaréw — fibroblasty obecne w btonie §luzowej jamy ustnej produkuja mniej wtokien
kolagenowych i wydzielaja czynniki wzrostowe. Warto zauwazy¢, ze nabtonek tgczacy nie
jest odporny na urazy mechaniczne, poniewaz nawet najmniejsze fizyczne naruszenie dna
szczeliny dzigstowej prowadzi do jego rozerwania (Wolf'i wsp., 2000).

Tkanka taczna przylegajaca do zlagcza nabtonkowego 1 do nabtonka
wyscielajacego szczeling dzigstowa petni wazng rolg¢ w funkcjach obronnych organizmu. W
warunkach zdrowia zawiera duza liczbe granulocytow, a takze limfocytow oraz komorek
prezentujacych antygeny (monocyty/makrofagi, komodrki Langerhansa i komorki
dendrytyczne), co stanowi wyraz miejscowego odczynu zapalnego o charakterze obronnym.
W warunkach prawidlowych krwinki biale, a szczeg6lnie granulocyty obojetnochtonne
segmentowane, stale migruja poprzez nablonek taczacy do $wiatta szczeliny dzigstowe;.
Granulocyty opuszczaja $wiatlo naczyn w obrgbie splotu zylnego graniczacego z zewngtrzng
btong podstawng nabtonka taczacego, a po przecisnigciu si¢ przez wzglednie szerokie
przestrzenie mi¢dzykomdrkowe opuszczaja nablonek na dnie szczeliny dzigstowej i
przechodza do s$wiatla jamy ustnej. Wykazano, ze neutrofile wyznakowane trytem,
radioaktywnym izotopem wodoru, po podaniu dozylnym pojawiaja si¢ po 20-30 minutach w
dnie szczeliny dzigstowej. Obliczono, ze przez nabtonek do szczeliny dziastowej migruje
okoto 30000 neutrofili w ciagu jednej minuty. 85 % migrujacych granulocytow zdolnych jest
do fagocytozy. W zdrowym dzigsle jednojadrzaste komorki krwi mogg stanowi¢ az 64 %
objetosci nabtonka. W jego obregbie wykazano silng ekspresje alfa-defensyn, naturalnych
peptydow antybakteryjnych i1 przeciwgrzybiczych, ktore wytwarzane sg przez neutrofile i
komorki nablonkowe. Komorki te, a takze makrofagi wytwarzaja interleuking -8, silny
czynnik chemotaktyczny dla granulocytow obojetnochtonnych, a takze inne cytokiny
prozapalne tj. I[L-1 alfa, IL-1 beta oraz TNF-a (Gotab i wsp., 2013).

Nabtonek jest obustronnie przepuszczalny dla czasteczek mniejszych od krwinek
biatych. Z zewnatrz do nabtonka wnikajg duze czasteczki albumin, a takze wystepujace w
plytce nazebnej antygeny i endotoksyny bakteryjne. Szczelina dzigslowa, a powstajaca w
warunkach patologicznych kieszonka dzigstowa optukiwana jest przez ptyn przesigkajacy od
strony blaszki wlasciwej btony Sluzowej dzigsta. Ptyn oczyszcza szczeling na drodze

mechanicznej oraz spetnia funkcje obronng m.in. ze wzgledu na zawarte w nim przeciwciata,
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cytokiny oraz defensyny. Ilo$¢ ptynu w kieszonce zwigksza si¢ podczas dziatania czynnikow

draznigcych oraz w zapaleniu przyzgbia (Kmie¢, 2006).

1.6 Biokompatybilnosé stopoéw dentystycznych

Na odpowiedz biologiczng organizmu maja wptyw nie tylko elektrochemiczne
wlasciwosci stosowanych stopow, ale réwniez ich powierzchnia, ktora moze przyczyniac si¢
do odktadania wigkszej ilosci ptytki bakteryjnej. Spowodowane jest to ich wysoka energia
powierzchniowg. Dla przyktadu mozna podaé, ze energia powierzchniowa szkliwa wynosi
46,1 % dyn/cm, akrylu 41,2 dyn/cm, za$ stopu chromo-kobaltowego 1000 dyn/cm. W
zwigzku z powyzszym, elementy metalowe wymagaja bardziej starannego opracowania i
wypolerowania niz inne elementy uzupeklnien protetycznych (McGinley i wsp., 2011a).
Zwigkszona ilo$¢ ptlytki bakteryjnej moze zwickszaé reakcje zapalng w otaczajacych
tkankach. Przeprowadzone do$wiadczenia dowodza, ze mikroorganizmy tj. Streptococcus
oralis, Actinomyces viscosus 1 Canida albicans wykazuja wigksza adhezj¢ do stopow Cr-Co,
w momencie kiedy stopy te sg tylko wypiaskowane w poréwnaniu z tymi samymi stopami
wypiaskowanymi i wypolerowanymi (Taylor i wsp., 1998).

W innych badaniach przeprowadzonych in vivo, stwierdzono ze wczesne
formowanie plytki bakteryjnej nie zalezy od rodzaju uzytego stopu, ale od miejsca jej
odktadania, czyli od umiejscowienia uzupetnienia protetycznego. Wigksza ilo§¢ bakterii
zaobserwowano po stronie policzkowej, anizeli wewnatrzustnie (Lang, 1995). W
odroznieniu, Steinberg podaje, ze rozne typy bakterii majg inne witasciwosci adhezyjne do
réznorakich stopéw (Steinberg 1 wsp. 1998). Poza tym duze znaczenie odgrywaja
indywidualne czynniki biologiczne. Zauwazono, ze adhezja niektorych gatunkow bakterii tj.
S. mutans zalezy rowniez od miejscowych czynnikéw wystepujacych w jamie ustnej. Jest
rowniez wiadome, ze fizyko-chemiczne wlasciwosci powierzchni uzytego stopu, tj.
hydrofobowos¢ 1 potencjat zeta maja ogromne znaczenie dla adhezji niektorych bakterii np.
Streptococcu  sanguis 1 Streptococcus mutans (Satou 1 Wsp. 1988). Potencjat
oksydoredukcyjny (redoks) srodowiska jest rézny w obrebie jamy ustnej. Na przyktad,
potencjat ten po 7 dniach podczas rozwoju plytki zmniejsza si¢ z poczatkowego
wynoszacego + 200 mV (na wysokim stopniu utleniania) do — 141 mV (na niskim stopniu
redukcji). Tak duze roznice sprzyjaja rozwojowi roznych grup bakterii. Rowniez adhezja

bakteryjnego LPS uwalnianego z E. coli czy Porphyromonas gingivalis zalezy od rodzaju
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uzytego stopu a nie od rodzaju powierzchni. W doswiadczeniu przeprowadzonym przez
Kohal 1 wsp. polegajgcym na wykonaniu koron o normalnych wymiarach 1
przekonturowanych, analiza DNA wykazata, ze w kazdej grupie dominuja takie rodzaje
bakterii jak P. intermedia, T. denticola oraz C. showae w poréwnaniu z grupa kontrolng
(Kohal 1 wsp., 2004). Jednak te same rodzaje bakterii wystepowaty w zwigkszonej ilosci
wokoét koron przekonturowanych w poréwnaniu z grupa kontrolng oraz z grupg, u ktorej
wykonano korony o normalnych wymiarach (Kohal i wsp., 2004; Kancyper i Koka, 2001).

Waznym czynnikiem w prawidlowym funkcjonowaniu przyzebia zebow
pokrytych koronami protetycznymi jest rodzaj uzytego materiatu jak rowniez szczegdtowe i
doktadne techniczne wykonanie uzupehnienia protetycznego. Wiadome jest, iz uzupeknienia
protetyczne na bazie metali szlachetnych sg bardziej oporne na korozje anizeli stopy metali
nieszlachetnych. Wiaze si¢ to z wigksza trudnoscig w utlenianiu si¢ takich pierwiastkow jak
ztoto czy platyna. Stwierdzono rowniez, ze jony metali sg systematycznie uwalniane do
okolicznych tkanek krétko po zacementowaniu. W przeprowadzonych badaniach zauwazono
uwalnianie jondw platyny do moczu bezposrednio po zacementowaniu oraz w trzy miesigce
po oddaniu uzupetnien protetycznych (Begerow, 1999). Nie stwierdzono natomiast wzrostu
stezenia jonow zlota czy palladu. Stwierdzono natomiast duza koncentracj¢ jonow niklu i
chromu w okolicy implantowanych stopow, ktore byty systematycznie uwalniane do tkanek
(Traisnel 1 wsp., 1990).

Waznym czynnikiem dla prawidlowej funkcji przyzebia jest doktadne
polerowanie w trakcie technicznego wykonania. Niezaleznie od uzytego materiatu
niedoktadnosci powodowaé moga draznienie mechaniczne, zaleganie resztek pokarmowych,
utrudnienie oczyszczania czy zwigkszong adhezje mikroorganizmow (McGinley 1 wsp.,
2011b). Dowiedziono znacznych réznic w odpornosci na korozje 1 zmatowienie
(przebarwienie) podstawowych stopdw metali, co jest istotne przy planowaniu leczenia, w
tych przypadkach, kiedy zachodzi konieczno$¢ wprowadzenia do jamy ustnej uzupetnien
protetycznych wykonanych z réznych stopéw metali (Hedzelek 1 wsp., 1998). Powszechnie
uwaza si¢, ze tytan 1 jego stopy cechuje najwyzsza odpornos$¢ korozyjna w wielu
srodowiskach, w tym takze w S$rodowisku tkanek i1 plynow ustrojowych. Nadzwyczaj
wysoka odporno$¢ na korozje posiadaja stopy tytanu, zwlaszcza z niobem i tantalem —
metalami o wysokiej, porownywalnej z tytanem, odpornosci korozyjnej (Starosvetsky 1 wsp.,
2001; McMahon 1 wsp., 2012). Stwierdzono réwniez, ze stopy jednofazowe (jednorodne) sa
bardziej odporne na korozj¢ i zmatowienie w pordwnaniu ze stopami wielofazowymi.

Jednofazowe stopy o duzej zawartosci metali szlachetnych (powyzej 75%) cechuje wysoka
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odpornos¢ korozyjna, aczkolwiek 1 one ulegaja korozji. W dzigstach sgsiadujacych z
metalowymi koronami i wktadami mozna wykry¢ jony metali, nawet jony ztota. Wzgledy
ekonomiczne przyczynily si¢ do poszukiwania stopéw o niskiej zawartosci metali
szlachetnych. Ze zmniejszeniem si¢ zawartosci metali szlachetnych w stopach obniza si¢
jednak ich odporno$¢ korozyjna. Opracowane i coraz powszechniej stosowane stopy o
niskiej zawartosci metali szlachetnych (najczesciej stopy na bazie srebra i palladu oraz
miedzi i palladu) cechuje nizsza odporno$¢ korozyjna od stopoéw o duzej zawartosci metali
szlachetnych. Aczkolwiek wykazano, ze pallad tak jak i ztoto podnosi odpornos¢ korozyjna
stopow 1 stopy zawierajace nie mniej niz 40% palladu i co najmniej 40% zlota oraz stopy o
zawartosci 78—82% palladu, charakteryzuje wysoka, zblizona do stopéw o duzej zawartosci
ztota (powyzej 75%), odpornos¢ korozyjna. Stopy te, wykazuja niewielkie tendencje do
uwalniania (w postaci jonéw) zlota i palladu, uwalniajagc gtownie srebro, miedz i inne
dodatki stopowe (Krawczyk 2006; Wirz i Steinemann, 1987). Wzgledy ekonomiczne
zadecydowaly réwniez o wprowadzeniu do praktyki klinicznej stopéw metali
nieszlachetnych (stopy Cr-Ni i Cr-Co), jako alternatywy dla stopéw metali szlachetnych.
Jednak stopy te, tak jak stopy na bazie srebra i palladu, ze wzgledu na wielofazowa,
dendrytyczng budowe krystalitu, wykazuja stosunkowo niska odpornos¢ korozyjna. Niska
odporno$¢ korozyjna przypisuje si¢ przede wszystkim stopom Cr-Ni, aczkolwiek wyniki
licznych badan dowodza znacznych réznic w odpornosci na korozje poszczegdlnych stopow
Cr-Ni oraz Cr-Co 1 niektore ze stopow Cr-Ni wykazuja wyzsza odpornos¢ korozyjnag od
stopow Cr-Co. Segregacja dendrytyczna, jak rowniez rozktad na rozne fazy w stopie,
przyczynia si¢ do miejscowych roéznic w chemicznym sktadzie krystalitu, co ulatwia
zmatowienie 1 korozj¢ stopu przez powstawanie mikroogniw galwanicznych (Wirz 1
Diedrichs, 2002).

Duze ryzyko wystapienia korozji niesie z sobag wprowadzenie do jamy ustnej
uzupehlnien protetycznych wykonanych z réznych stopéw metali. Powstajace wowczas
ogniwo galwaniczne jest przyczyng korozji elektrochemicznej, ktorej szybkos$¢ bedzie
zalezata od roznicy potencjatow elektrodowych uzytych metali. Stwierdzono duze réznice
potencjatow pomigdzy, znajdujagcymi si¢ w jamie ustnej uzupetnieniami ze stopow o duzej
zawarto$ci ztota a amalgamatem (500 mV), czy stopami o niskiej zawartosci tego metalu
oraz stopami metali nieszlachetnych (200-600 mV) (Wirz i Jungo, 1996).

Metale 1 podstawowe stopy metali w warunkach jamy ustnej nie wykazuja
szkodliwego dziatania dopoki pozostaja odpornymi na korozje. Jednak, jak juz wspomniano,

wyjatkowo silne wlasciwosci korozyjne srodowiska biologicznego sprawiaja, ze zaden z
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podstawowych stopow metali nie jest w stanie oprze¢ si¢ korozji. Procesowi niszczenia
korozyjnego towarzyszy przenikanie do otoczenia, odpowiedzialnych za szkodliwe dziatanie
stopow, produktow korozji i/lub jonéw metali. Jony metali, uwolnione w trakcie korozji z
metalowych konstrukcji protez, dostaja si¢ do przewodu pokarmowego, gromadza si¢ w
zotadku, watrobie, sledzionie, nerkach, kosciach i btonie §luzowej. Jony metali, uwalniane z
implantéw metalicznych, gromadzg si¢ w otaczajacych tkankach osiggajac czesto bardzo
wysokie stezenia (np. w tkankach przylegajacych bezposrednio koron Cr-Co stezenie
kobaltu wzrasta 300 do 6000 razy). Po przekroczeniu krytycznego stezenia, réznego dla
poszczegbdlnych metali, wystepuja reakcje toksyczne oraz alergiczne. Stopien szkodliwego
dzialania metalowych konstrukcji protetycznych zalezy glownie od ilosci uwolnionych
produktow korozji i/lub jondw metali (pozostajacych w bezposrednim zwigzku z
podatnos$cia uzupetnien na korozje, ich wielkoscig jak i warunkami w jakich si¢ one znajduja
— m.in. obecno$¢ innego metalu w jamie ustnej, wielkos¢ pH) oraz od stopnia ich
szkodliwego (toksycznego) dziatania (Majewski i wsp., 1999; Vahey i wsp., 1995).

W badaniach do$wiadczalnych wykazano szkodliwe dzialanie podstawowych
stopéw metali. Wyniki badan klinicznych dowiodty takze szkodliwego dziatania konstrukcji
protetycznych wykonanych z podstawowych stopow metali. W stomatologii najczegscie)
mamy do czynienia z miejscowa toksycznoscig metali i ich stopow. U jednego na 300
leczonych protetycznie pacjentdw, obserwuje si¢ wystapienie skutkdw ubocznych, bedacych
reakcjg na zastosowane materialy, w tym czesto (27%) na stopy metali. Najczesciej
obserwowanymi skutkami ubocznymi s3: rumien, obrzeki, hyperplazja i bole ze strony blony
sluzowej jamy ustnej, dzigset i warg w miejscu kontaktu z uzupetieniem protetycznym, a
takze sucho$¢ w jamie ustnej, zaburzenia smaku, czy przebarwienia z¢gbdw 1 blony sluzowe;.
Rzadziej wystepuja zmiany liszajowe jak 1 reakcje niespecyficzne oraz odczyny skorne, a
nawet martwica ko$ci 1 migkkich tkanek jamy ustnej. Cze$¢ metali, a przede wszystkim
nikiel, chrom, kobalt czy molibden wykazuje dzialanie alergizujace (Raap 1 wsp., 2012).
Uwaza sig, ze wsrod wielu stopdw metali stosowanych klinicznie, stopy Cr-Ni 1 Cr-Co
cechuje najwyzszy stopien szkodliwego dziatania, znacznie wyzszy niz stopéw metali
szlachetnych. Potwierdzaja to rowniez obserwacje kliniczne stanu dzigsel bedacych w
kontakcie z koronami wykonanymi ze stopow Cr-Ni w poréwnaniu ze stopami metali
szlachetnych. Zatem kazdy z podstawowych stopow metali, przed wprowadzeniem do
praktyki klinicznej, powinien przejs¢ szczegotowe badania okreslajace rdéwniez jego
wiasciwosci biologiczne (Schmalz i Garhammer, 2002a; Geurtsen, 2002).

Tylko w oparciu o doswiadczenie praktyczne mozna odrzuci¢ niektore ze stopow
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metali z uwagi na ich nieprzydatno$¢ w protetyce. Rzetelna ocena stopnia szkodliwego
dziatania stopéw metali jest jednak stosunkowo trudna. Opracowywane w wielu krajach
przedmiotowe normy oraz mi¢dzynarodowe specyfikacje (ISO, FDI) nie zawieraty
wymagan dotyczacych oceny biologicznej materiatlow stomatologicznych, co sprawiato, ze
ocen¢ biologiczng i1 kliniczng przeprowadzano czg¢sto po ich wprowadzeniu do praktyki
klinicznej. Biologicznej standaryzacji przeszkadza niewystarczajagca wiedza na temat
mechanizmoéw oddziatywania materialéw na tkanki, a powszechnie uzywane metody testow
biologicznych (badania na hodowlach tkankowych, ocena reakcji tkanek zwierzat po
podskodrnej implantacji) daja czesto sprzeczne wyniki. Aczkolwiek dazy si¢ do opracowania
nowych metod badania wlasciwosci biologicznych materiatow dentystycznych oraz
krajowych 1 miedzynarodowych norm, ktérych celem jest okre§lenie biologicznych
wymagan stawianych materiatom dentystycznym (Reddy i wsp., 2011). W wyniku dzialania
réznorodnych czynnikéw na powierzchnie metali moze dochodzi¢ do ich niszczenia wskutek
korozji chemicznej lub elektrochemiczne;.

> Korozja chemiczna - to proces niszczenia struktury metali, ktory zachodzi pod
wptywem bezposredniego dziatania gazéw, badz tez otoczenia niezdolnego do przewodzenia
elektronow. W $rodowisku jamy ustnej pacjenta bezposredni chemiczny wplyw na
powierzchnie metali wywieraja spozywane soki ze §wiezych warzyw 1 owocow, jak rOwniez
powstajacy w procesie rozkladu biatek siarkowodor. Korozja chemiczna w jamie ustnej
wystepuje czegsto z korozja elektrochemiczng. Do powstania zjawisk tego typu konieczny
jest przeptyw pradu elektrycznego, ktéry wytworzony jest wskutek powstania ogniwa
galwanicznego, w ktorym energia chemiczna przeksztalcona jest na energi¢ pradu
elektrycznego. Ogniwo to moze powsta¢ w jamie ustnej w obecnosci wypetnien
wykonanych z réznych metali. Uzupehlienia w tej sytuacji pelnig rolg elektrod, a
wystepujaca $lina petni role elektrolitu. Zjawisko korozji moze dotyczy¢ réwniez jednego
rodzaju metalu, w ktorym w wyniku wadliwej obrébki laboratoryjnej dochodzi do powstania
niejednorodnej struktury, z ktorej uwalnia¢ si¢ beda mogly jony metalu (Muller 1 wsp.
1990).

> Korozja elektrochemiczna - w $srodowisku jamy ustnej mozliwe jest wystapienie
czterech form korozji elektrochrochemiczne;:
A) korozja powstaje wskutek bezposredniego kontaktu dwu réznorodnych metali badz
stopéw. Moze to si¢ odbywa¢ w dwojaki sposéb: okresowo tzn. W wyniku czasowego
kontaktu dwu réznorodnych wypetien pomigdzy jednym zebem a zgbem przeciwstawnym,

lub kontakt moze odbywac si¢ w sposob ciagly, np. w przypadku dolutowania przgsta mostu
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protetycznego do korony filarowej wykonanej z innego materiatu,

B) wystepuje na skutek réznic w sktadzie metali na obszarze poszczegdlnego wypetnienia.
Polega ona na powstaniu pragdow pomigdzy poszczegdlnymi ziarnami krysztatow metali
badz stopéw o réznym sktadzie, czego wynikiem jest pojawienie si¢ tego rodzaju koroz;ji,

C) obecna jest w momencie gdy struktura powierzchni nie jest jednolita. Zwigzana jest ona z
wewnetrznym naprezeniem utwardzajagcym metal badz stop. Niekiedy w poszczegdlnych
uzupeieniach podczas czynnosci ich obrébki powstaja utwardzajace napigcia. W wyniku
czego dochodzi do wystgpienia niewielkich ogniw migdzy metalem naprezonym a
nienapr¢zonym. Takie powierzchnie w wigkszym stopniu narazone sg na korozje,

D) czwarta forma korozji jest w przypadku, gdy metal jest narazony w jednakowym czasie
na dziatanie dwoch réznych elektrolitow. Proces ten wystepuje w chwili zalegania resztek
pokarmowych, ktore rozkladajac si¢ powoduja powstanie elektrolitu, przy czym role
drugiego elektrolitu petni §lina. Obecne w jamie ustnej wypelnienia reaguja z elektrolitem
powodujac wytworzenie nieduzego ogniwa i wytworzony przez ogniwo prad jest przyczyna
korozji (Jacobs i wsp., 1998).

W jamie ustnej najczesciej dochodzi do powstania korozji elektrochemicznej gdy
prace wykonane sg z réznych stopow o roznych potencjatach elektrochemicznych. Dochodzi
do powstania ogniwa galwanicznego, w ktorym elektrodami sg elementy metalowe, a $lina
elektrolitem. Wysoko$¢ napigcia tego zrodia pradu zalezna jest od roznicy potencjatow
elektrochemicznych zastosowanych stopow. Im szlachetniejszy jest stop, tym wyzszy jest
jego potencjat elektrochemiczny. Stop o nizszym potencjale wystepuje jako anoda, katoda
jest natomiast stop o wyzszym potencjale. Prad przeplywa od stopu mniej szlachetnego do
bardziej szlachetnego. Stop mniej szlachetny ulega rozpuszczeniu podczas tego procesu i
dochodzi do korozji (Yamazoe, 2010).

W szczelinie dzigstowej zebow koronowanych, bardzo czgsto dochodzi do
redukcji lub catkowitego zatrzymania natleniania, co prowadzi do miejscowego spadku pH,
powstania korozji elektrochemicznej w postaci ogniwa lokalnego 1 uwolnienia jondw metali
do plynu kieszonki dzigstowej (Can i wsp., 2007). Do wystgpienia ogniwa lokalnego
dochodzi gdy: metal lub stop podatny jest na korozj¢, na powierzchni metalu wystepuja
niezwigzane tlenki, powierzchnia metalu jest uszkodzona lub zanieczyszczona oraz
nastepuje zadzialanie elektrolitu (ptyn lub gaz). Jony metali, ktore w wyniku dzialania
proceséw korozyjnych zostaty uwolnione ze struktury stopu metalu, prowadza — wskutek
wystgpienia reakcji sprzecznych — do wzajemnego oddziatywania z tkanka zywa (Lucas 1

Lemons 1992; Ravnholt 1998). Uwolnione pierwiastki organizm ludzki jest w stanie usuwac
23



Wptyw stopéw metali stanowigcych podbudowe porcelanowych koron protetycznych na ekspresje
cytokin w plynie szczeliny dzigstowej i hodowlach keratynocytéw

badz tez wykorzystac. Sg jednak pewne warto$ci progowe, ponizej ktorych nie dochodzi do
wzajemnego oddziatywania. Wartosci progowe sg bardzo indywidualne 1 przekroczenie tych
wartosci doprowadza do niekorzystnych zjawisk. Zjawiska takie zaburzajace fizjologiczne
warunki funkcjonowania tkanek zywych w konsekwencji moga by¢ przyczyna zmian
patologicznych zwanych elektrometalozami, ktore sg jedng z postaci stomatopatii
protetycznych (Urbanek-Brychczynska 1 Hedzelek, 2000). Toksyczne jony metali
oddziatuja, w zaleznosci od ich ilo$ci 1 zroznicowanej potencji toksycznej, na przyzgbie w
podobny sposob jak antygeny, enzymy i toksyny bakteryjne (Schmalz i Garhammer 2002b).
Przeprowadzonych zostalo wiele doswiadczen, w ktorych badano zjawisko koroz;ji.
Stwierdzono, iz uwalnianie jonéw metali zalezy od wielu czynnikow tj. rodzaj uzytego
stopu, obrobki chemicznej czy termicznej, typu korozji, pH roztworu itp. Stwierdzono na
przyktad, iz do zwigkszenia uwalniania jondw niklu dochodzi przy pH 1 lub 4, podczas gdy
stopy wysokoszlachetne 1 szlachetne nie reaguja na zmiany pH. W jamie ustnej istnieje wiele
czynnikow zwiekszajacych ryzyko powstania korozji tj. czynniki biologiczne, sktadniki
pozywienia kwasy, czy enzymy produkowane przez mikroorganizmy. Korozj¢ moga
réwniez wzmaga¢ komorki fagocytarne tj. ludzkie neutrofile. Stwierdzono, iz uwalniajace
si¢ jony metali moga wywotywac przebarwienia, zapalenie jezyka, katow ust, zaczerwienia,
nadzerki blony §luzowej, stany zapalne dzigsel ale takze przyzgbia. Zauwazono réwniez, ze
jony metali uwolnione ze stopdéw przez korozje moga penetrowaé do twardych tkanek
(Kirkpatrick 1 wsp., 2002; al-Hiyasat 1 wsp., 2002).

W doswiadczeniach przeprowadzonych na szczurach, krdlikach oraz §winkach
morskich badano wplyw 12 stopéw metali na otaczajace srodowisko, ich biokompatybilnos¢
oraz whasciwosci korozyjne. Zaden z badanych stopéw nie powodowal ostrego zatrucia czy
efektow letalnych, kiedy zwierzeta byly karmione sproszkowanymi metalami w ilosci 1000
mg na dzien przez okres siedmiu dni. Znaleziono natomiast znaczace zmiany w ptucach,
nerkach czy §ledzionie w zalezno$ci od kompozycji badanych stopow. Najwigksze zmiany
tj. nekroza tkankowa, owrzodzenie i1 chroniczne zapalenie zauwazono wtedy gdy uzyte stopy
zawieraly duze ilosci miedzi, indu czy berylu. Obserwowane zmiany wystepowaty
zazwyczaj najwyrazniej w momencie, kiedy stopy zostaly wprowadzone podskornie czy
domig$niowo. W szczegdlnosci bardzo wysoki poziom jondéw niklu i chromu zostat
stwierdzony w otaczajacych tkankach w przypadku zastosowania stopéw chromo-
niklowych. W badaniach in vivo stwierdzono, ze stopy dentystyczne moga wywolywac
zmiany lokalne i systemowe, ktére nie moga by¢ przewidziane w zwigzku ze skladem

stosowanych stopow. Analiza wykazata jednak, Ze stopy zawierajace duzg ilo$¢ miedzi, indu
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czy berylu mogg prowadzi¢ do zmian tkankowych tj. zapalenie czy nawet nekroza (Ryberg 1

Alexier, 1990; Cooper i Harrison, 2009).

1.7 Wplyw zabiegow protetycznych na tkanki przyzebia

Bardzo waznym czynnikiem wplywajacym na prawidtowe funkcjonowanie
tkanek przyzgbia jest atraumatyczne postgpowanie podczas preparacji zebow pod
uzupelnienia protetyczne. Jakiekolwiek dziatania stomatologiczne moga bowiem w
radykalny sposdb zmieni¢ sktad flory szczeliny dzigstowej i przesunaé rownowage w
kierunku flory patogennej. Przyczyna takiego stanu moze byc¢:

> jednorazowe krotkotrwate zadziatanie czynnika szkodliwego podczas zabiegow
protetycznych np. w trakcie szlifowania, pobierania wycisku, dostosowywania niedoktadne;
korony czy zdejmowaniu korony,

> okresowe dzialanie czynnika uszkadzajacego w wyniku umocowania wadliwe;j
korony tymczasowej tj.: za dlugiej, za krotkiej, o zbyt grubym obrzezu, pozostawienie
materiatu mocujacego w szczelinie dzigstowe;j,

> dlugotrwate dzialanie czynnika szkodliwego w wyniku zacementowania
nieprawidlowej korony protetycznej za dlugiej, za krotkiej, o zbyt grubym obrzezu,
pozostawienie resztek cementu w szczelinie dzigstowej, zastosowanie niewlasciwego lub Zle

przerobionego stopu jako podbudowy korony protetycznej (Spiechowicz 2010).

1.8 Mediatory odpowiedzi immunologicznej w obrebie przyzebia i
jamy ustnej

Cytokiny to glikoproteiny wydzielane gldwnie przez aktywowane monocyty,
makrofagi, limfocyty 1 granulocyty, a takze szereg innych komorek. Zwigzanie si¢ cytokin z
receptorami w blonie komorkowej prowadzi do uaktywnienia w komorce szlakow
przekazywania sygnatu. Niektore cytokiny moga dziata¢ jednoczes$nie na te same komorki
osiggajac efekt synergistyczny, inne za§ moga dziata¢ antagonistycznie wobec siebie,
nawzajem blokujac wywierane efekty biologiczne. Liczne badania wykazaty zdolno$¢
cytokin zard6wno do indukowania, regulowania przebiegu i hamowania reakcji zapalnej
poprzez modulacje procesow gojenia i naprawy tkanek (Delves i wsp., 2006). Jony metali
moga rowniez prowadzi¢c do miejscowych 1 ogolnoustrojowych zmian w ukladzie
immunologicznym. Produkcja mediatoréw zapalenia byla badana zarowno w warunkach in
vitro 1 in vivo. Badano np. uwalnianie niektorych cytokin przez stymulowane i nie

stymulowane komorki krwi obwodowej (PBMCs) oraz ich zywotno$¢ i syntez¢ DNA po
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inkubacji z jonami chromu. W zaleznos$ci od zastosowanej dawki stwierdzono zmniejszong
zywotno$¢, produkcje DNA oraz sekrecje IL-6. Te badania dowodzi¢ moga, ze chrom jest
potencjalnym supresorem systemu immunologicznego (Granchi i wsp., 1999).

Prozapalny efekt wielu metali byl badany z uzyciem kultur komorkowych tj.
keratynocytow i fibroblastow. Wzrost ekspresji IL-6 pod wptywem takich jonéw jak miedz,
cynk, nikiel czy kobalt sugeruje, ze moga one sta¢ si¢ potencjalnymi czynnikami
zapaleniotworczymi (Schmalz 1 wsp. 1998). Stwierdzono, iz zaburzenia w produkcji
cytokin mogg by¢ jedna z gtownych przyczyn prowadzacych do rozwoju niepozadanych
zmian tj. liszaja plaskiego czy niektorych procesow nowotworzenia. Mechanizm
karcinogennego dziatania pierwiastkow polega na ich wptywie na procesy enzymatyczne,
strukture 1 funkcje informacji genetycznej (Anhoury i wsp., 2002; Rojas i wsp., 1999).
Wydaje sig¢, ze jedna z gldéwnych rdl odgrywaja tu takie cytokiny jak: IL-1, IL-6 czy TNF-a.
Sa one produkowane nie tylko przez makrofagi, limfocyty T, ale rowniez przez fibroblasty i
keratynocyty (Gotab i wsp., 2013).

Cytokiny prozapalne tj. IL-1, IL-6, IL-8 czy TNF-a wystepuja w mniejszej lub
wickszej ilosci na kazdym etapie rozwoju zapalenia. Odpowiedzialne sg w gldwnej mierze
za resorpcje kosci, produkcj¢ kolagenazy i1 prostaglandyn. Zauwazono, ze IL-1, TNF-a, czy
lipopolisacharyd (LPS) indukuja ekspresj¢ mRNA IL-6. Wzrost poziomu IL-6 stymuluje
rekrutacje 1 aktywnos$¢ osteoklastow, a tym samym uwalnianie Ca++ z kosci 1 tym samym
resorpcje kosci, co jest szczegoOlnie niekorzystne w obrebie wyrostkow zebodotowych
szcz¢ki 1 zuchwy. Dziatanie IL-6 polega réwniez na zahamowaniu w osteoblastach
aktywnosci fosfatazy alkalicznej 1 syntezy kolagenu. Jednym z efektow dzialania IL-1, IL-6
jak rowniez TNF-a, jest stymulacja produkcji prostaglandyny E, (PGE;), czasteczki
promujace] aktywnos¢ osteolityczng osteoklastow 1 cementoklastow. Obecnosc
prostaglandyn z grupy E stwierdzono migdzy innymi w zmianach okotowierzchotkowych, w
ktorych najprawdopodobniej powoduja resorpcje kosci 1 moduluja miejscowe procesy
immunologiczne (Graves 1 Cochran, 2003; Kono 1 wsp., 1991; Dongari-Bagtzoglou 1

Ebersole, 1998).

1.8.1 TNF-a

TNF-a czyli czynnik martwicy nowotwordéw alfa, zwany takze kachektyna (z
tac. cachexia - wyniszczenie) zostal pierwotnie opisany, jako biatko zdolne do zabijania

komoérek nowotworowych w warunkach in vitro oraz powodujace martwice krwotoczng
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guzow wszczepionych zwierzgtom doswiadczalnym. TNF-o zbudowany jest z 3
identycznych tancuchéw polipeptydowych potaczonych niekowalencyjnie, dlatego
nazywamy je homotrimerami. Prekursor TNF-a syntetyzowany jest, jako biatko
transblonowe o masie czasteczkowej 26 kDa, a nastgpnie w wyniku dziatania
metaloproteinaz, uwalniany jest do wolnej formy o masie czgsteczkowej 17 kDa. Zarowno
forma wolna, jak i transblonowa TNF-o maja budowe homotrimeréw. TNF-a przyjmuje
rowniez budowe trimeru, jednak jej forma wolna ma budowe o stad nazwa LT-a-
homotrimera. Sktada si¢ z on z 3 identycznych fancuchéw o, natomiast forma transbtonowa
moze si¢ sktada¢ z 2 tancuchéw a i 2 tancuchow B (LT-b) (Korobowicz, 2006).

TNF-a jest jedna =z wazniejszych cytokin odpowiedzi zapalnej i
immunologicznej. Bierze udzial w przekazywaniu sygnatéw pomigdzy komoérkami
zaangazowanymi w odpowiedz immunologiczng, a innymi komoérkami, w zjawisku
apoptozy, w metabolizmie komodrkowym, reakcjach zapalnych 1 fibrynolitycznych.
Gléwnym zrodtem TNF-a sg aktywowane makrofagi, ale jest on wytwarzany takze przez
inne komorki takie jak limfocyty T i B, komoérki Panetha i komoérki tuczne. TNF-a jest
jednym z kluczowych mediatorow zapalenia i szoku septycznego, a wysoki jego poziom jest
zwigzany z nasileniem odpowiedzi zapalnej (Hajeer i Hutchinson, 2000). Najsilniejszym
bodzcem do wytwarzania TNF-a jest lipopolisacharyd (LPS) stanowiagcy gtéwny sktadnik
Scian bakterii Gram ujemnych. W mniejszym stopniu wytwarzanie tej cytokiny przez
makrofagi pobudza IL-1 oraz sam TNF-a. Czynnik ten wptywa na zwigkszong migracje
neutrofili 1 monocytow przez S$ciany naczynia, m. in. poprzez stymulacj¢ ekspresji
czasteczek adhezyjnych ICAM-1, ELAM-1 i VCAM-1, ktdére uczestniczg w przylaczaniu
molekul adhezyjnych neutrofili i monocytéw. TNF-a indukuje tez lokalng synteze IL-8,
ktora decyduje o zwigkszonej migracji komorek zapalnych przez S$ciany naczyn
(McCormack 1 wsp., 2001). Wazng funkcja TNF-a jest indukowanie ekspresji na
komorkach czasteczek MHC II. Jednakze wptyw TNF-a na uktad odpornosciowy nie jest
jednoznacznie aktywujacy, bowiem stwierdzono, ze w wyniku wielokrotnego podawania
TNF-o moze dojs¢ do supresji odpowiedzi komorkowej 1 ostabienia aktywnos$ci komorek
NK. TNF-a zmniejsza zawartos¢ trojglicerydow w tkance tluszczowej obnizajac lipogeneze 1
indukujac lipolize, a takze przejawia aktywno$¢ przeciwnowotworowa w stosunku do
niektorych typow komorek (Choi i wsp,. 2012). TNF-a wraz z innymi, takze indukowanymi
przez siebie cytokinami, w sposob endo-, para- i autokrynowy oddzialywuje na monocyty,
makrofagi, fibroblasty, neutrofile, keratynocyty oraz komorki tuczne. Przede wszystkim

powoduje martwice krwotoczng nowotworow litych. Nie tylko uszkadza $rédbtonek naczyn
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nowotworu, ale rowniez wplywa na wzrost, roznicowanie 1 czynnos¢ wielu komorek,
zaroOwno nowotworowych, jak 1 prawidlowych. Aktywuje komodrki NK, zwigksza
fagocytarno$¢ neutrofili, wzmaga proliferacj¢ i réznicowanie limfocytow T i1 B, indukuje
synteze IL-1 1 zwigksza jej ekspresje na powierzchni komoérek nabtonkowych (Gotab i wsp.,
2013). Ponadto TNF-a zwigksza zdolno$¢ komorek srdodbtonka do adhezji limfocytow,
stymuluje wzrost fibroblastow 1 reguluje synteze kolagenu, fibronektyny i kwasu
hialuronowego. Indukuje wytwarzanie kolagenaz 1 innych proteaz oraz aktywuje
osteoklastogeneze, dojrzewanie osteoklastow 1 resorpcje kosci. Jest miejscowym
moderatorem przebudowy kosci w stanach zapalnych TNF-a jest jedng z gtownych cytokin
odpowiedzi zapalnej i immunologicznej. Cytokina ta inicjuje proces zapalny i uruchamia
mechanizm prowadzacy do destrukcji tkanek przyzgbia. Z licznych badan tych wynika, ze
TNF-a petni funkcje ,,cytokiny alarmowej” i koordynatora odpowiedzi cytokinowej po
zadziataniu czynnika infekcyjnego. Poprzez indukcje chemokin i czasteczek adhezyjnych,
TNF-a prowadzi do szybkiej odpowiedzi immunologicznej i migracji leukocytow do
szczeliny dzigstowej, a poprzez stymulacje 1 ekspresje fibroblastow i osteoklastow, dochodzi

do degradacji ozgbnej i tkanki kostnej przyzebia (Zabel 2001).

1.8.2 Interleukina 8

IL-8 wydzielana gtownie przez monocyty, limfocyty i granulocyty (Ajuebor 1
Swain 2002). Jej produkcje wzmagajg IL-1 1 TNF-a. Odgrywa wazna role w przebiegu ostrej
fazy =zapalenia przez silny efekt chemotaktyczny w stosunku do granulocytow
obojetnochtonnych, zasadochtonnych, kwasochtonnych i limfocytow T. Jej najwazniejsza
rolg w stosunku do neutrofili jest przycigganie ich do miejsca zapalenia i pobudzanie ich
wlasciwosci bakteriobdjczych. IL-8 stymuluje krazenie limfocytow T przez s$rdédbtonek
naczyn, indukuje uwolnienie przez bazofile niektorych mediatorow reakcji anafilaktycznej
np. histaminy. Poza tym dziatla na inne komorki poza uktadem immunologicznym np.
pobudza proliferacj¢ keratynocytow (Gotab i wsp., 2013). IL-8 posiada dwa receptory A i B.
Receptor A znajduje si¢ na granulocytach oboj¢tnochtonnych 1 jest specyficzny dla IL-8.
Receptor B znajduje si¢ na monocytach i komorkach T, i mogg si¢ do niego przylaczaé takze
inne chemokiny. IL-8 jest chemoking prozapalna bioraca udzial w wielu procesach
patologicznych. Jej chemotaktyczne wtasciwosci wzgledem neutrofili 1 bazofili powoduja,
7ze jest ona cytoking biorgca udzial w procesach alergicznych. Zdolnosci IL-8 do
przyciaggania do naskorka réznych populacji leukocytow sprawia, iz cytokina ta ma duze
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znaczenie w chorobach skéry. Odgrywa istotng role w patogenezie tuszczycy i alergicznym
zapaleniu skory. IL-8 jest rowniez wspotodpowiedzialna za powstawanie niektorych chorob
autoimmunizacyjnych, takich jak reumatoidalne zapalenie stawow (Baggiolini i Clark-

Lewis, 1992).

1.8.3 Interferon gamma

Interferony sa wytwarzane 1 uwalniane gtownie w odpowiedzi na zakazenia
wirusowe 1 oddzialywujace na inne komorki indukuja powstawanie czynnikow
przeciwwirusowych. Wyr6znia si¢ pie¢ roznych rodzajow IFN: a, B, v, k, ®. Interferony to
sktadajace si¢ ze 143—146 aminokwasow cytokiny produkowane przez leukocyty (IFN-a),
fibroblasty (IFN-B) lub limfocyty T (IFN-y) po pobudzeniu przez wirusy, okreslone
antygeny bakteryjne czy pierwotniakowe, a takze mitogeny lub syntetyczne polimery. Te
mediatory zapalenia znalazly zastosowanie w leczeniu przewleklych choréb wirusowych
(wirusowe zapalenie watroby typu B, typu C, typu D, zakazenia wirusem brodawczaka
ludzkiego narzadow plciowych), a takze wybranych nowotworéw, m.in. czerniaka
ztosliwego, szpiczaka mnogiego, przewleklej biataczki szpikowej. Interferony nie maja
bezposredniego dzialania przeciwwirusowego, uruchamiajg one w komorce szereg enzymow
umozliwiajacych degradacje materialu genetycznego wirusa, wywotujac tzw. stan
przeciwwirusowy. Natomiast ich dzialanie przeciwnowotworowe wynika m.in. z silnego
pobudzenia syntezy antygenow charakterystycznych dla nowotworu i obecnych na jego
komorkach, co czyni je bardziej rozpoznawalnymi 1 wrazliwymi na atak mechanizmow
immunologicznych. Wzmozona fagocytoza, stymulacja makrofagow, zwigkszona
cytotoksycznos¢ limfocytow T, komorek NK czy indukcja ekspresji innych cytokin, takich
jak IL-1, IL-6, TNF-q, to przyktady wplywu interferonow na uktad odpornosciowy (Gotab i
wsp., 2013).

Sposrdd interferonow najbardziej aktywny biologicznie okazat si¢ IFN-y. Jest on
produkowany glownie przez aktywowane komoérki NK 1 limfocyty T, a jego receptory
znajdujg si¢ na wszystkich komorkach ciata. Wzmozona ekspresja IFN- y charakterystyczna
jest dla odpowiedzi komorkowej (Matikainen 1 wsp., 2001). IFN-y wywiera
wielokierunkowy wplyw na uktad odpornos$ciowy tj. wzmaga cytotoksyczno$¢ limfocytow T
1 komorek NK, aktywuje makrofagi, ktére nabywaja migdzy innymi wlasciwosci
cytotoksycznych oraz indukuje ekspresj¢ innych cytokin tj. IL-1, IL-6 1 TNF-a (Golab 1
wsp., 2013). Dodatkowo wzmaga ekspresje czasteczek MHC klasy I 1 II, na komoérkach
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docelowych, przez co nasila prezentacj¢ antygenow limfocytom T, co sprzyja odpowiedzi
przeciwnowotworowej, ale takze ze wzgledu na swe dzialanie antyproliferacyjne jest

inhibitorem krwiotworzenia (Li i He, 2004).

Rola cytokin przeciwzapalnych i immunoregulacyjnych

Cytokiny przeciwzapalne 1 immunoregulacyjne biorg udzial w wielu procesach

zwigzanych z roznicowaniem si¢ 1 aktywacja komorek immunokompetentnych.

1.8.4 Interleukina 10

IL-10 jest cytoking o szerokiej aktywnosci immunoregulacyjne, ktora jest
kluczowa dla réznicowania si¢ limfocytow typu Th2. Produkowana jest gléwnie przez
pobudzone limfocyty T, limfocyty B, monocyty, makrofagi i keratynocyty. Jej gldwne
funkcje to blokowanie sekrecji cytokin prozapalnych przez Thl, szczegdlnie IFN gamma,
IL-2, IL-3 oraz wywieranie wplywu na réznicowanie i proliferacj¢ limfocytow T, B,
komoérek NK oraz komoérek prezentujacych antygen. Poza tym, poznane jest jej hamujace
dzialanie na produkcje cytokin, szczegdlnie 1L-12, IL-6, IL-8 i TNF-o przez monocyty i
makrofagi. Dodatkowo, IL-10 hamuje wytwarzanie reaktywnych zwigzkow tlenowych i
tlenku azotu przez makrofagi (Gotab 1 wsp., 2013). Aktywno$¢ immunoregulacyjna IL-10
polega na jednoczesnym hamowaniu syntezy cytokin i prezentacji antygenu. To dziatanie
spowodowane jest hamowaniem przez IL-10 ekspresji czasteczeck MHC klasy II na
monocytach. Poza tym, cytokina ta wzmaga ekspresje kilku cytokin przeciwzapalnych np.
stymuluje wytwarzanie antagonisty receptora dla IL-1 oraz rozpuszczalnego receptora dla
TNF-a. Wraz z 1L-4 1 IL-9 stymuluje proliferacj¢ 1 ré6znicowanie komorek tucznych oraz

wspotdziala w regulacji krwiotworzenia (Kim i wsp., 2000).

1.8.5 Interleukina 12

IL-12 jest jedng z glownych cytokin odpowiedzialnych za utrzymanie
réwnowagi w odpowiedzi typu Thl oraz Th2. Wytwarzana jest glownie przez makrofagi 1
komorki dendrytyczne. Wytwarzaja ja réwniez keratynocyty. Jej wydzielanie pobudzaja
przede wszystkim sktadniki $cian komorkowych bakterii 1 bezposredni kontakt limfocytow
THI1 z komodrkami prezentujacymi antygen. IL-12 stymuluje proliferacje, aktywacje i1

cytotoksycznos¢ limfocytow T i komorek NK, a takze indukuje powstawanie limfocytow
30



Wptyw stopéw metali stanowigcych podbudowe porcelanowych koron protetycznych na ekspresje
cytokin w plynie szczeliny dzigstowej i hodowlach keratynocytéw

Thl oraz wptywa na ich aktywnos$¢ i1 proliferacje (Golab i wsp., 2013). Biologicznie
aktywna IL-12 jest heterodimerem sktadajgcym si¢ z dwoch réznych podjednostek: p35 i1
p40. Udowodniono, ze IL-12 wspdlnie z innymi cytokinami np. IL-18, stymuluje
wytwarzanie IFN-y 1 cytokin prozapalnych, przez co staje si¢ waznym mediatorem
odpowiedzi immunologicznej w chorobach infekcyjnych. Z drugiej strony wytwarzanie 1L-
12 jest regulowane przez IL-4 i IL-10. W ostatnich latach stwierdzono, ze IL-12 pelni
krytyczng rolg¢ w regulacji odpowiedzi immunologicznej w réznych modelach chorob

autoimmunologicznych (Adorini 1999; McGinley i wsp., 2011Db).
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2 CELE PRACY

Wiedza o wptywie stopéw dentystycznych i1 metali wchodzacych w ich sklad na
mikrosrodowisko tkanek przyzebia zgbow pokrytych koronami metalowo-ceramicznymi jest
ciggle niedostateczna. Podjete badania miaty na celu:

1. Zbadanie wptywu koron metalowo-ceramicznych wykonanych z 4 r6znych stopow
metali na srodowisko immunologiczne i mikrobiologiczne w obrebie szczeliny
dzigstowe;.

2. Oceng wplywu jonoéw Au, Ni, Co i Cr na odpowiedz immunologiczng ludzkich

keratynocytow w warunkach in vitro.
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3. MATERIAL I METODY

3.1 Charakterystyka pacjentow

Badaniom poddanych zostalo 65 pacjentow w wieku 30-55 lat ($redni wiek:
42,5 + 8,4 lata), u ktorych wykonano ze wskazan estetycznych tacznie 95 pojedynczych
koron protetycznych metalowo-porcelanowych, z czego 40 koron wykonanych na
podbudowie ze stopu chromo-niklowego, 30 stopu chromo-kobaltowego oraz 25 ze stopu

ztota. Do licowania koron uzyto jednego rodzaju materiatu ceramicznego.

Tabela 1. Charakterystyka ogdlna oséb badanych.

Liczba pacjentow (n) 65
Kobiety/me¢zczyzni 31/34
Sredni wiek 42,5 +8,43
(lata, redni btad, zakres) 30-55
Stan zdrowia
- osoby zdrowe 49
- chorzy na nadci$nienie 12
- chorzy na cukrzyce typu 11 4

Laczna liczba koron na zgbach wtasnych 95
Liczba koron na ze¢bach ze stopow Cr-Ni 40
Liczba koron na zgbach ze stopéw Cr-Co 35
Liczba koron na zebach ze stopow Au 25
Kryterium oszlifowania Ze stopniem

Bez stopnia

Do wykonania podbudowy metalowej uzyto stopow:
e (r-Ni (VeraBond II) o sktadzie Ni 75,55%, Cr 11,50%, Mo 3,50%, Al 2,25%, Ti
0,45%, Nb 4,25%, Si 3,50%;
e (Cr-Co (Wirobond) o sktadzie Co 61,0%, Cr 26,0%, Mo 6,0%, Wo 5,0%, Si 1,0%,
Cer 0,5%;
e Au (Degudent H) o sktadzie Au 84,4%, Pt 8,0%, Pd 5,0%, In 2,5%, Ta 0,1%.
Do licowania koron uzyto porcelany Hera Ceram (Heraus). Korony protetyczne zostaty
zacementowane na cement Ketac Cem radiopaque (3M ESPE).
Pacjenci poddani badaniom, zaréwno kobiety 1 mezczyzni, byli ogdlnie zdrowi,
12 pacjentéw leczylo si¢ na nadci$nienie, ktére byto uregulowane, 4 osoby miaty

uregulowang cukrzyce typu II. Wszyscy pacjenci mieli zdrowg jam¢ ustng, uzgbienie bez
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czynnych ognisk prochnicy, zdrowe przyzgbie. Szczeliny dzigstowe zebow filarowych
miaty glebokos$¢ do 2 mm, nie zawieraly wysicku. Pacjenci nie uzytkowali wcze$niej
zadnych uzupetnien protetycznych.

Wszyscy pacjenci zostali poinformowani o istocie badan oraz wyrazili na nie
ustng i pisemng zgodg¢. Na przeprowadzenie badan u pacjentoéw uzyskano zgode Niezaleznej
Komisji Bioetycznej przy Akademii Medycznej w Gdansku (aktualnie Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego).

Przed rozpoczeciem leczenia  protetycznego pacjenci byli  badani

ogolnostomatologicznie z uwzglednieniem oceny stanu higienicznego jamy ustnej Wwg
wskaznikow Gingival Index (GI) oraz Plaque Index (PII) (wedtug Silness i Loe).
W sytuacji kiedy stan higieny byt niezadawalajacy, tzn. jezeli wskaznik GI lub PII byt
wiekszy niz 0.1 wykonywano zabiegi higienizacyjne, przeprowadzono instruktaz higieny
jamy ustnej 1 na nastgpnej wizycie ponownie oceniono stan higieny i stan kliniczny dzigset.
W przypadku prawidlowego stanu higieny pobierano ptyn do badan ze szczeliny dzigstowe;j
1 przystgpowano do szlifowania ze¢ba 1 wykonania korony.

Z¢by szlifowano zgodnie z obowigzujacymi zasadami nie uszkadzajac przyzgbia
brzeznego. Po oszlifowaniu zebdw 1 wykonaniu wyciskdw pod korony metalowo ceramiczne
zgby zabezpieczano koronami tymczasowymi wykonanymi materialem Omnitemp (firmy

Omnident) umocowanymi za pomocg cementu tymczasowego.

Ocena stanu higieny jamy ustnej
Ocena stanu tkanek przyzebia zgbow filarowych 1 stanowigcych grupe kontrolng

objetych badaniem przeprowadzona zostata przy uzyciu wskaznikéw Gingival Index (GI).
Ocena higieny przy uzyciu wskaznika Plaque Index (PII) (wedlug Silness i Loe). Grupe

kontrolng stanowity zeby pacjentow przed oszlifowaniem.

Wskaznik GI (Gingival Index)

Wskaznik GI (Gingival Index wg Silness 1 Loe) umozliwia jakosciowa oceng
stanu dzigsta uzyskang badaniem dzigsta otaczajacego kazdy zab na czterech powierzchniach
zgba - powierzchni policzkowej, podniebiennej (jezykowej) oraz stycznej blizszej 1 stycznej
dalszej. Wskaznik dzigstowy GI dla danego zgba jest $rednig warto$ci otrzymanych z
badanych powierzchni (Lange D. 1996).

Stan dzigsel oceniano wg kryteriow  klinicznych zmian jakosciowych w tkance migkkiej

dzigsta:
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0 - brak patologicznej zmiany zabarwienia dzigsta (kolor bladorézowy),
I - tagodne zapalenie dzigsta - niewielka zmiana w zabarwieniu dzigsla, brak
krwawienia przy zglebnikowaniu;
2 - umiarkowane zapalenie dzigsta - zaczerwienienie, obrzgk, krwawienie przy ucisku
lub zglebnikowaniu;
3 - ciezkie =zapalenie dzigsta - =znaczne zaczerwienienie, obrzgk, owrzodzenie,
sktonnos$¢ do samoistnego krwawienia.
Przyjeto odpowiednie zakresy wartosci wskaznika Gingival Index:
GI=0 - dzigsta klinicznie bez zmian
GI=0,1-1,0 - tagodne zapalenie dzigset
GI=1,1-2,0 - umiarkowane zapalenie dzigset

GI=2,1-3,0 - ciezkie zapalenie dzigset

Wskaznik PII (Plaque Index)
Stan higieny jamy ustnej oceniano w odniesieniu do z¢bdéw objetych badaniem oraz z¢gbow
kontrolnych przy uzyciu wskaznika PII (Plaque Index wg Silness 1 Loe). Badanie ilosci
migkkich ztogéw nazebnych umiejscowionych w okolicy szyjki zeba filarowego odnoszono
do czterech powierzchni zeba: policzkowej, podniebiennej (jezykowej), stycznej blizszej i
stycznej dalszej. Wskaznik ptytki bakteryjnej PII jest $rednig wartosci otrzymanych dla
danego zgba. Do oceny ptytki bakteryjnej przyjeto nastepujace kryteria:

0 - brak ptytki bakteryjnej,

1 - cienka warstwa plytki bakteryjnej przylegajaca do brzegu dzigstowego 1 szyjki zgba

stwierdzona sonda, ale niewidzialna gotym okiem,

2 - umiarkowane nagromadzenie plytki bakteryjnej na brzegu dzigsta i/lub szyjce zgba

oraz w szczelinie dzigstowej widoczne gotym okiem,

3 - obfite, migkkie ztogi wewnatrz kieszonki dzigstowej, na brzegu dzigsla 1 na

powierzchni korony zeba.
Stan higieny jamy ustnej oceniano, obliczajac odsetek zeboéw z higieng bardzo dobra, dobra,
dostateczng 1 niedostateczng, w tym celu postuzono si¢ nastgpujacymi zakresami wartosci
wskaznika Plaque Index:

PII = 0 - brak ptytki - higiena bardzo dobra,

PII=0,1-1,0 - higiena dobra,

PII=1,1-2,0 - higiena dostateczna,
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PII =2,1-3,0 - higiena niedostateczna.

Na wstepnej wizycie stwierdzono, ze wskaznik GI u 23 pacjentéw wynosit 0, u 42 byt
w granicach 0,1 - 1,0, natomiast wartos¢ wskaznika PII u 23 pacjentow wynosita 0, u 34
byta w granicach 0.1 - 1.0 a u 8 pacjentow w granicach 1.1 — 2.0. U pacjentéw ze
wskaznikiem GI 1 PII > 0,1 wykonano higienizacj¢ jamy ustnej, przeprowadzono instruktaz
higieny jamy ustnej, odroczono pobranie ptynu ze szczeliny dzigstowej i wykonanie koron i
wyznaczono wizyte kontrolng za 7 dni. Po tygodniu ponownie okreslono oba wskazniki i
po stwierdzeniu u wszystkich tych pacjentow zerowa warto$¢ obu wskaznikow przystgpiono

do pobrania ptynu ze szczeliny dzigstowej i wykonania koron.

Pobranie plynu ze szczeliny dzigslowej

Do badan immunologicznych plyn ze szczeliny dzigstowej pobierano za pomocg jalowych

paskéw filtracyjnych  (Periopaper Strips, USA), za§ do badan mikrobiologicznych za

pomoca jatlowych ¢wiekéw endodontycznych .

A/ Ptyn ze szczeliny zebowej zgba filarowego pobierano trzykrotnie w celu oznaczenia

stezenia cytokin:

Przed rozpoczeciem procedury protetycznej, po ocenie miejscowego stanu przyzebia i

higieny jamy ustnej. Dla kazdego pacjenta dane uzyskane przed oszlifowaniem z¢bow

okreslano w rozdziale ,,Wyniki” jako warto$ci kontrolne, a zestawienie wynikow dla
wszystkich badanych okreslano jako grupe kontrolng (,,kontrola”).

2. Po 1 tygodniu od zacementowania korony. Przed pobraniem materiatu dokonywano
oceny stanu przyzgbia 1 higieny jamy ustnej. Zespo6t takich dane okreslono w rozdziale
»Wyniki” jako grupe T1 (a na wykresach jako ,,prim”).

3. Po 6 miesiagcach od zacementowania koron, wg powyzszej procedury. Dane opisano w

rozdziale ,,Wyniki” jako grupe T2 (a na wykresach jako ,,bis”).

B/ Plyn ze szczeliny zebowej zeba filarowego w celu oznaczenia S$rodowiska
mikrobiologicznego: pobierano dwukrotnie:
1. Przed rozpoczeciem procedury protetycznej, po ocenie miejscowego stanu przyzebia
1 higieny jamy ustnej (grupa kontrolna, ,.kontrola”™).

2. Po 6 miesigcach od zacementowania koron wg opisanej powyzszej procedury.
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Badania in vitro

Wpltyw jonéw Au, Cr, Co i Ni na morfologi¢ keratynocytow badano na izolowanych
komorkach nablonka blony S$luzowej jamy ustnej. Komoérki pochodzily od zdrowych
pacjentow odpowiadajagcym wiekowo grupie badanej (n=8), poddanych rutynowym
zabiegom chirurgicznym, usunigcia trzecich zgbow trzonowych. Btona $luzowa tych

pacjentdw byta zdrowa, bez zmian patologicznych, bez cech stanu zapalnego.

3.2 Materialy do hodowli komoérkowej

3.2.1 Aparatura

Aparat fotograficzny cyfrowy (Canon, Japonia), Power Shot A95

Inkubator z regulowanym przeplywem dwutlenku wegla (Nuaire, USA)

Cytometr przeptywowy LSRII (Becton Dickison) wyposazony w lasery emitujace $wiatlo o
dhugosci fali 355 nm (UV), 488 nm, 633 nm

Komora laminarna klasy II (Kendro HS12, Niemcy)

Komora Fuchsa-Rosenthala do liczenia komodrek (Marienfeld, Niemcy)

Mikroskop $wietlny odwrocony z kontrastem fazowym z acznikiem do aparatu cyfrowego
(Opta-Tech)

Pipety zmiennopojemnosciowe (Medlab Products, Polska)

Waga elektroniczna (Rad WAG)

Wirowki: Sigma 4K 15, 3K 15, Eppendorf 5810R

Vortex (IKA, Niemcy)

3.2.2 Odczynniki do hodowli komorkowej

Trypsyna (0,5g/1 oraz 0,2g/1 EDTA w roztworze Hanksa z dodatkiem czerwieni fenolowej),
(nr kat. T3924, Sigma, Niemcy)

PBS (sdl fizjologiczna buforowana fosforanem) bez wapnia i magnezu, (nr kat. D8537,
Sigma, Niemcy)

Roztwor penicyliny 1 streptomycyny (50x) (nr kat. P4458, Sigma, Niemcy)

Dyspaza II (nr kat. 17105-041, Gibco, Niemcy)
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3.2.3 Suplementy hodowli komdrkowej
Bydleca surowica ptodowa (FBS) — (nr kat. 10099133, Invitrogen USA)
Antybiotyki — penicylina ze streptomycyng — (Sigma, Niemcy)

3.2.4 Podloze hodowlane dla komorek
Podloze podstawowe KBM-2 (nr kat. CC3103, Clonetics, USA).
Zestaw czynnikéw wzrostu KGM-2 (,,SingleQuot KIT”) nr kat. CC4152, zawierajacy ludzki
rekombinowany, naskorkowy czynnik wzrostu (10 ng/ml), ekstrakt z przysadki bydlecej
(0,4% v/v), insulina (5 pg/ml), hydrokortyzon (0,5ug/ml), transferyna (5 pg/ml),
gentamycyna/amfoterycyna B (50 pg/ml) — wszystkie z firmy Clonetics, USA.

3.2.5 Zwiazki badanych metali uzytych do hodowli z keratynocytami
Chlorowodorek ztota (HAuCly 3H,0, POCh, Gliwice, Polska)
Chlorek kobaltu (CI, 6H,0, POCh, Gliwice, Polska),
Chlorek niklu (NiCl, 6H,O, POCh, Gliwice, Polska),
Chlorek chromu (CrCl; 6H,0, POCh, Gliwice, Polska).

3.2.6 Sprzet laboratoryjny
Butelki hodowlane o powierzchni 75 cm? lub 25 cm? (Sarstadt, Niemcy)
Ptytki 12-dotkowe (Sarstadt, Niemcy)
Sterylne pojemniki typu Corning o pojemnosci 151 50 ml
Probowki do cytometru o pojemnosci 5 ml (Sarstadt, Niemcy)
Sterylne szalki Petriego o $rednicy 6 cm (Sarstadt, Niemcy)
Zdrapywaczki, koncowki do pipet automatycznych
Pipety transferowe 3 ml, 10 ml (Sarstadt, Niemcy)
FILtry 0,22 pm (Falcon BD, Niemcy)

3.2.7 Oprogramowanie
Statistica 10,3 (Statsoft, Tulsa, OK, USA)
WinMdi
FACSDiva Software (Becton Dickinson, USA)
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3.3 Metody

3.3.1 Oznaczanie zawartosci cytokin w plynie szczeliny dzigslowej

Do badan immunologicznych ptyn ze szczeliny dzigslowej zostat pobrany na
specjalne jalowe paski filtracyjne (Periopaper Strips, USA). Celem ekstrakcji cytokin, paski
umieszczono w 0,5 ml roztworu NaCl na 24 h. Nastgpnie probki odwirowano i zamrozono
w -80 °C do czasu wykonania oznaczef.

Oznaczanie ilo$ci cytokin przeprowadzono w Zaktadzie Histologii GUMed przy
uzyciu cytometru przeptywowego LSR II (Beckton-Dickinson, USA). Badanie polegato na
pomiarze iloSciowym pieciu cytokin: IFN-y, IL-8, IL-10, IL-12p70 i TNF-a, z
wykorzystaniem komercyjnie dostepnych zestawow do oznaczania cytokin (Flex-Set, BD,

USA).

3.3.2 Izolacja enzymatyczna keratynocytow

Fragmenty niezmienionej zapalnie blony $§luzowej pobierane byly przez lekarza
prowadzacego rutynowy zabieg chirurgiczny dhlutowania zatrzymanych zebow oOsmych
dolnych, nastgpnie umieszczane w roztworze PBS, zawierajagcym penicyling (400 U/ml) oraz
streptomycyne (400 pg/ml) i przenoszone do lodéwki (4 °C). W tym roztworze blona
Sluzowa transportowana byta do laboratorium. Dalsze etapy izolacji odbywaly sie¢ w
warunkach aseptycznych w komorze laminarnej. Przed procedura izolacji bong §luzowa
inkubowano w 70% etanolu prze okres nie dtuzszy niz 10 sekund. Zapewniato to brak
kontaminacji ze strony bakterii 1 grzybow w trakcie hodowli, a jednocze$nie nie obnizato
przezywalno$ci komoérek. Btone §luzowg nastepnie ptukano (PBS) i1 inkubowano przez noc
(4°C) w roztworze uprzednio przefiltrowanej dyspazy II (2,0 U/ml). Kolejnym etapem byto
mechaniczne oddzielenie samego nablonka od tkanki tacznej. Nabtonek nastepnie
umieszczany byt w roztworze trypsyny/EDTA na 30 min. w temp. 37°C, po tym czasie
komorki przechodzace do roztworu trypsyny byly zbierane (pipeta) i1 przenoszone do
pozywki zawierajacej 10% surowice bydleca. Kolejno komorki byty odwirowywane (1500
obr/min), a pozywka z trypsyna zlewana. Komorki natomiast zawieszane byly w
odpowiedniej objetosci pozywki, intensywnie rozdzielane przez wielokrotne pipetowanie
oraz zliczane pod mikroskopem odwroconym. Dodatkowo kazdorazowo badano
przezywalno$¢ komorek przy zastosowaniu roztworu biekitu trypanu (0,4%) oraz komory

Fuchsa-Rosenthala (obliczanie ggstosci komorek).
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3.3.3 Hodowla keratynocytow

Komorki do doswiadczen hodowane byly w pozywce podstawowej (KBM,
Clenetics, nr kat. CC-3107), ktora zawierala dodatkowo zestaw czynnikéw wzrostu (KGM):
ludzki rekombinowany naskorkowy czynnik wzrostu (10 ng/ml), ekstrakt z przysadki
bydlecej (0,4% v/v), hydrokortyzon (0,5 pg/ml), transferyna (5 pg/ml), insulina (5 pg/ml),
gentamycyna oraz amfoterycyna B (50 pg/ml). Czynniki wzrostu przechowywano w temp. -
20°C. Gotowa do uzycia pozywka KBM lacznie z KGM przygotowywana byta kazdorazowo
w objetosci 50 ml i przechowywana w temp. 4°C nie dtuzej niz 7 dni. W przypadku komorek
hodowanych przez pierwsze 24 godz. (bezposrednio po izolacji) stosowano pozywke
zawierajaca 10% pltodowa surowice bydleca (nr kat. 10099133, Invitrogen, USA). Pozywka
zmieniana bylta co drugi dzien. Hodowla komoérek monitorowana byta codziennie za pomocag

mikroskopu odwrdconego z kontrastem fazowym.
3.3.4 Pasazowanie komorek

Pierwszy pasaz komorek odbywat si¢ w hodowli pierwotnej po uzyskaniu przez
komorki pokrycia powierzchni szalki (konfluencji) okoto 30-40% i prowadzony byt w celu
namnozenia keratynocytéw. Pasaz polegal na usunigciu pozywki z szalki lub butelki,
nastepnie komorki przeptukiwano roztworem PBS (o temperaturze 37°C), po czym komorki
inkubowano w roztworze trypsyny (0,05%) z dodatkiem EDTA (0,02%) przez 20 min. w
temp. 37°C. Komoérki bedace w zawiesinie byly nastepnie pipetowane kilkukrotnie i
przenoszone do pozywki zawierajacej 10% surowicg (neutralizacja trypsyny). Komoérki w
dalszym etapie byly odwirowywane (1500 obr/min), pozywka usuwana, natomiast komorki
rozpipetowywane”, liczone i przenoszone do naczynia hodowlanego w liczbie 2,5X10*
zywych komorek/cm®. Po 24 godzinach hodowli pozywka (z surowica) byla usuwana
facznie z komorkami, ktore nie przylegaly do podloza 1 zastepowana nowym medium
(KGM). Kolejne pasaze wykonywane byly (wg opisanej procedury) po osiggnigciu przez
komorki konfluencji 80-90%.

3.3.5 Ocena wplywu wybranych joné6w na morfologi¢ hodowanych keratynocytow

Do doswiadczen wykorzystywano komodrki po pierwszym pasazu, ktore
osiggnety 60-70% konfluencji. Komoérki hodowano na ptytkach 12-dotkowych w opisanych
wyzej warunkach. Stymulacja odbywata si¢ poprzez dodawanie do medium hodowlanego
roztworu PBS w objetosci 10 pl, zawierajacego odpowiednie stezenie wybranego jonu. Po

48 godzinnej hodowli w tak przygotowanych warunkach, supernatant znad komorek (1,0 ml)
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przenoszony byt do probowek i przechowywany w temperaturze -70°C do czasu analizy
ilosci cytokin. Na podstawie danych literaturowych wybrano nizej wymienione st¢zenia
jonéw do doswiadczen: Au — 20uM (w formie HAuCly 3H,0), Co — 100 uM (CoCl, 6H,0),
Ni— 100 uM (NiCl, 6H,0), Cr — 200 uM (CrCl; 6H,0).

3.3.6 Oznaczanie stezenia cytokin metoda Flex Set

Do okres$lenia stezenia wybranych cytokin (IFN gamma, IL-10, IL-8, TNF-a, IL-
12p70) w supernatantach (nadsaczach) hodowli komoérkowych, wybrano metode Flex Set
(Becton Dickinson, USA), opartg na technice cytometrii przeptywowej. Metoda ta pozwala
na jednoczesne okreslenie stezenia wielu biatek rozpuszczalnych w badanym roztworze.
Stezenie to odpowiada fluorescencji fluorochromu zwigzanego =z przeciwcialem,
skierowanym przeciw danej cytokinie. Pierwszy etap procedury polegal na przygotowaniu
seryjnych rozcienczen badanych cytokin, w celu wykreslenia krzywej wzorcowe;.
Rozcienczenia te odpowiadaty stezeniom od 2500 pg/ml do 10 pg/ml dla badanej cytokiny.
Nastgpnie wybarwiano probki badane oraz probki wzorcowe kuleczkami optaszczonymi
przeciwcialami (50 pl na prébke), nastgpnie przeciwciatami reporterowymi (50 pl na
probke) sprzezonymi z fikoerytryng. Po procedurze wybarwiania, probki ptukano,
wirowano, nast¢pnie zawieszano w 300 ul roztworu do ptukania. Tak przygotowane proby
poddawano procedurze analizy cytometrycznej. Wykorzystywano cytometr przeplywowy
LSR II (Becton Dickinson), wyposazony w trzy lasery. Zbierano sygnal FSS/SSC oraz
fluorescencje barwnikéw APC, APC-Cy7, PE. Dane analizowano nastgpnie przy uzyciu
oprogramowania FCAP Array (Becton Dickinson) i prezentowano, jako stezenia w pg

cytokiny na 1 ml medium hodowlanego (supernatantu).

3.3.7 Badania mikrobiologiczne plynu ze szczeliny dziastowej

Badania objety 65 pacjentow. Do badan mikrobiologicznych dwukrotnie, (tj. przed
zacementowaniem koron — ,,kontrola” oraz w 6 miesi¢cy po ich zacementowaniu — grupa
,badana”) pobierano ptyn ze szczeliny dzigstowej, ktorej gtebokos¢ nie przekraczata 2 mm.
Ptyn byl pobierany jalowym ¢wiekiem endodontycznym, umieszczany w pojemniku
zawierajagcym plyn transportowy (przygotowany metoda PRAS) i w czasie 1 godziny
przesytany do laboratorium w Zaktadzie Mikrobiologii Jamy Ustnej Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, ktérego kierownikiem jest: prof. dr hab. Anna Kedzia. Z
kazdego materialtu wykonywano preparat, ktory byl barwiony metoda Grama oraz

dokonywano posiewu na powierzchni podlozy agarowych, odpowiednich dla danego
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drobnoustroju. Badania mikrobiologiczne dotyczyly oceny iloSciowe] 1 jakoS$ciowej
drobnoustrojéw obecnych w pobranym materiale zgodnie z obecnymi zasadami analizy
mikrobiologicznej (Krieg 1 wsp. 1984; Mahnon 1 wsp. 2007). W celu okreslenia liczby
drobnoustrojéw badany material (po ujednoliceniu mieszalnikiem mimosrodowym), byt
seryjnie rozcienczany w odpowiednim bulionie tzn. bulionie tioglikolanowym - bakterie
beztlenowe i mikroaerofilne, w bulionie BHI (Difco) - bakterie tlenowe i wzglednie
beztlenowe, bulionie Sabourauda - grzyby drozdzopodobne. Nastepnie probki w ilosci 0,1
ml byly posiewane na odpowiednie podiloza agarowe (zaleznie od drobnoustrojow) i
hodowane w 37° C odpowiednio dlugo we wiasciwych warunkach dobranych zaleznie od
mikroorganizméw. Do posiewu bakterii beztlenowych i mikroaerofilnych uzyto agaru dla
beztlenowcow z dodatkiem 5% krwi baraniej, menadionu 1 heminy; dla bakterii tlenowych 1
wzglednie beztlenowych agaru Muellera-Hintona z dodatkiem 5% krwi baraniej 1 dla
grzybdw drozdzopodobnych agaru Sabourauda. Po inkubacji liczono wyhodowane kolonie.

W celu wyhodowania obecnych w materiatach drobnoustrojéw pobrany materiat posiewano
na odpowiednie podloza niewybidrcze 1 wybiorcze dla bakterii beztlenowych 1
mikroaerofilnych, bakterii tlenowych i wzglednie beztlenowych oraz dla grzyboéw
drozdzopodobnych. Hodowle tych posiewdéw prowadzono w 37 °C (zaleznie od rodzaju
drobnoustrojéw) w warunkach beztlenowych, mikroaerofilnych i tlenowych przez
odpowiednio dtugi czas. Probki do badan mikrobiologicznych pobierano od pacjentow

niezaleznie od prob przeznaczonych do analizy stezenia cytokin.

3.3.8 Badania w kierunku bakterii beztlenowych

Pobrane materiaty posiewano na nastepujace podtoza: agar dla beztlenowcow z
dodatkiem 5% Krwi baraniej, menadionu i heminy (po 10 pg/ml), podtoza wybiorcze t;.
Agar dla beztlenowcow zawierajacy 5% krwi baraniej, z dodatkiem: kanamycyny i
wankomycyny oraz kanamycyny i neomycyny; Fusobacterium Medium (Difco) i agar z
dodatkiem zolci i eskuliny. Podloza byty inkubowane w warunkach beztlenowych w 37° C,
w anaerostatach wypetionych mieszaning gazéw o sktadzie: 10% C0,, 10% H; 1 80% Ny,
zawierajacych katalizator palladowy i wskaznik warunkéw beztlenowych. Po 10 dniowej
inkubacji oceniano morfologi¢ wyhodowanych kolonii, ich zdolno$¢ do fluorescencji (w
promieniach UV), cechy biochemiczne (testy APl 20A, bioMerieux) oraz wytwarzanie z
glukozy kwasow ttuszczowych od C; do Cg, kwasu mlekowego, bursztynowego i

fumarowego (metoda chromatografii gazowej). Wyhodowane szczepy bakterii beztlenowych
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byty identyfikowane na podstawie schematow przedstawionych w Anaerobe Laboratory
Manual V.P.I. (Holdeman, 1977), Bergey’s Manual (Krieg N.R 1984), uwzgledniajac

zmiany taksonomiczne.
3.3.9 Badania w kierunku paciorkowcow i paleczek Lactobacillus

Materiaty posiewano na powierzchni agaru Mitis Salivarius 1 agaru odzywczego z do
datkiem 5% krwi baraniej. Inkubacje posiewow prowadzono przez 48 godzin w temp. 37° C,
w an aerostatach zawierajacych mieszaning gazow: 10% CO0, i 90% N,, a nastepnie w temp.
pokojowej przez kolejne 48 godzin. Szczepy paciorkowcdéw byty identyfikowane na
podstawie testow API 20STREP (bioMerieux), zgodnie z zaleceniami producenta oraz
Bergey’s Manual (Krieg N.R 1984). Natomiast w celu wyizolowania pateczek z rodzaju
Lactobacillus material posiewano na podtoze Lactobacilli MRS Agar (Difco) oraz agar
wzbogacony dodatkiem 5% krwi baraniej. Inkubacj¢ prowadzono w anaerostatach
zawierajagcych CAMPY Pak (bioMerieux) przez 48 godzin w 37° C. Szczepy

identyfikowano na podstawie Bergey’s Manual.
3.3.10 Badania w kierunku bakterii mikroaerofilnych

Materialy pobrane od pacjentow byly posiewane na powierzchni Agaru Brucella
(Difco) i Agaru Columbia (Difco), ktore zostaty wzbogacone dodatkiem 5% krwi baranie;.
Hodowle prowadzono w anaerostatach zawierajacych CAMPY Pak'™ EZ (Becton
Dickinson), w temp.37° C przez 4 — 5 dni. Identyfikacji wyhodowanych szczepow bakterii
mikroaerofilnych dokonywano na podstawie cech morfologicznych 1 biochemicznych,
wykorzystujac odpowiednie testy API (BioMerieux), zgodnie z obowigzujgcymi przepisami

(Mahnon C.R, 2007).

3.3.11 Badania w kierunku bakterii tlenowych i wzglednie beztlenowych

Materiaty posiewano na podloza niewybiorcze (agar odzywczy, agar odzywczy z
dodatkiem 5% krwi baraniej, wybiorcze i wybiorczo-réznicujace m.in. Agar MacConkey i
Agar Chapmana) i hodowano przez 24 — 48 godzin w temp. 37° C w warunkach tlenowych.
Identyfikacji wyhodowanych szczepow bakterii tlenowych dokonywano na podstawie
morfologii kolonii, odpowiednich testow API (bioMerieux), zgodnie z obowigzujacymi

zasadami.
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3.2.12 Badania w kierunku grzybéw drozdzopodobnych

Materialy zostaly posiane na poditoze Sabourauda. Inkubacje posiewdw
prowadzono w temp. 37° C przez 1 — 3 dni w warunkach tlenowych. Szczepy grzybow
drozdzopodobnych byty identyfikowane na podstawie morfologii kolonii, wzrostu na
podiozu CHROMagar (BioRad), testu fi lamentacji, zdolnosci do wytwarzania
chlamydospor oraz testow biochemicznych (20 C AUX) ( bioMerieux) (Krzysiak i wsp.
2011).

3.3.13 Analiza statystyczna

Wszystkie obliczenia wykonano za pomocg arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel
wersja 2007 oraz pakietu statystycznego Statistica wersja 8.5 (Statsoft, Krakow). W opisie
statystycznym danych ilo§ciowych postuzono si¢ klasycznymi miarami potozenia takimi jak
srednia arytmetyczna i mediana, oraz odchyleniem standardowym 1 rozstgpem jako
ogbélnymi miarami zmiennos$ci. Normalno$¢ rozkladu zmiennych cigglych i rownos¢
wariancji badanej cechy w grupach badano odpowiednio testem W Shapiro-Wilka i testem
réwnosci wariancji. Przy poréwnaniu dwoch grup dla danych ilosciowych postuzono sie
testem t-Studenta dla danych parametrycznych o rozkladzie normalnym i jednorodnych
wariancjach oraz testem U Manna-Whitney’a w wypadku niestwierdzenia spelnienia
powyzszych zatozen. Przy porownaniu wigkszej liczby grup dla danych ilosciowych
parametrycznych posluzono si¢ metoda analizy wariancji (ANOVA), a dla danych
nieparametrycznych jej odpowiednikiem nieparametrycznym - testem Kruskala-Wallisa.
wraz z testami poréwnan wielokrotnych post hoc. W ocenie danych zmieniajacych si¢ w
czasie ze wzgledu na charakter rozkladu zmiennych przy poréwnaniu dwukrotnym
wykorzystano test kolejnosci par Wilcoxona, a porownujac wielokrotnie uzyto odmiany
analizy wariancji wedlug Friedmana. W celu oceny sity, kierunku i istotnosci powigzania
zmiennych postuzono si¢ wspolczynnikiem korelacji liniowej Pearsona, a dla danych
nieparametrycznych wspoéiczynnikiem korelacji rang Spearmana. We wszystkich testach

statystycznych za poziom statystycznej istotno$ci rdéznic przyjeto p<0,05.
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4 WYNIKI

4.1 Stezenie cytokin w plynie szczeliny dzigstowej po 1tygodniu i po 6
miesiqgcach od zacementowania koron.

Z danych przedstawionych w Tab. 2 wynika, ze wystapily duze roznice
pomigdzy stezeniami poszczegdlnych cytokin zarowno w grupie kontrolnej (przed
zacementowaniem), jak i po tygodniu i pét roku od zacementowania. W zbiorczej tabeli nie
uwzgledniono rodzaju stopu, umiejscowienia korony, sposobu preparacji zg¢ba 1 pici.
Znamienne statystycznie rdznice dotyczyly IFN-y, IL-8 oraz IL-10.

Tabela 2 . Srednie stezenia badanych cytokin w catej badanej grupie pacjentéw (n=65)

bezposrednio przed oszlifowaniem zg¢ba (kontrola), po 1 tygodniu (T1) i po 6 miesigcach
(T2) od zacementowania koron.

Kontrola T1 T2
TNF 0,42 +0,31 0,52 +0,21 1,00 +0,44*
IFN-y 0,95 +0,45 1,038 0,31 0,45 +£0,32% A
IL-8 27,95 11,2 290,39 £43 ,44%** 306,02 £59,44%**
IL-10 0,61 +0,33 0,95 +0,45* 1,14 +0,41*
IL-12 1,74 £0,53 1,97 £0,74 2,11 £0,67

Dane przedstawiaja $rednie stezenie oraz odchylenia standardowe (= OS) dla wszystkich rodzajow
zastosowanych stopow (pg/ml). =" statystycznie znamiennie rézne od kontroli, odpowiednio
p<0.05, p<0.01ip<0.001.* statystycznie znamiennie rézne od T1, p<0.05. Tak jak opisano w
Rozdziale ,,Metody” analiza statystyczna wynikow zostala przeprowadzona gtdownie w oparciu o
nieparametryczny test U Manna-Whittney’a.

Ryc. 1 przedstawia st¢zenia badanych cytokin w plynie szczeliny dzigstowej w
grupie kontrolnej oraz po 1 tygodniu i 6 miesigcach od zacementowaniu koron. Po tygodniu
od zacementowania poziom IFN-y nie roznit si¢ od kontroli, natomiast po 6 m-cach
zmniejszyt si¢ dwukrotnie (Ryc. la). Warto zauwazy¢ jednak, iz stezenie IFN-y we

wszystkich przypadkach byto bardzo niskie.
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W przypadku IL-8 stezenie tej cytokin bylo relatywnie niskie w warunkach
kontrolnych, jednak juz po tygodniu od zacementowania koron byto kilkunastokrotnie
wyzsze 1 pozostawato na tym poziomie takze po 6 m-cach od zacementowania (Ryc. 1b).
Takze st¢zenie IL-10 bylo istotnie wyzsze niz u kontroli po uptywie tygodnia od
zacementowania i nie ulegato istotnej zmianie po 6 miesigcach (Ryc. 1¢). Natomiast stezenia
TNF-a oraz IL-12 w ptynie kieszonki dzigslowej nie zmieniaty si¢ w poréwnaniu do kontroli

ani po 1 tygodniu ani po 6 m-cach od zacementowania koron (Tab. 2).

Bez podziatu na grupy Bez podziatu na grupy
Wykres ramka-wasy a) Wykres ramka-wasy b)
14 400
350
12
— — 300
E E
<10 S
g 2 250
z o
L 08 = 200
o 6 m-cy o)
§ * 8 150
%06 1 tydz !
% Z 100
0,4 50
o $redn\a = o $rednia
02 - — [ SredniazBiad std 0 , [ $rednia+Biad std
kontr inter b.bisinter T Srednia+1,96"Blad std kontr 11-8 b.bislI-8 T Sredniaz1,96"Blad std
b.prim inter b.primlI-8
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Ryc. 1. Wykresy przedstawiajg zalezno$¢ migdzy
czasem od zacementowania a st¢zeniem cytokin:
Oznaczenia ‘prim’ i ‘bis’ na tym i na nast¢gpnych
wykresach odnosza si¢, odpowiednio, do okresu
1 tygodnia i 6 miesigcy od nalozenia korony. a)

o
[<2]

Stezenie IL-10 [pg/ml]
o
[=-]

04
’ INF, b) IL-8, c¢) IL-10. Wykresy przedstawiaja
02 : O oo g std $rednig £ SEM oraz przedziaty ufnosci ($rednia +
kontr”-goprimn-?&? =0 T Srechiaz 1,96 Blad std 1,96 SEM). *Roéznica istotna statystycznie,

p<0,05 (n=95).
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4.2. Wplyw rodzaju stopu metalu na stezenia cytokin w ptynie
szczeliny dzigstowej po zacementowaniu koron

W Tabeli 3 przedstawiono $rednie st¢zenia cytokin w plynie szczeliny
dzigstowej po 1 tygodniu i 6 miesigcach od zacementowania w zalezno$ci od rodzaju stopu
korony, ale bez uwzglednienia umiejscowienia korony, sposobu preparacji zeba i pftci.

W warunkach kontrolnych uzyskano bardzo podobne stezenia wyjsciowe dla
okreslonych cytokin. Natomiast rézne rodzaje stopéw w roznym zakresie wpltywaty na
stezenie cytokin w ptynie szczeliny dzigstowej, przy czym najbardziej istotne roznice

zaobserwowano dla IL- &.

Tabela 3. Wpltyw materiatu koron na st¢zenia badanych cytokin po zacementowaniu.
Wartosci przedstawiaja sredniag + odchylenie standardowe (pg/ml).

Kontrola | T1 T2 Kontr. T1 T2 Kontrola | T1 T2

Cr-Ni Cr-Ni Cr-Co Cr-Co Au-Pt Au-Pt

TNF | 0,37 0,21 | 0,46 + 1,64 0,50 0,55 0,63 0,45+0,21 | 0,53 40,12 | 0,54 +
0,20 +0,56** | 0,32 +037 +0,23# 0,20

IFNy | 0872023 | 1,35 0,82 0,83 0,80 0,60 0,89 £023 | 0,86 +0,31 | 0,15+
£0,34*% | 2021 | 20,11 £0,29%* +0,33% 0,11%*

IL-8 | 29,7113 | 5232+ | 4933+ | 264+ 2173+ | 3066+ |275+ 98,6 + 65,8 +
123,4%% | 1153%* | 14,33 745%x%4 | 87.90%%% | 12,42 34,20%* 23,45%*
@ @

IL- 0,51 £0,32 | 0,94 0,96 0,35 0,94 1,05 0,47 £0,11 | 0,97 1,49

10 40,41 +0,29 +011 £0,23%*% | £0,32%* +0,24%* £0,29%*

1L- 1,82 40,39 | 1,78 1,73 1,85 2,19 1,95 1,48 £0,44 | 1,97 0,73 | 2,87

12 +0,45 +0,54 +0,67 +0,76 +0,68 +0,56

K - grupa kontrolna, T1 - po 1 tygodniu, T2 - po 6 miesiacach od zacementowania korony.

4%k wartoSci znamiennie statystycznie rozne od odpowiedniej kontroli, odpowiednio p<0.05 i
p<0.01; © znamienna rdznica miedzy Cr-Ni a Au-Pt dla odpowiadajacych sobie okresow
czasowych (T1 lub T2), p<0.05;  znamienna réznica miedzy Cr-Co a Au-Pt dla odpowiadajacych
sobie okreséw czasowych (T1 lub T2), p<0.05; “znamienna réznica migdzy Cr-Co a Cr-Ni dla
odpowiadajacych sobie okreséw czasowych (T1 lub T2), p<0.05.

Dane przedstawione na Rycinach 1-4 odnosza si¢ do pomiaru st¢zen cytokin dla
okreslonych rodzajow stopu po jednym tygodniu i 6 miesigcach od zacementowania. Dane
wskazuja na to, ze korony wykonane na bazie stopéw niklu (Cr-Ni) powodowaly prawie
czterokrotnie wyzsze stezenie TNF-a w plynie szczeliny dzigstowej w poréwnaniu do koron
wykonanych ze stopéw na bazie kobaltu (Cr-Co) 1 ztota (Au-Pt). Jednak efekt ten byt

widoczny jedynie po 6 miesigcach od zacementowania (ryc. 2).
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Ryc. 2. Zalezno$¢ migdzy rodzajem stopu Ni (Cr-Ni), Co (Cr-Co), Au (Au-Pt) a stezeniem
TNF po 1 tygodniu (lewy panel) oraz po 6 miesigcach (prawy panel). Opis danych jak dla
ryciny 1. *Ro6znica istotna statystycznie wzgledem kontroli dla p<0,05.

Wykr. ramka-wasy wzgledem grup Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: b.prim inter Zmienna: b.bisinter

20 1,0

1.8 0,9

1,6 0.8
E 14 E 07
212 S0
4 z
L 1,0 %—) 0,5
2 Q
5 08 @ 04 %
N N
& 0.6 & 0,3

0,4 0.2

0.2 0,1

0.0 o Srednia 00 0 Srednia

' Ni Co Au [ SredniaBfad std ’ Ni Co Au [ SredniaBtad std
1 Srednia+1,96"Blad std T Srednia+1,96"Biad std
stop stop

Ryc. 3. Zalezno$¢ miedzy rodzajem stopu (Ni, Co, Au) a stezeniem INF po 1 tygodniu (lewy
panel) oraz po 6 miesigcach (prawy panel) od zacementowania koron. Opis danych jak dla
ryciny 1. *, *¥* Réznica istotna statystycznie, odpowiedni P<0,05 oraz p<0,01.
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Ryc. 4. Zalezno$¢ migdzy rodzajem stopu (Ni, Co, Au) a stezeniem IL-8 po 1 tygodniu (lewy
panel) oraz po 6 miesigcach (prawy panel) od zacementowania korony. Opis danych jak dla
ryciny 1. *Roznica istotna statystycznie dla P<0,05.
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Ryc. 5. Zalezno$¢ miedzy rodzajem stopu (Ni, Co, Au) a stezeniem IL-10 po 1 tygodniu
(lewy panel) oraz po 6 miesigcach (prawy panel) od zacementowania koron. Opis
danych jak dla ryciny 1.
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Ryc. 6. Zalezno$¢ migdzy rodzajem stopu (Ni, Co, Au) a stezeniem IL-12 po 1 tygodniu
(lewy panel) oraz po 6 miesigcach (prawy panel) od zacementowania koron. Opis
danych jak dla ryciny 1.

Dane przedstawione na Ryc. 3 wskazujg na to, ze korony wykonanych ze stopow
na bazie Ni 1 Co powodowatly istotne statystycznie zwigkszenie stezenia IFN-y w plynie
szczeliny dzigstowej w porownaniu do koron wykonanych ze stopu na bazie Au. Rycina 3
pokazuje takze, ze w przypadku koron wykonanych ze stopu szlachetnego zaobserwowano
znamienny spadek stezenia IFN-y po 6 miesigcach od zacementowania ponizej wartosci
uzyskanych dla w badaniu przed oszlifowaniem zgbow. Wartosci kontrolna i oznaczona po
1 tygodniu od zacementowania koron byly zblizone. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz we
wszystkich tych przypadkach stezenie IFN-y bylo bardzo niskie.

W odniesieniu do IL-8 stwierdzono statystycznie istotne réznice w stezeniu tej
cytokiny w zaleznosci od rodzaju uzytego stopu. Zaobserwowano wzrost ekspresji 1L-8 w
przypadku zastosowania stopéw na bazie Ni i Co w poréwnaniu ze stopem Au (ryc. 4).

Dotyczyto to zaréwno probek pobranych po 1 tygodniu od zacementowania jak i po 6
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miesigcach. W przypadku IL-10 nie zaobserwowano znaczacych réznic w ekspresji dla
poszczegblnych stopow, za wyjatkiem stopéw Au. W tym ostatnim przypadku nastapit
wzrost poziomu IL-10 dla préobek pobranych po 6 miesigcach (ryc. 5). Stwierdzono
natomiast réznice w poziomie ekspresji IL-12 po tygodniu (nieznaczna) i po szesciu
miesigcach (istotna statystycznie) od momentu zacementowania koron dla stopéw zlota (ryc.
6). Nalezy jednak zaznaczy¢, iz warto$ci stezen tej cytokiny dla wszystkich przypadkéw

bardzo niskie.
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4.3. Wplyw pfci na stezenie cytokin u w plynie szczeliny dzigstowej po
zacementowaniu koron

Tabela 4. Wptyw plci na stgzenia badanych cytokin po zacementowaniu dla wszystkich

koron niezaleznie od stopu.

Kontrola T1 T2 Kontrola T1 T2 Kontrola T1 T2
K+M K+M K+M K K K M M M
(n=65) (n=31) (n=34)
TNF 0,42+ 0,52+0,21 1,000, 0,33+ 0,43+ 1,14+ 0,54+ 0,64+ 0,81+
0,31 44% 0,11 0,12 0,38* A 0,21 0,22 0,34
IFN 0,95+0,45 1,04+ 0,45+ 1,20+ 1,07+ 0,38+ 0,64+ 0,97+ 0,56+
0,31 0,32% 0,39 0,44 0,13* A 0,21 0,39 0,21
1L-8 27,95+11,2 290,39+ 306,02+ | 29,63+ 210,41+ 254,63+ 25,76+ 395,20+ 373,36+
43,44%* 59,44%* | 11,23 76,33 98,33%* 12,33 156,22%* 87,44%*
sk
IL-10 0,61+0,33 0,95+ 1,141+ 0,72+ 0,86+ 1,02+ 0,44+ 1,07+ 1,29+
0,45 0,41 0,34 0,39 0,34 0,23 0,56* 0,46*
1L-12 1,74+0,53 1,97+ 1,97+ 1,90+ 1,83+ 1,92+ 1,50+ 2,16+ 2,36+
0,74 0,74 0,45 0,343 0,67 0,79 0,49 0,67

Tabela przedstawia wartosci srednie + OS (pg/ml). Kon - grupa kontrolna, T1 — tydzien po

zacementowaniu, T2 — 6 miesiecy po zacementowaniu, K — kobiety, M — mgzczyzni.
*¥% wartosci znamiennie statystycznie rozne od odpowiedniej kontroli, p<0,05, p<0,01.
* statystycznie znamiennie rézne od T1 w grupie K lub M, p<0.05.

U kobiet stwierdzono brak zmian po tygodniu i wyrazny wzrost

W badaniach zaobserwowano istotne roznice zalezne od pici w stezeniu TNF-q.

stezenia TNF-o po 6

miesigcach od momentu zacementowania koron. U mezczyzn ani po tygodniu, ani po

sze$ciu miesigcach od zacementowania koron poziom TNF-a nie rdznit si¢ istotnie od grupy

kontrolnej Tab. 4 1 ryc. 7). Zaobserwowano takze istotne rdéznice zalezne od ptci w stezeniu

IFN-y. U kobiet po tygodniu od zacementowania koron stezenie IFN-y nie uleglto istotnej

zmianie, natomiast po szesciu miesigcach poziom tej cytokiny byl znacznie nizszy w

porownaniu z grupa kontrolng (Tab. 4, ryc. 8). Natomiast w grupie mezczyzn nie

zaobserwowano istotnych zmian w stezeniu IFN-y w plynie kieszonki dzigstowej ani po

tygodniu, ani po po6t roku od zacementowania korony (Tab. 4, Ryc. 8).
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Ryc. 7. Poziom TNF u kobiet (lewy panel) i m¢zczyzn (prawy panel) po 1 tygodniu
(prim) 1 6 miesigcach (bis) od zacementowania koron. Opis danych jak dla ryciny 1.
*Rdznica istotna statystycznie dla P<0,05.

Zmiany w st¢zeniu IL-8 przebiegaty podobnie u kobiet i u me¢zczyzn. U pacjentow obydwu
plci stwierdzono statystycznie istotny wzrost poziomu IL-8 zarowno po tygodniu, jak i 6
miesigcach od momentu zacementowania koron (Tab. 4, Ryc. 9). W odniesieniu do IL-10
zaobserwowano takze pewne roznice zalezne od ptci. Zacementowanie koron nie zmienito w
sposob statystycznie znamienny stezenia IL-10 w ptynie kieszonki dzigstowej u kobiet.
Natomiast w grupie me¢zczyzn zacementowanie koron wyraznie podwyzszylo poziom IL-10

zarOwno po tygodniu, jak 1 po 6 miesigcach (Tab. 4, ryc. 10).

W odniesieniu do IL-12 nie zaobserwowano znamiennych roéznic w st¢zeniach w stosunku
do kontroli zardwno u kobiet jak i mg¢zczyzn po tygodniu i pét roku od zacementowania

koron.
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Ryc. 9. Poziom IL-8 u kobiet (lewy panel) i mezczyzn (prawy panel) po 1 tygodniu i 6
miesigcach od zacementowania koron. Opis danych jak dla ryciny 1. * dlaP<0,05.
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Ryc. 10. Poziom IL-10 u kobiet (lewy panel) i mezczyzn (prawy panel) po 1 tygodniu i 6
miesigcach od zacementowania koron. Opis danych jak dla ryciny 1. * dla P<0,05.

53




Wptyw stopow metali stanowigcych podbudowe porcelanowych koron protetycznych na ekspresje
cytokin w plynie szczeliny dzigstowej i hodowlach keratynocytéw

4.4 Ocena wplywu rodzaju preparacji na stezenia cytokin w ptynie
szczeliny dzigstowej

Tabela 5. Wptyw rodzaju preparacji na stezenia cytokin po zacementowaniu po czasie
jednego (T1) oraz szesciu miesiecy (T2) (wartosci w pg/ml).

Kontrola T1 stopien | T2 stopien | Kontrola T1 T2

stopien bez stopnia | bez stopnia | bez stopnia
TNF 0,40+0,23 | 0,35+0,11 | 0,43 027 0,45+0,21 | 0,34+0,29 | 1,09+0,41"
IFN 0,90 £0,49 | 1,06+0,32 | 0,48+0,19 | 1,04+0,31 |0,96+0,23 | 0,42+0,11"
IL-8 26,99 166,17 + 248,00 + 29,28 + 391,58 + 379,97 +

+12,33 34,33 ** 45,22 ** A 11,33 112,3%* 123,2 **
IL-10 0,61 0,23 | 1,07 +0,34* | 0,97 +0,45* | 0,58 0,23 | 0,77 +0,38 | 1,39 +0,12"
IL-12 1,69 £0,78 | 2,16 0,56 | 2,12+0,45 | 1,79+0,48 | 1,70+0,89 | 1,85 0,67

Tabela przedstawia wartosci srednie + OS (pg/ml).Oznaczenia symboli w takie jak w opisie Tabeli 4.
* statystycznie znamiennie rézne od T1, p<0.05.

Stwierdzono

statystycznie

istotny wzrost

stezenia TNF-o po 6 miesigcach od

zacementowania koron bez stopnia 1 brak zmian w stezeniu tej cytokiny przy zastosowaniu

stopnia (Tab. Siryc. 11).
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Ryc.12. Poziom INF przy preparacji zgbéw ze stopniem (lewy panel) i bez stopnia
(prawy panel) po 1 tygodniu i 6 miesigcach od zabiegu. Opis danych jak dla ryciny 1.

*Rdznica istotna statystycznie dla P<0,05.
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Ryc. 13. Poziom IL-10 przy preparacji z¢gbow ze stopniem (lewy panel) i bez stopnia
(prawy panel) po 1 tygodniu i 6 miesigcach od zabiegu. Opis danych jak dla ryciny
1. *Rdznica istotna statystycznie dla P<0,05.

stopiefi=stopien stopien=bez
350 600
* %
- | -

300 ‘ 500 - %
= 250} 5 = ]
£ = |Z £ 400 |
D T o :
= T & 8]
o 200} ‘ »
2 | & = 300 =
2 150} L 1 _
8 £ -
> 1 200
@ 100} 0

50+ 100 -
D " 2
= © Srednia <= o Srednia
0 [ Srednia+Blad std Q : [ SredniaBiad std
kontr 1I-8 b.bisll-8 T Sredniat1,96"Blad std kontr II-8 b.bisll-8  Sredniaz1,96"Blad std
b.primll-8 b.primll-8

Ryc. 14. Poziom IL-8 przy preparacji zgbow ze stopniem (lewy panel) i bez stopnia
(prawy panel) po 1 tygodniu 1 6 miesigcach od zabiegu. Opis danych jak dla ryciny 1.
*Roznica istotna statystycznie dla P<0,05.
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Natomiast w odniesieniu do IFN nie stwierdzono znaczacych zmian w stezeniu tej cytokiny
zaleznych od obecnosci stopnia: w obydwu przypadkach poziom tej cytokiny nie zmieniat
si¢ po tygodniu od zacementowania 1 ulegat statystycznie znamiennemu obnizeniu tylko po
6 miesigcach od zacementowania w poréwnaniu w przypadku korony bez stopnia (ryc. 12).
W odniesieniu do IL-10 stwierdzono, ze przy szlifowaniu ze stopniem wystapil wzrost
stg¢zenia tej cytokiny po tygodniu od zacementowania i pozostawal podwyzszony w stosunku
do kontroli takze po 6 miesigcach (Tab. 5 i ryc. 13). Natomiast przy szlifowaniu bez stopnia
nie doszto do istotnej zmiany w poziomie IL-10 po tygodniu od zacementowania, natomiast

po 6 miesigcach stwierdzono wzrost stezenia tej cytokiny (Tab. 5 i ryc. 14).

W przypadku IL-8 zaobserwowano wzrost poziomu tej cytokiny w plynie szczeliny
dzigstowej zaréwno w przypadku oszlifowania zgba ze stopniem jak i bez stopnia Wyrazny
wzrost jej stezenia wystgpit juz po 1 tygodniu od zacementowania korony i byt istotnie

podwyzszony wzgledem kontroli takze po 6 miesigcach (Tab. 5 iryc. 14)
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4.5. Ocena wptywu lokalizacji anatomicznej koron na stezenie cytokin
w plynie szczeliny dzigstowej

Tabela 6. Wptyw lokalizacji na stezenia cytokin po zacementowaniu. Warto$ci
przedstawiajg $rednig oraz odchylenie standardowe (pg/ml).

Kontrola | T1 T2 Kontrola | T1 T2
Szczeka | Szczeka | Szczeka | Zuchwa | Zuchwa | Zuchwa
TNF 0,43 0,54 0,80 0,41 +21 | 0,50 1,29
+0,11 +0,23 +0,43 +0,23 +0,34*
IFN 0,82 0,90 0,36 1,16 1,21 0,60
+0,35 +0,45 +0,11*" | £0,34 0,33 +0,21*
IL-8 26,70 187,03+ | 220,04 29,81 443,53 433,40
12,3 56,3* +34,22* 112,34 +43%* +42,33**
IL-10 0,77 0,94 1,07 0,34 0,96 1,24 0,67
0,41 +0,51 +0,34 +0,12 +0,43** *k
IL-12 1,96 1,94 1,89 1,40 2,03 2,44 £0,53
+0,78 +0,78 +0,65 +0,87 +0,56

Oznaczenia symboli w Tabeli takie jak w opisie Tabeli 4.

Stwierdzono statystycznie istotne roznice w poziomie TNF-a po szesciu
miesigcach od zacementowania koron w zaleznosci od umiejscowienia koron: w szczece lub
zuchwie. Po 1 tygodniu od zacementowania poziomy TNF-a byly podobne jak u kontroli w
obydwu lokalizacjach. Natomiast po 6 miesigcach od zacementowania w zuchwie

odnotowano wyrazny wzrost TNF-u w porownaniu ze szczeka (Tab. 6 i ryc. 15c¢).

W przypadku IFN-gamma zaobserwowano statystycznie znamienny spadek [FN

po 6 miesigcach od zacementowania (Tab. 6 1 ryc 15 a, b).

W plynie szczeliny dzigstowej szczeki goérnej 1 dolnej stezenie IL-8 byto
znacznie podwyzszone po tygodniu 1 szesciu miesigcach od momentu zacementowania

koron w szczgce 1 w zuchwie (Tab. 6 i ryc. 16 a, b).

Stwierdzono statystycznie istotne réznice miedzy szczgka a zuchwa w przebiegu
zmian st¢zenia IL-10 po zacementowaniu: w szczece nie zmieniato si¢, natomiast w zuchwie

bylo podwyzszone wzgledem kontroli po tygodniu i sze$ciu miesigcach od momentu

zacementowania koron (Tab. 6 1 ryc. 17).
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Ryc. 16. Poziom IL-8 (a, szczeka; b, zuchwa) po 1 tygodniu i 6 miesigcach od
preparatyki. Opis danych jak dla ryciny 1. *Roznica istotna statystycznie dla P<0,05.
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4.6 Ocena wplywu umiejscowienia koron na stezenia cytokin w
plynie szczeliny dzigstowej

Tabela 7. Stezenie cytokin w szczelinie dzigstowej od strony wargowej i podniebiennej
zaleznosci  Ocena wpltywu lokalizacji koron na stezenie cytokin w ptynie szczeliny
dzigstowej. Wartosci przedstawiaja srednie oraz odchylenie standardowe (pg/ml). Opis jak w
tabeli nr 4.

Kontrol T1 T2 Kontrol T1 T2 Kontrol T1 T2

a a a

p. warg p. warg p. warg p. pod p. pod p. pod p. jez p. jez p. jez
TNF 0,43 + 0,63 + 0,92 + 0,51 + 0,53 + 0,85 + 0,35 + 0,34 + 1,23 +

0,12 0,34 0,57% 0,23 0,34 0,39 0,23 0,21 0,63 %4
IFN 0,98 + 1,04 + 0,37 + 0,57 + 0,95 + 0,64 + 1,17+ 1,1+ 0,46 +

0,46 0,55 0.13%*A | 0,41 0,39 0,28 0,45 0,32 0.23 %A

IL-8 26,5 + 257,45+ | 246,94+ | 28,06 572,56 = | 524,45+ | 30,32+ 155,11+« | 257,52 +

6,29 39,45%* | g532%* | 127 873%*% | 78,1%* | 12,87 54,5%% | 34 98%*
IL-10 | 0,68 = 1,01 = 0,95 + 0,53 + 1,16 + 15+ 0,53 + 0,72 + 121+
IL-12 | 16+ 2,04+ 2,04+ 2,02+ 223 + 2,56+ 1,78 + 1,69 + 1,92 +

0,73 0,78 0,87 0,76 0,49 0,51 0,98 0,45 0,73

Oznaczenia symboli w Tabeli takie jak w opisie Tabeli 4.

Uzyskane dane wskazuja, iz w przypadku powierzchni jezykowej 1 wargowej
zaobserwowano spadek wydzielania I[FN-y po sze$ciu miesigcach od zacementowania koron
w porownaniu do kontroli (tab. 7, ryc. 19 a i b). Stwierdzono, iz po tygodniu od
zacementowania koron nie nastgpila zmiana poziomu TNF-a dla powierzchni jezykowe;,
natomiast po szesciu miesigcach stezenie tej cytokiny byto znaczaco wyzsze w poréwnaniu z
grupa kontrolng. Stwierdzono statystycznie istotny wzrost ekspresji IL-10 po tygodniu
(powierzchnia wargowa i podniebienna) i po sze$ciu miesigcach od zacementowania korony
(powierzchnia podniebienna i jezykowa) (ryc. 20). Stwierdzono statystycznie istotne rdéznice
w poziomie ekspresji IL-8 po tygodniu 1 szeSciu miesigcach od momentu zacementowania
koron po stronie jezykowej, podniebiennej 1 wargowej. We wszystkich tych przypadkach
nastapit wzrost ekspresji IL-8, przy czym byt on najsilniej zaznaczony w przypadku
powierzchni podniebiennej, gdzie poziomy tej cytokiny (po jednym tygodniu oraz sze$ciu
miesigcach) byty ponad dwukrotnie wyzsze od tych obserwowanych dla pozostalych
lokalizacji (ryc. 21). W przypadku IL-12 nie zaobserwowano znaczacych rdznic w
zalezno$ci od lokalizacji korony, przy czym same poziomy we wszystkich przypadkach byty

bardzo niskie (tabela 7).
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4.7 Wplyw jonow metali na sekrecje cytokin przez keratynocyty
hodowane w warunkach in vitro

Do pomiaru stezenia poszczegdlnych cytokin wykorzystano medium
hodowlane zbierane znad keratynocytow traktowanych odpowiednimi jonami: niklu (Ni),
kobaltu (Co), ztota (Au) lub chromu (Cr), gtownymi sktadnikami stopéw koron, przez okres
48 godzin (rozdziat ,,Metody”). Wartosci, jakie przedstawiaja wykresy stanowig $rednie
stezenia cytokin po przeliczeniu na 10° komoérek.

Po przeprowadzeniu wstepnych badan dotyczacych zakresu stgzen badanych
jonow, dla kazdego jonu wybrano jedno stezenie medium inkubacyjnym hodowanych
komorek. Warto$ci te wynosity odpowiednie dla: Au— 20 uM (w formie HAuCl4 3H,0), Co
— 100 uM (CoCl, 6H,0), Ni — 100 uM (NiCl, 6H,0), Cr — 200 uM (CrCl; 6H,0). Wyniki
przedstawione na Ryc. 22 wskazuja, iz poszczegélne jony nie wykazywaly istotnie
statystycznego wpltywu na wydzielanie badanych cytokin. W przypadku TNF-a, poziom tej
cytokiny nieznacznie si¢ podnidst po dzialaniu na komorki jonami niklu oraz kobaltu
(wzrost nie byt jednak istotny statystycznie). Dla pozostatych jonow poziom tego czynnika
byt porownywalny z kontrolg (ryc. 22a). Poszczeg6lne jony réowniez nie indukowaty w
hodowli wydzielania IFN-y (poziom zblizony do kontroli). Na uwage jednak zastuguje
bardzo niskie stezenie tej cytokiny we wszystkich probkach (ryc. 22b). Niewielki wzrost IL-
8 obserwowany byl natomiast po dziataniu na komoérki jonami niklu (bez istotnosci
statystycznej). Dla pozostalych jondw poziom tej cytokiny byt zblizony do kontroli (ryc.
22¢). W przypadku cytokin IL-10 oraz IL-12 réwniez nie zaobserwowano istotnych

statystycznie ro0znic miedzy kontrolg a komorkami traktowanymi jonami (ryc. 22d, 24e).
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Ryc. 22. Wpykresy przedstawiaja
stezenia cytokin w hodowli
komorkowej stymulowane;j
odpowiednimi  jonami. Wykresy
odpowiadaja odpowiednio cytokinom:
TNF (a), INF (b), IL-8 (c), IL-10 (d),
IL-12 (e). Opis danych jak dla ryciny
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4.8 Wplyw jonow metali na morfologie keratynocytow jamy ustnej w
hodowlach in vitro

Keratynocyty wyscietajgce btone $Sluzowa jamy ustnej nalezg do komodrek o
stosunkowo duzym potencjale proliferacyjnym. Stad komorki te moga by¢ z powodzeniem
hodowane in vitro 1 stanowi¢ obiekt badan toksykologicznych i farmakologicznych. W
niniejszej pracy wykorzystywano keratynocyty bedace po pierwszym pasazu, ktore
nastepnie stymulowano odpowiednimi zwigzkami przez 48 godzin.

Opisywane ponizej ryciny pochodza z hodowli in vitro po 48 godzinnej
stymulacji badanymi jonami. Réwniez po tym czasie zbierane bylo medium do pozniejszego
pomiaru stezenia cytokin. Rycina 23 obrazuje hodowle keratynocytow bez stymulacji jonami
(hodowla kontrolna). Widoczne jest pelne pokrycie szalki przez komorki (petna konfluencja)
tacznie z figurami mitotycznymi (gwiazdki), §wiadczacymi o wysokiej proliferacji komorek.
Cze$¢ komorek przybiera wrzecionowate ksztalty, co moze wskazywa¢ na indukcje
wcezesnego roznicowania komorek. W przypadku inkubacji komoérek z jonami chromu w
stezeniu 200 uM (ryc. 24) zauwazalne bylo nieznaczne zahamowanie proliferacji komorek
(mniejsza konfluencja), przy jednoczesnym braku znaczacych zmian w ich morfologii w
poréwnaniu do kontroli. Widoczne sa jednak wcigz figury mitotyczne (gwiazdki),
swiadczace o ciagglych podziatach komoérek. Zauwazalne jest rOwniez wytwarzanie przez
komorki macierzy zewnatrzkomorkowej (koto, ryc. 24), wigksze niz w przypadku kontroli.
Po inkubacji z jonami niklu w stezeniu 100 pM (rycina 25) zaobserwowano znaczace
zmniejszenie konfluencji, z jednoczesnym pojawieniem si¢ komorek apoptotycznych (czarna
strzatka na ryc. 25). Widoczne sg rowniez komorki zawierajace wakuole (biate strzalki, ryc.
25), mogace sugerowac¢ proces autofagocytozy. W przypadku tej hodowli zaznaczona jest
rowniez obecnos¢ macierzy zewnatrzkomorkowej (koto, ryc. 25). Podczas inkubacji
komoérek z jonami kobaltu w stezeniu 100 uM (rycina 26), obserwowano zmiany w
morfologii komorek zblizone do tych obserwowanych pod wplywem niklu. Widoczne byto
rowniez zahamowanie proliferacji oraz pojawienie si¢ komorek o cechach apoptotycznych.
Natomiast wcigz widoczne byly podzialy mitotyczne (gwiazdka, ryc. 26), z bardzo uboga
substancja migdzykomorkowa. Inkubacja keratynocytow z jonami ztota w stezeniu 20 pM
(ryc. 27) wywotata niewielkie zmiany w ich morfologii: cz¢§¢ komorek przybierata ksztalt
podluzny 1 wrzecionowaty, cze$¢ okragly i1 regularny. Widoczne byly rowniez komorki
zawierajagce wakuole (biata strzalka, ryc. 27) oraz niewielka ilo§¢ substancji

migdzykomodrkowej (koto, ryc. 27).
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Ryc. 23. Obraz hodowli
kontrolnej keratynocytow
(brak jonow w medium). Opis
w tek$cie. Mikroskop
odwrécony, 200X.

Ryc. 24. Obraz hodowli
keratynocytow po inkubacji z
jonami chromu. Opis w
teks$cie. Powigkszenie 200X.
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Ryc. 25. Obraz hodowli
keratynocytow po inkubacji z
jonami niklu. Opis w tekscie.
Powickszenie 200X.

Ryc. 26. Obraz hodowli
keratynocytow po inkubacji z
jonami kobaltu. Opis

w tekscie. Powigkszenie 200X.

Ryc. 27. Obraz hodowli
keratynocytéw po inkubacji z
jonami ztota. Opis w tekscie.
Powigkszenie 200X.
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4.9 Analiza mikrobiologiczna ptynu kieszonki dzigstowej

Analiza mikrobiologiczna zostata przeprowadzona dla 65 pacjentow. Od
kazdego pacjenta pobierano ptyn ze szczeliny dzigstowej zeba przed oszlifowaniem (n=65)
oraz plyn ze szczeliny przy danej koronie (w sumie n=95 prob). Analizowano materiat
pochodzacych z 25 koron ze stopu Au, 30 ze stopu Cr-Co oraz 40 ze stopu Cr-Ni.
Otrzymano 1032 dodatnie jakosciowe i ilosciowe wyniki posiewdéw mikrobiologicznych, z
czego 523 wynikow odpowiadato bakteriom beztlenowym, 360 obejmowaty bakterie
tlenowe 1 wzglednie beztlenowe, 93 bakterie mikroaerofilne i 41 wyniki dodatnie dla
grzyboéw drozdzakopodobnych.

Zestawienie wynikow jakosciowych przedstawiono w Tabelach 8-10. Uzyskane
dane wskazujg na to, iz po okresie 6 miesiecy od oszlifowania koron, w ptynie szczeliny
dzigstowej, dochodzi do =znacznego zwigkszenia czgstosci wystepowania bakterii
beztlenowych (tabela 8) oraz tlenowych i wzglednie beztlenowych (tabela 9), a takze
bakterii mikroaerofilnych (tabela 10).
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Tabela 8. Bakterie beztlenowe wyizolowane z plynu szczeliny dziaslowej w obrebie
analizowanych koron (préby badane) oraz z¢béw zdrowych (proby kontrolne).

Czestosé izolacji szczepow bakteryjnych
Bakterie beztlenowe
Préby badane Préby kontrolne
Gram-ujemne pateczki:
Prevotella buccae 2 1
Prevotella buccalis 20 13
Prevotella denticola 32 8
Prevotella intermedia 36 9
Prevotella loescheii 5 2
Prevotella melaninogenica 2 0
Prevotella nigrescens 15 7
Prevotella oralis 37 13
Prevotella oris 8 1
Prevotella veroralis 1 1
Porphyromonas asaccharolytica 1 0
Porphyromonas gingivalis 24 5
Fusobacterium nucleatum 17 6
Tannerella forsythia 15 5
Bacteroides fragilis 6 4
Bacteroides ureolyticus 17 2
Gram-ujemne ziarniaki:
Veillonella atypia 1 1
Veillonella parvula 1 1
Gram-dodatnie ziarniaki:
Anaerococcus prevotii 1 0
Anaerococcus tetradius 1 0
Finegoldia magna 22 8
Parvimonas micra 35 18
Peptoniphilus asaccharolyticus 2 0
Peptostreptococcus anaerobius 4 0
Ruminococcus productus 4 7
Gram-dodatnie pateczki:
Actinomyces israelii 28 11
Actinomyces naeslundii 9 1
Actinomyces odontolyticus 19 9
Actinomyces viscosus 2 3
Eggerthella lenta 5 3
Propionibacterium acnes 3 1
Propionibacterium granulosum 1 1
Propionibacterium propionicum 6 0
Bakterie beztlenowe lacznie 332*** 141

" Znamiennie rézne od prob kontrolnych, p<0.001, test Wilcoxona.

69




Wptyw stopow metali stanowigcych podbudowe porcelanowych koron protetycznych na ekspresje
cytokin w plynie szczeliny dzigstowej i hodowlach keratynocytéw

Tabela 9. Bakterie tlenowe i wzglednie beztlenowe wyizolowane z plynu szczeliny
dzigslowej w obrebie analizowanych koron (proby badane) oraz zebow zdrowych (proby
kontrolne).

Czestos¢ izolacji szczepow

Bakterie tlenowe i
wzglednie beztlenowe Préby badane Préby kontrolne
Gram-ujemne paleczki:
Escherichia coli 1 0
Proteus vulgaris 1 1
Pseudomonas aeruginosa 7 6
Pseudomonas stutzerii 4 1
Gram-ujemne paleczki
niefermentujace 17 21
Inne Gram-ujemne pateczki 49 10
Gram-ujemne ziarniaki:
Neisseria spp. 7 1
Gram-dodatnie paleczki:
Lactobacillus acidophilus 5 3
Lactobacillus spp. 4 4
Corynebacterium spp. 1 2
Nocardia spp. 2 1
Gram-dodatnie ziarniaki:
Streptococcus mutans 3 3
Streptococcus sanguinis 4 1
Streptococcus pneumoniae 1 4
Streptococcus spp. 89 41
Enterococcus faecalis 10 1
Enterococcus spp. 1 0
Staphylococcus aureus 10 7
Staphylococcus spp. 8
Micrococcus spp. 1 4
Inne Gram-dodatnie ziarniaki 14 4
Bakterie tlenowe i wzglednie 238° 122
beztlenowe lacznie

" Znamiennie rozne od prob kontrolnych, p<0.03, test Wilcoxona.
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Tabela 10. Bakterie mikroaerofilne wyizolowane z plynu szczeliny dzigstlowej w
obrebie analizowanych koron oraz z¢bow zdrowych.

Czesto$¢ izolacji szczepow

Bakterie mikroaerofilne Préby badane Proby kontrolne
Gram-ujemne paleczki:
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans 17 9
Eikenella corrodens 24 8
Campylobacter gracilis 12 8
Gram-dodatnie paleczki:
Corynebacterium matruchotii 8 7
Bakterie mikroaerofilne
lacznie 61 32

" Znamiennie rézne od prob kontrolnych, p<0.05, test Wilcoxona.
4.9.1 Ocena wplywu stopu na Srodowisko mikrobiologiczne kieszonki dziastowej

Dokonano analizy statystycznej czesto$ci wystepowania poszczegoélnych grup
mikroorganizméw w plynie szczeliny dzigstowej. Na Ryc. 28. przedstawiono zestawienie
iloSciowe oznaczen mikrobiologicznych w zalezno$ci od materiatu stopu: Au, Co, Ni.
Zaobserwowano 0golng tendencj¢ do zwigkszenia ilosci posiewow dodatnich w badaniu w
stosunku do kontroli niezaleznie od grup mikroorganizméw oraz uzytych stopow;
zaobserwowano zwiekszenie ilosci grzybow drozdzakopodobnych w badaniu w stosunku do
kontroli (P = 0,04, test U-Manna-Whitney’a), roznice te dotyczyly gtownie stopdw Au oraz
Ni, gdzie stwierdzono mniejszg ilo$¢ grzyboéw w kontroli w stosunku do badanych stopow (P
= 0,02, P= 0,04; test U-Manna-Whitney’a). Wyjatek stanowi zmniejszona ilo$¢ posiewoOw
bakterii beztlenowych w przypadku stopow Au (P = 0,04, test U-Manna-Whitney’a). Nie
stwierdzono innych =zaleznos$ci statystycznych pomiedzy materialem stopu a iloscig
wyhodowanych kolonii mikroorganizméw.

Oznaczenie ilo$ciowe mikroorganizméw cechowalo si¢ duzym rozrzutem
wynikow (10°-10°), stad tez podano wyniki mediany razem z wartoécia $rednia i
odchyleniem standardowym (Tab. 11), natomiast na wykresach przedstawiono $rednig 1
sredni btad $redniej (Ryc. 28). Z wyjatkiem stopdéw ztota, zaobserwowano ogdlng tendencje

do wyzszego miana mikroorganizméw w ptynie szczeliny dzigstowej po badaniu
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(,,zalozeniu” korony) w stosunku do stanu wyjsciowego (kontrola). Zaobserwowano
zmniejszone miano bakterii beztlenowych oraz beztlenowych w badaniu ze stopami Au w
stosunku do kontroli (odpowiednio P=0,01 oraz P=0,04, test U-Manna-Whitney’a). Podobne
zaleznosci zanotowano dla Au w przypadku organizmoéw mikroaerofilnych oraz grzyboéw
(odpowiednio P=0,03 i P=0,04). Z drugiej strony zanotowano zwi¢kszong ilo$¢ bakterii
tlenowych, organizmoéw aerofilnych oraz grzybow w stopach Co w badaniu w stosunku do
kontroli (odpowiednio P=0,002, P=0,01 i P=0,008, test U-Manna-Whitney’a) (Ryc. 28). W
przypadku stopow Ni zanotowano zwigkszone miano organizmow mikroaerofilnych w
badaniu (P=0,03, test U-Manna-Whitney’a). Dla bakterii beztlenowych oraz grzybow
réwniez zaobserwowano tendencje do wzrostu miana w badaniu, jednak prawdopodobnie ze
wzgledu na duzy rozrzut wynikéw (beztlenowce) oraz zbyt matlg ilo$¢ oznaczen (grzyby),

roznice te nie byly istotne statystycznie.
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beztlenowce
1,406407 - 1,00E409
&
1206407 1,00E408 I -
1,00E407 — g~
1,00E407
8,00E406 - @ badanie | 1,00E405 - @ badanie
u kontrola w kontrola
6,00E406 1,00E404
1,00E403
4,00E+06
1,00E402
2,00E+06 1,006401
0,00E+00 - . 1,00E400 -
bez podzialu bez podzialu

1,00€409

1,00E408

1,00E+07
1,00E+06 +—
H00E408 “Whadanie
kontrola

W badanie
whkontrola 1,00E+404

1,00E+03
1,00E+02

1,00E+01

1,00E4+00 -

bez podzialu Au Co Ni

Ryc. 29. Miano gtownych grup mikrobiologicznych oznaczonych w kieszonkach dzigstowych dla
stopow Au, Co, Ni. O$ Y — skala logarytmiczna, stupki — $rednie, wasy — $redni btad $redniej (SEM).
& - P< 0,05 dla stopu Au migdzy grupami mi¢dzy grupa badang a kontrolng, @, @@ - p < 0,05, p
<0,01 dla stopéw Co migdzy B a K, # - p < 0,05 dla stopéw Ni miedzy grupa badang a kontrolng.
Zastosowano test U Manna-Whitneya.
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Wptyw stopow metali stanowigcych podbudowe porcelanowych koron protetycznych na ekspresje
cytokin w plynie szczeliny dzigstowej i hodowlach keratynocytéw

4.9.2 Analiza wystepowania wybranych gatunkow mikroorganizmow w szczelinach
dziastowych koron protetycznych na bazie Au, Ni, Co

Dokonano analizy jako$ciowo-ilo§ciowej wystepowania bakterii beztlenowych
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia oraz mikroaerofilu Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Szczegblowe zestawienie przedstawiono w tab. 12, natomiast
zestawienie ilosciowe zaprezentowano na ryc. 30.

Zanotowano zwickszenie liczby Aggregatibacter actinomycetemcomitans w
grupie badanej w stosunku do kontroli (P=0,02, test U Manna-Whitneya). Rdznica ta byta
spowodowana znacznym zwickszeniem liczby tego patogenu w przypadku Ni (P=0,003, test
U Manna-Whitneya), natomiast dla stopdw Au zanotowano obnizenie liczby
Aggregatibacter actinomycetemcomitans w badaniu w stosunku do kontroli (P=0,02, test U
Manna-Whitneya). Rowniez w przypadku pozostalych patogenéow zaobserwowano
obnizenie ich liczby w badaniu dla stopow Au (P=0,04 dla Porphyromonas gingivalis oraz
P=0,007 dla Prevotella intermedia, test U-Manna-Whitneya). Pomimo zwigkszonego
wystepowania powyzszych patogendw w przypadku koron wykonanych ze stopu Cr-Co w
grupie badanej nie zanotowano istotnosci statystycznych wzgledem kontroli. Stwierdzono
obnizenie liczby pateczek Prevotella intermedia oraz bakterii mikroaerofilnej z gatunku
Aggregatibacter actinomycetemcomitans w przypadku stosowania Au w stosunku do
kontroli oraz obnizenie liczby Aggregatibacter actinomycetemcomitans w przypadku

stosowania stopoéw Cr-Ni.
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1.00E+08 - -—& ~_P.gingivalis | P.intermedia
¢ L00E-08 T
1 00E=07 | e
1 00E=06 i oogeos 1
1 O0E=05 1 DOE+05 -
M badanie | M badanis
1 0004 ! |
u kontrola JLaage0s W kantrols
L G0E=03 - 11,00E+03
1 00E=02 1.00E<02 +
1 O0E-DL L BOE+0L
100600 - - 11.00E+00 -
Au Co Ni
A. actinomycetemcomi w"gf#

1 00E<09 —1—

100E+08 -

100E+07 +

1 0DE-08

1 00E+05 1 - M@ badanis

LooEs04 + W kontrala

1 00E-03 -

1 00E+02 +

1 00E=01

L OBE=00

Ryc. 30. Zestawienie ilo§ciowe mikroorganizméw patogennych w zalezno$ci od materialu
korony protetycznej. O§ Y — skala logarytmiczna, shupki — wartosci $rednie, wasy — $redni
blad $redniej (SEM). %4 - P< 0,05, P<0,01 dla stopu Au miedzy grupami BiK, " -p <
0,01 dla stopéw Ni migdzy grupa badang a kontrolng. Zastosowano test U Manna-Whitneya.
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4.10 Podsumowanie wynikow

1. Sposréd 5 badanych cytokin, najwickszy, kilkunastokrotny wzrost stgzenia po
zacementowaniu wystgpit w przypadku prozapalnej cytokiny - interleukiny 8, zaréwno po
tygodniu, jak 1 po 6 miesigcach od zacementowania w przypadku koron wykonanych ze

wszystkich badanych stopow metali.

2. Wzrost stezenia IL-8 u byl najwyzszy w przypadku koron wykonanych ze stopéw niklu, a

najnizszy dla koron wykonanych ze stopow ztota.

3. W przypadku koron wykonanych bez stopnia poddzigstowego zaobserwowano
statystycznie istotny wyzszy wzrost stezenia IL-8 w plynie szczeliny dzigstowej w

poréwnaniu do koron ze stopniem.

4. Zaobserwowano wyzsze stezenia IL-8 w plynie szczeliny dziastowej zgbow pokrytych

koronami protetycznymi wykonanymi w zuchwie niz w szczece.

5. Zawarto$¢ pozostatych badanych cytokin, tj. TNF-o, IFN-y, IL-10 oraz IL-12 w ptynie
kieszonki dzigstowej byta w warunkach kontrolnych niewielka, za§ po zacementowaniu albo

nie zmieniata si¢, albo zmieniata si¢ w niewielkim stopniu.

6. Statystycznie istotny spadek stezenia prozapalnej cytokiny IFN-y w stosunku do kontroli
wystapil po 6 miesigcach od zacementowania w przypadku koron wykonanych ze stopow

zlota.

7. W przypadku interleukiny 10, zaobserwowano tendencj¢ do wzrostu jej poziomu w ptynie
szczeliny dzigstowej dla koron wykonanych ze stopéw niklu, oraz statystycznie istotny
wzrost stezenia dla koron wykonanych ze stopow kobaltu 1 stopdéw zlota, zaréwno po

tygodniu jak 1 po 6 miesigcach od zacementowania.

8. Stezenie cytokiny TNF-o nie ulegalo istotnym zmianom po zacementowaniu w
przypadku koron wykonanych ze stopow kobaltu i ztota, wzrosto jedynie po 6 miesigcach od

zacementowania w przypadku koron wykonanych ze stopéw niklu.

9. Rodzaj stopu 1 czas uzytkowania koron nie wplywaly na stgzenie immunoregulacyjnej

interleukiny 12 w ptynie szczeliny dzigstowe;.

10. Zmiany w ekspresji TNF, IL-10 oraz IFN-y pod wplywem dzialania koron byty r6ézne u
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kobiet i mezczyzn; u kobiet widoczny byt wzrost poziomu TNF-o oraz spadek IFN-y

natomiast u mezczyzn wykazano wzrost poziomu IL-10.

11. Jony kobaltu, niklu i ztota obecne w medium hodowlanym keratynocytow izolowanych z
btony $luzowej jamy ustnej nie powodowaty istotnych zmian w wydzielaniu cytokin w

hodowlach tych komorek.

12. Wszystkie analizowane jony metali wpltywaly na morfologic hodowanych
keratynocytow, indukujgc przede wszystkim $mier¢ komorek, prawdopodobnie na drodze

apoptozy.

13. Zmiany w morfologii keratynocytoéw byly najbardziej widoczne w przypadku ich

inkubacji z jonami niklu.

14. Po okresie 6 miesiecy od zacementowania koron, wyraznemu zwigkszeniu w plynie
szczeliny dzigstowej ulegla czesto§¢ wystepowania bakterii beztlenowych, tlenowych i

wzglednie beztlenowych, a takze mikroaerofilnych.

15. Dla stopéw zlota zanotowano obnizenie liczby bakterii beztlenowych, tlenowych,
mikroaerofilnych i grzybow, natomiast dla stopéw niklu i kobaltu zaobserwowano wzrost

liczby tych organizméw w stosunku do kontroli.

16. Zaobserwowano zmniejszone miano patogenow z gatunku Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia oraz mikroaerofilu pateczek mikroaerofilnych z gatunku
Aggregatibacter actinomycetemcomitans jedynie w przypadku stopow zlota, dla pozostatych

stopdw nie wykazano roznic, badz tez zanotowano wzrost ilosci tych patogenéw w badaniu.
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5. DYSKUSJA

5.1 Korony protetyczne metalowo ceramiczne - mozliwe interakcje z
tkankami

Zdrowe tkanki przyzgbia sa jednym z warunkéw powodzenia leczenia
stomatologicznego z zastosowaniem koron protetycznych. Zdrowe tkanki umozliwiaja
prawidtowg funkcje narzadu zucia oraz zapewniajg optymalng estetyke uzebienia. Reakcja
przyzebia zeboOw pokrytych koronami protetycznymi zalezy od wielu czynnikow, m.in.
sposobu preparacji zebodw pod korony, technicznego wykonania koron i biokompatybilnos$ci
materialow z ktorych wykonano korony oraz od wlasciwosci srodowiska jamy ustnej. Stopy
dentystyczne stosowane w wykonawstwie koron protetycznych uwazane s3 za materiat
biokompatybilny. Jednoczesnie przyjmuje si¢, ze w warunkach $rodowiska jamy ustnej
stopy sa podatne na procesy korozji. Stwierdzono rowniez uwalnianie si¢ jonéw metali ze
stopow dentystycznych do okolicznych tkanek przyzebia krotko po zacementowaniu koron
wykonanych na bazie stopow metali. Bardziej oporne na korozje sa stopy metali
szlachetnych, mniej stopy metali nieszlachetnych. Na podstawie licznych badan wiadomo, iz
w $rodowisku jamy ustnej metale wchodza w reakcje chemiczng z réznymi substancjami
niemetalicznymi tworzac zwigzki chemiczne, ktore przyczyniaja si¢ do rozpoczegcia korozji.
Metale szlachetne, takie jak ztoto nie sa podatne na utlenienie i nie koroduja (Can i wsp.,
2007; McGinley 1 wsp., 2011b). Na powierzchni metalu moze dochodzi¢ do odktadania
produktow korozji czy stabo rozpuszczalnych zwiazkéw metali, ktore obnizaja szybkos¢
korozji do wartosci znikomych, a metal pozostaje woéwczas w stanie pasywnym. Do
pasywujacych si¢ metali nalezg chrom, nikiel, molibden, wolfram, tytan, cyrkon, cyna 1 glin.
W przypadku zastosowania tych metali, w organizmie dochodzi do reakcji polegajacej na
wytwarzaniu cienkiej, spoistej 1 polprzepuszczalnej warstwy tlenku na powierzchni metalu.
Powstajaca warstwa silnie przylega do powierzchni stopu 1 wykazuje minimalng
rozpuszczalnos¢, przez co zabezpiecza stop przed dalszym utlenianiem. Gdy warstwa jest
trwala, metal jest chroniony. W przypadku podstawowych stopéw metali mamy wtasnie do
czynienia z pasywacja zwigzang z wytwarzaniem warstwy tlenkow na stopach zawierajacych
pasywujace si¢ metale, tj. ztoto, platyne, chrom, molibden czy tytan (Wylie i wsp., 2007).

Wyjatkowe wlasciwosci srodowiska jamy ustnej ($lina, pokarmy), powoduja, ze

warstwa pasywna jest wytrzymala do pewnego momentu. Zwigzane jest to z obecno$cig
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duzej ilosci jonow chlorkowych, bialek i enzyméw oraz kwasnych metabolitow bakterii.
Rowniez indukowane przez bakterie, katodowe zjawiska depolaryzacyjne na powierzchni
stopdw sprawiaja, ze zaden z pasywujacych sie, podstawowych stopow metali nie jest w
stanie oprze¢ si¢ korozji biologicznej. Nastepuje uszkodzenie warstwy pasywnej i1
rozpoczyna si¢ korozja, ktora wnika w glab niszczac ich struktur¢. Wptyw na korozje
stop6w majg rowniez takie czynniki jak spozywanie kwasnych pokarmow, zmiany w
sktadzie $liny, a takze obecnos$¢ komorek fagocytujgcych, ktore moga znaczaco wptywac na
korozje 1 prowadzi¢ do zapalenia przyzebia, aktywujac ekspresje cytokin prozapalnych,
takich jak TNF, IL-6 i IL-8 w komorkach przyzebia. Komorki fagocytujace sa w tym
przypadku aktywowane glownie przez uwalniajace si¢ jony metali oraz bakterie (LPS). Za
ich aktywacje odpowiadaja gtownie receptory TLR obecne na powierzchni monocytow i
makrofagéw (Kim i wsp., 2007).

Poza wtasciwo$ciami $rodowiska biologicznego jamy ustnej waznymi
elementami warunkujacymi prawidlowe utrzymanie uzupelnienia protetycznego s3
preparacja zeba oraz ksztalt uzupetnienia protetycznego, ktére w jak najmniejszym stopniu
powinny ingerowa¢ w $rodowisko jamy ustnej. Istota bowiem preparacji zeba pod korong
jest uzyskanie jednoznacznej granicy szlifowania w celu zapewnienia szczelno$ci brzeznej i
gladkiego, bezschodkowego przejscia korony w tkanki zeba, co eliminuje mechaniczny uraz
tkanek przyzebia 1 mozliwo$¢ mechanicznej retencji drobnoustrojow w szczelinie
dzigstlowej. Wazna jest rowniez lokalizacja szyjki korony protetycznej. W badaniach
przeprowadzonych przez Muller 1 Eger zauwazono niewielkie zapalenie w tkankach dzigsta
zebow okoronowanych z usytuowaniem brzegu korony protetycznej poddzigstowo, podczas
gdy naddzigstowy brzeg koron nie powodowal stanu zapalnego (Muller i Eger, 2002).
Podobne obserwacje poczynili inni badacze, ktorzy stwierdzili, Zze naddzigstowa preparacja
jest bardziej przyjazna dla przyzgbia, co ma znaczenie w przypadku leczenia protetycznego
pacjentoOw z chorobami przyzebia. Na stan przyzegbia zebow z zacementowanymi koronami
ma wplyw rowniez ksztatt korony protetycznej (Kohal 1 wsp., 2004; Moretti 1 wsp., 2011).

Stopom dentystycznym poza wlasciwosciami mechanicznymi niezbednymi do
zastosowania w poszczegolnych rodzajach uzupehien protetycznych stawia si¢ wymog jak
najwyzsze] odpornosci korozyjnej 1 dlatego kazdy stop, przed wprowadzeniem do
lecznictwa, powinien przej$¢ szczegdlowe badania odpornosci na korozje, a wykonanie
uzupehienia protetycznego na bazie stopu musi by¢ zgodne z procedurami opracowanymi

przez producenta stopu (Baricevic 1 wsp., 2011; Wataha i wsp., 2008). Korozji ulegaja
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wszystkie podstawowe stopy metali, a uwolnione w procesie korozji jony metali przenikaja
do otoczenia. St¢zenia poszczegdlnych metali w jamie ustnej s3 bardzo rdzne.
Udowodniono, iz u pacjentow uzytkujacych metalowe uzupetnienia protetyczne wzrasta
ilos¢ jondéw metali w $linie. Mozna je rowniez wykry¢ w dzigs$le sgsiadujagcym z
metalowymi koronami protetycznymi (Kirkpatrick i wsp., 2002; Lopez-Alias i wsp., 2000).
Odporno$¢ na korozje metalowych uzupetien protetycznych zalezy od wielu czynnikéw,
miedzy innymi od: sktadu chemicznego 1 struktury krystalicznej uzytego stopu, rozktadu
pierwiastkow, jednorodnosci odlewu, obecnosci jam skurczowych, sposobu wykonawstwa
laboratoryjnego, struktury jego powierzchni, udzialu w odlewie innego metalu,
uszlachetnienia odlewu czy sktadu roztworu korozyjnego i jego pH. Rowniez $lina o
podwyzszonej kwasowosci, ktora dostaje si¢ do wnetrza jam skurczowych, przez pulsacyjna
zmiang ich objetosci (podczas cyklicznych deformacji konstrukcji protetycznych w trakcie
zucia), przyspiesza korozje materiatu w wyniku tworzenia si¢ ogniwa stezeniowego (Lopez-
Alias 1 wsp., 2006; Garhammer i wsp., 2004). Wigkszo$¢ metali tworzacych korony moze
w odpowiednich warunkach podlega¢ procesowi korozji. Procesowi niszczenia korozyjnego
towarzyszy przenikanie do otoczenia, odpowiedzialnych za szkodliwe dziatanie stopow,
produktéw korozji i/lub jonéw metali. Jony metali, uwolnione w trakcie korozji moga
dostawaé si¢ do przewodu pokarmowego, gromadzac si¢ w zotadku, watrobie, $ledzionie,
nerkach 1 kosciach. Jony metali, uwalniane ze stopdéw, gromadzg si¢ w otaczajacych
tkankach osiggajac czgsto bardzo wysokie stgzenia, np. w tkankach przylegajacych
bezposrednio do implantow Cr-Co stezenie kobaltu wzrasta 300 do 6000 razy (McGinley i
wsp., 2011b; Natarajan 1 wsp., 2011). Po przekroczeniu krytycznego stezenia, roznego dla
poszczegbdlnych metali, wystepuja reakcje toksyczne i/lub alergiczne. Stopien szkodliwego
dziatania metalowych konstrukcji protetycznych zalezy glownie od ilosci uwolnionych
produktéw korozji i/lub jonéw metali pozostajacych w bezposrednim zwigzku z podatnoscia
uzupelnien na korozje, ich wielkoscig jak 1 warunkami w jakich si¢ one znajduja, takimi, jak
m.in. obecno$¢ innego metalu w jamie ustnej, pH oraz mechanizm ich szkodliwego
(toksycznego) dzialania.

W praktyce klinicznej stosuje si¢ rutynowo wiele stopow roéznigcych si¢ sktadem
1 wlasnos$ciami, ale nie wszystkie dostepne stopy sa jednakowo przydatne. Powszechnie
uwaza si¢, ze tytan, cyrkon, niob, tantal, platyna, a takze ztoto i metale z grupy platynowcoéw
nie sg toksyczne. Ze zmniejszeniem si¢ zawartosci metalu szlachetnego w stopie zmniejsza

si¢ tolerancja biologiczna stopu, co jest zwigzane ze spadkiem odpornosci korozyjnej i
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szkodliwym dzialaniem uwalnianych w wigkszej ilosci produktow korozji i jonéw metali
(al-Hiyasat 1 wsp., 2002). Niska tolerancja biologiczna cechuje powszechnie stosowane
stopy o niewielkiej zawartosci metali szlachetnych (stopy na bazie srebra i palladu). Miedz 1
cynk, dodatkowe sktadniki tych stopoéw, zawsze byly uwazane za metale toksyczne, podczas
gdy toksycznos¢ srebra uzalezniano od stanu jego polaczenia w stopie. Pallad zas, tak jak
ztoto, jest stosunkowo mato reaktywnym metalem. Badania biologiczne na zwierzetach
dowiodly jednak, ze pallad w znacznie wigkszym stopniu niz srebro stymuluje ostre
zapalenie przyzg¢bia z wytworzeniem silnie unaczynionej tkanki ziarninowej (al-Hiyasat 1
wsp., 2002; Reddy i wsp., 2011).

Uwaza sig, ze wérod wielu stopow metali stosowanych klinicznie, stopy Cr-Ni i
Cr-Co cechuje najwyzszy stopief szkodliwego dziatania, znacznie wyzszy niz stopdw metali
szlachetnych. Potwierdzaja to rowniez obserwacje kliniczne stanu dzigsel bedacych w
kontakcie z koronami wykonanymi ze stopow Cr-Ni w poroOwnaniu ze stopami metali
szlachetnych (McGinley 1 wsp., 2011b). Trzeba podkresli¢, iz rzetelna ocena stopnia
szkodliwego dziatania stopéw metali jest stosunkowo trudna. Btony §luzowe, podobnie jak
skora, stanowia wazng barier¢ ochronng bronigcg organizm przed dziataniem szkodliwych
czynnikow §rodowiska zewnetrznego. Narazenie ich na rézne substancje chemiczne
uwalniane z uzupetnien protetycznych, moze prowadzi¢ do wystapienia reakcji zapalnych o
podtozu nie-immunologicznym lub immunologicznym. Sposréd reakcji o podlozu
immunologicznym, w jamie ustnej rzadko wystepuja, mediowane przez IgE, reakcje
natychmiastowe, najczesciej obserwowanymi odczynami alergicznymi s3 reakcje
nadwrazliwosci typu pdznego (kontaktowe) (IV typ nadwrazliwosci wg Gella i Coombsa)
ujawniajace si¢ po 24—72 godzinach po ekspozycji na alergen. Taka jest alergiczna reakcja
na metale uwalniane z uzupetnien protetycznych, a wystepujacy odczyn okresla si¢ jako
kontaktowe lub alergiczne zapalenie btony §luzowej jamy ustnej (stomatitis allergica).
Uwaza sig, ze czyste metale nie alergizuja, a wlasciwosci alergizujace posiadaja ich sole,
przy czym stopien alergizacji jest zalezny od stezenia jondw i czasu ekspozycji (Natarajan 1
wsp., 2011).

Wykazano, ze komponenty metali uwalniane z uzupetnien protetycznych moga
modulowac ekspresje réznych czynnikéw immunologicznych i moga by¢ czynnikiem
etiologicznym roznych procesoOw patologicznych. Wzrost ekspresji cytokin w réznych
rodzajach komoérek przyzebia po stymulacji LPS wskazuje, Zze toksyny bakteryjne, a takze

jony uwolnione w wyniku korozji moga by¢ czynnikami patogenetycznymi w takich
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chorobach jamy ustnej jak zapalenie blony $luzowej czy zapalenie dzigsel/przyzebia lub
przyczyniac si¢ do resorpcji kosci (Geurtsen, 2002).

Powiktania po zastosowaniu podstawowych stopow metali, najczg¢sciej sa
spowodowane nadwrazliwo$cig na chrom 1 nikiel, aczkolwiek niewatpliwy wplyw maja
réwniez takie czynniki jak techniczne wykonanie oraz ksztatt konstrukcji korony
protetycznej (Contreras i wsp., 2010).

Niewiele jest danych na temat mechanizméw prowadzacych do rozwoju standéw
zapalnych dzigsta (gingivitis) czy przyzgbia (periodontitis) spowodowanych obecnoscig
stopéw dentystycznych w szczelinie dzigstowej. W procesach zapalnych istotng rolg
odgrywaja cytokiny prozapalne, od ktérych zalezy inicjacja reakcji zapalnej. Cytokiny biora
udzial w wielu procesach zwigzanych z roéznicowaniem si¢ i1 aktywacja komorek
immunokompetentnych. Migracja komorek zapalnych do miejsc zapalenia jest jednym z
kluczowych momentéw w inicjacji i przebiegu reakcji zapalnych i moze prowadzi¢ do
niszczenia tkanek. Gtéwna role w tym ztozonym procesie odgrywaja chemokiny, ktérych
obecnie zidentyfikowano ponad 50. Podstawowa aktywno$¢ biologiczna chemokin dotyczy
aktywacji 1 migracji monocytéw i granulocytéw obojetnochtonnych. Wydzielanie chemokin
wzrasta w stanach zapalnych i w duzym stopniu jest indukowane przez prozapalne cytokiny
m.in. przez TNF (Reddy 1 wsp., 2011), jednak wptyw koron protetycznych na te procesy nie
byl jeszcze badany. Dlatego we wilasnych badaniach, przedstawionych w niniejszej
rozprawie, podjeto si¢ m.in. zbadania w warunkach in vivo wptywu koron protetycznych
wykonanych z r6znych rodzajow stopéw na stezenia wybranych cytokin w plynie szczelinie
dzigstowej, a w badaniach in vitro na hodowlach komodrkowych wptywu gltownych
sktadnikow stopow dentystycznych (Au, Ni, Co 1 Cr) na morfologi¢ i funkcje pierwotnych

hodowli ludzkich keratynocytow izolowanych z jamy ustnej zdrowych 0sob.

5.2. Wplyw materiatu korony na poziomy cytokin w plynie szczeliny
dzigstowej

W dostepnym pismiennictwie brak jest w zasadzie prac, ktére oceniatyby wplyw
stopoéw metali koron protetycznych na ilo$¢ cytokin wydzielanych do szczeliny dzigstowej
przez komorki przyzgbia — przedmiotu przedstawianych badan. Nalezy podkresli¢, ze
warunkiem przystgpienia do opracowan protetycznych jest klinicznie prawidtowy stan
przyzgbia, jaki zreszta stwierdzano w badaniach przedstawionych w niniejszej rozprawie.

Dzigki temu mozliwe bylo traktowanie probek plynu szczeliny dzigstowej pobieranych w
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czasie zero, tj. przed umieszczeniem korony, jako proby odniesienia u kazdego pacjenta dla
probek pobieranych po okresie jednego tygodnia i 6 miesigcy po zatozeniu korony.
Poniewaz stan kliniczny przyzgbia po 1 tygodniu i 6 miesigcach nie wykazywal obrazu
zapalnego, mozna traktowac¢ uzyskane dane o st¢zeniach cytokin jako rzeczywiscie oddajace
wplyw stopdw metali na niezmienione mikrosrodowisko szczeliny dzigstowe;.

Zupehie inna sytuacja wystgpuje przy ocenie zmian st¢zenia cytokin w ptynie
kieszonki dzigstowej w przypadku obecnosci stanu zapalnego przyzebia. Sg to wazne
klinicznie sytuacje, w ktorych poznanie patomechanizméw choroby, a szczegolnie
aktywnos$ci miejscowego i systemowego uktadu odpornosciowego ma wazne znaczenie. Z
tego wzgledu rola komoérek ukladu immunologicznego oraz wydzielanych przez nie
mediatoréw zapalenia, w tym cytokin, jest od okoto 20 lat przedmiotem intensywnych
badan. Wyniki kilku z nich zostang w skrocie przedstawione, aby uwidoczni¢ zasadnicze
roéznice mi¢dzy charakterem wlasnych badan, opisanych w niniejszej rozprawie odnoszacych
si¢ do zdrowego przyzgbia, a badaniami chorego przyzebia. Na przyktad, Gorska i wsp.
oceniali stosunek parametréw klinicznych i stgzen IL-1 beta, TNF-alfa, IL-2, IFN-y, 1L-4,
IL-10 w ptynie kieszonki dzigstowej i w biopsjach tkankowych u pacjentow z cigzka
przewlekta choroba przyzgbia (Gorska 1 wsp., 2003). Stezenie IL-1 beta, TNF-alfa, 1L-2,
IFN-y bylo znacznie wyzsze w probkach surowicy i biopsjach dzigsel tkanki przyzebia u
pacjentéw z zapaleniem przyzebia niz w grupie kontrolnej. Wysokie st¢zenia tych cytokin, a
szczegolnie wysoki stosunek IL-1beta/IL-10 1 TNF-alfa/IL-4 w bioptatach tkankowych
przyzgbia byly silnie skorelowane ze stopniem nasilenia ci¢zkoscig paradontozy. Badania te
wskazuja, ze wysokie bezwzgledne poziomy IL-1 beta, TNF-alfa, IL-2 i IFN-y, znajdujace
si¢ w biopsjach tkankowych stanowig wyraz stopnia ci¢zkosci choroby przyzebia (Gorska 1
wsp., 2003). Réwniez Tymkiw 1 wsp. zauwazyli, ze w cigzkim zapaleniu przyzgbia poziom
interferonu gamma byl znacznie wyzszy w pordwnaniu z grupa kontrolng (Tymkiw 1 wsp.,

2011).

5.2.1 Czynnik martwicy nowotworow-a

TNF jest cytoking prozapalng o plejotropowym dziataniu wptywajaca na szereg
rodzajow komorek ludzkiego organizmu. Efekty biologiczne dzialania TNF zaleza w duzym
stopniu od catkowitej i lokalnej produkcji tego czynnika. Przeprowadzono wiele badan
oceniajacych produkcje TNF w tkankach przyzebia, w ptynie kieszonki lub szczeliny

dzigstowej oraz we krwi. Uwaza sie, iz TNF jest kluczowa cytoking odpowiedzi zapalne;,
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powstajaca lokalnie w tkance przyzebia otaczajaca szczeling dzigstowa, gléwnie w
odpowiedzi na czynnik bakteryjny (Zabel, 2001). Badania Autorki pracy wskazuja, iz w
przypadku koron wykonanych ze stopow zawierajacych w swoim skladzie nikiel, poziom
TNF w ptynie kieszonki dzigstowej byt podwyzszony. Moze to by¢ spowodowane procesem
zapalnym zainicjowanym przez jony niklu uwalniane ze stopu. Na zjawisko to moze miec¢
réwniez wptyw mikroflora bakteryjna, ktérej zwickszong ilo§¢ obserwowano u pacjentéw z
koronami wykonanymi z tego rodzaju stopéw (aspekt omawiany w dalszej czesci dyskusji).
Zwigkszenie poziomu TNF w ptynie szczeliny dzigstowej moze mie¢ znaczenie dla
prawidtowego funkcjonowania przyzgbia. Dowiedziono bowiem, iz TNF razem z IL-1
stymulujg szereg zdarzen, ktore wystepujag w trakcie choroby przyzebia (Graves i Cochran,
2003). Indukuja one m.in. inne mediatory stanu zapalnego, ktore utatwiaja i wzmacniajg
odpowiedz zapalng, stymuluja produkcje metaloproteinaz i resorpcj¢ kosci. Powoduja utrate
przyczepu nablonkowego, degradacj¢ tkanki lacznej przyzgbia oraz aktywacje
osteoklastow. Uwaza si¢ iz, duza cz¢$¢ uszkodzen powstatych podczas zapalenia tkanek
przyzgbia mozna przypisa¢ dziataniu IL-1 1 TNF (Korobowicz, 2006). W szeregu innych
badan wykazano, iz cynk, nikiel i kadm znaczaco aktywuja sygnalizacj¢ z udziatem NF-kB,
wzmacniajg syntez¢ IL-8, TNF -a 1 IL-6 w komorkach THP-1 (linia ciggla monocytow)
przez co moga wywotywac szkodliwe dziatanie (Wataha i wsp., 1993; Wataha i wsp., 2008).

Doniesienia z pismiennictwa jak rowniez wyniki 1 obserwacje poczynione w
obecnej pracy, dowodza iz korona protetyczna schodkowa w pordéwnaniu z korong
bezschodkowa zapewnia gladkie przej$cie uzupehlienia protetycznego w tkanki zeba,
szczelno$¢ brzezng korony, zmniejsza  zaleganie  resztek pokarmowych, utatwia
oczyszczanie przez sling, ogranicza ilo$¢ miejsc utatwiajagcych odktadanie si¢ bakterii oraz
zmniejsza ryzyko urazu przyzebia ze¢ba filarowego  (dane do$wiadczalne nie ujete w
pracy). W przestawianych badaniach stwierdzono nizsze ste¢zenie TNF w ptynie szczeliny
dzigstowej zebow preparowanych ze stopniem pokrytych koronami niz zebow
preparowanych pod korony bez stopnia, bez wzgledu na rodzaj zastosowanego stopu
metalu. Mozna, wigc przypuszczal, ze preparacja zebOw ze stopniem 1 uzyskanie
jednoznacznej granicy szlifowania moze mie¢ istotne znaczenie dla utrzymania prawidtowe;
homeostazy jamy ustnej po zalozeniu korony protetycznej. Tak wigc oprocz wiasciwosci
srodowiska biologicznego jamy ustnej waznymi elementami w zabezpieczeniu homeostazy
przyzebia sa: techniczne wykonanie uzupetnienia protetycznego, preparacja zebow jak

réwniez ksztalt uzupelnienia protetycznego, ktére w jak najmniejszym stopniu powinno
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ingerowac¢ w srodowisko jamy W literaturze spotyka si¢ rozne poglady na temat najbardziej
korzystnego dla zachowania zdrowia przyzebia ksztaltu stopnia 1 ksztattu koron
protetycznych. Jedni autorzy utrzymuja, ze korony protetyczne powinny wiernie nasladowac
anatomiczny ksztatt zebow, inni natomiast dodatkowo zwracajg szczeg6lng uwage na to, aby
korony nie byly nadmiernie wymodelowane. Cze¢$¢ konturu korony klinicznej z¢ba, ktora
rozciaga si¢ od dna szczeliny dziagstowej poprzez wolny brzeg dzigsta do $rodowiska jamy
ustnej jest w literaturze anglojezycznej definiowana, jako ,,emergence profile”. Zachowanie
odpowiedniego ksztaltu oraz bezstopniowego przejscia korony protetycznej w powierzchnie
zgba powoduje mniejsza agregacje bakterii oraz redukuje aktywacje procesoéw
prowadzacych do zwigkszenia przepuszczalno$ci naczyn wlosowatych oraz wydzielania
cytokin do plynu szczeliny/kieszonki dzigstowe;.

W  pracy odnotowano réwniez wigksze stezenie TNF wokot koron
zacementowanych w zuchwie w porownaniu ze szczgcka bez wzgledu na rodzaj
zastosowanego materialu. Ponadto wykazano najwickszy wzrost stezenia TNF w ptynie
szczeliny dzigslowej pobranym od strony 1 wargowej 1 jezykowej. Moze to by¢ zwigzane z
odmienng intensywnoscig zalegania pokarmu na zg¢bach w zuchwie i szczece oraz po stronie
przedsionkowej 1 jezykowej tuku zebowego. Sa to pierwsze tego typu obserwacje, ktore
wymagaja z pewnoscig dalszych badan.

Interesujacg obserwacja byto stwierdzenie wiekszego wzrostu poziomu TNF pod
wplywem koron (réznego rodzaju) w grupie kobiet w poréwnaniu do mezczyzn, co moze
wskazywa¢ na zalezne od plci réznice w odpowiedzi immunologicznej w obrgbie jamy
ustnej. Zjawisko to zaobserwowano w przypadku szeregu chorob autoimmunologicznych,
ktore znacznie czesciej dotykaja kobiety niz mezczyzn. Przykltadem moze tu by¢ toczen
rumieniowaty trzewny, choroba uktadowa wystepujaca przede wszystkim u kobiet. W tych
chorobach istotng rol¢ odgrywa stan zapalny i wzrost poziomu szeregu cytokin, m.in. TNF
(Schwartzman-Morris 1 Putterman, 2012).

Prace innych autorow wskazuja réwniez na to, ze pacjenci z chorobami
przyzgbia silniej reaguja na patologiczng mikroflore bakteryjng. Kjeldsen i wsp. wykazali, ze
limfocyty, monocyty i granulocyty wyizolowane z krwi pacjentéw z zapaleniem przyzebia
stymulowane lipopolisacharydem wyizolowanym z Aggregatibacter actinomycetem-
comitans 1 Porphyromonas gingivalis, wydzielaja wigksze ilosci TNF w pordéwnaniu z
komorkami wyizolowanymi z krwi grupy kontrolnej. Gorska i wsp., badajac stezenie

cytokin prozapalnych w ptynie szczeliny dzigstowej i we krwi obwodowej nie stwierdzili
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prostej zaleznosci migdzy stopniem zaawansowania choroby przyzebia a wyzszym
stezeniem cytokin prozapalnych we krwi, przy jednoczesnie, zdecydowanie wyzszym
stezeniu cytokin prozapalnych ptynie szczeliny dzigstowej (Gorska i wsp., 2003). Autorzy
ci wykazali natomiast dodatnig korelacj¢ pomiedzy wskaznikiem krwawienia a stezeniem
TNF (Gorska i wsp., 2003). We wilasnych badaniach nie zaobserwowano korelacji
pomigdzy poszczegdlnymi parametrami stanu klinicznego przyzgbia a poziomem
poszczegolnych cytokin w plynie szczeliny dzigstowej za wyjatkiem IFN-y. Stashenko i
wsp., wykazali, ze leczenie chorob przyzebia zmniejsza w sposob istotny stezenie cytokin
prozapalnych, co moze sugerowa¢ zwigzek ze stopniem zaawansowania procesu
chorobowego (Feferskov i Kidd 2006; Stashenko i wsp. 1991).

W pismiennictwie brak jest natomiast danych na temat wplywu koron
protetycznych i stopow na stezenie TNF w plynie szczeliny/kieszonki dzigstowej. Wyniki
wlasne, przedstawione w niniejszej rozprawie maja wiec charakter oryginalnych badan,

ktére uzupetniaja stan wiedzy w tej dziedzinie nauki.

5.2.2. Interleukina-8

IL-8 jest jedng z najsilniejszych chemokin stymulujacych proces naciekania
tkanek przez komorki ukladu immunologicznego, w tym glownie granulocyty
obojetnochtonne segmentowane czyli przez neutrofile. Jest ona uwalniana przez
monocyty/makrofagi, limfocyty, neutrofile, fibroblasty, komorki $rodblonka, komorki
tuczne oraz keratynocyty (Gotab 1 wsp., 2013). Poza LPS, sktadnikiem $ciany komorkowe;j
bakterii, syntez¢ tej chemokiny indukuje rowniez IL-1B. Wielu autorow jednoznacznie
wykazato, ze stezenie IL-8 w plynie szczeliny dzigstowej jest znamiennie wigksze u
pacjentéw z zapaleniem przyzgbia (Feferskov i Kidd, 2006; Ucar 1 wsp. 2011; Geurtsen
2002; Muller i wsp., 1990; Jacobs i wsp. 1998; Yamazoe, 2010), a takze u chorych z
zapalaniem dzigset (Geurtsen, 2002). Wykazano tez, ze stezenie IL-8 dodatnio koreluje ze
wskaznikami klinicznymi zaawansowania choroby (do Nascimento 1 wsp. 2011; Feferskov 1
Kidd 2006; Geurtsen 2002), chociaz w niektorych badaniach nie zaobserwowano takiej
korelacji (Ucar 1 wsp. 2011; Yamazoe 2010). Zaobserwowano, ze po wdrozonej terapii
periodontologicznej stezenie IL-8 w plynie szczeliny dzigstowej spada, przy czym ta zmiana
koreluje z poprawg stanu klinicznego (Ucar 1 wsp. 2011; Feferskov i Kidd 2006; Muller 1
wsp. 1990; Jacobs i wsp. 1998).

Nalezy jednak podkresli¢, ze IL-8 wystepuje w ptynie szczeliny dzigstowej i to
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w stosunkowo duzym stezeniu w warunkach prawidlowych, czyli u os6b bez zmian
zapalnych w obrgbie tkanek przyzebia (Rao i Biswas 2009; Ucar i wsp., 2011; Jacobs 1
wsp., 1998; Yamazoe 2010; Can i wsp. 2007). Podobne obserwacje poczyniono takze we
wiasnych badaniach przedstawionych w niniejszej rozprawie. Stan taki jest prawdopodobnie
wyrazem procesu obronnego okreslanego mianem ,,fizjologicznego zapalenia” w szczelinie
dzigstowej, w ktorym niezwykle wazng role odgrywaja neutrofile bedace jednym ze zrodet
IL-8 (Kmie¢, 2006). Hipoteze t¢ potwierdzaja obserwacje Tonetti 1 wsp., iz stezenie mRNA
dla IL-8 w tkankach przyzg¢bia dodatnio koreluje z naptywem neutrofilow do szczeliny
dzigstowej (Tonetti i wsp., 1998). Znaczace stezenie IL-8 w ptynie szczeliny dzigstowej u
0os6b ze zdrowym przyzebiem moze by¢é zwigzane takze z rozwojem zapalenia
subklinicznego, gdzie wzrost st¢zenia IL-8 moze poprzedza¢ kliniczne oznaki choroby.
Roéwniez we wilasnych badaniach st¢zenie IL-8 w ptynie szczeliny dzigstowej bylo
relatywnie wysokie, mimo braku klinicznych cech zapalenia przyzgbia ocenianych przy
kazdej wizycie.

Na uwage zastuguje rowniez fakt, iz podwyzszenie st¢zenia IL-8 byto widoczne
zaréwno dla koron oszlifowanych bez stopnia jak i ze stopniem. Przy czym zwigkszenie
sekrecji IL-8 byto najbardziej widoczne dla koron bez stopnia. Odpowiada to czg¢sciowo
wydzielaniu TNF, gdzie efekt stymulacyjny byt tylko widoczny dla koron bez stopnia.
Mozna zatem przyjac, iz samo przygotowanie techniczne korony moze mie¢ duze znaczenie
dla pdzniejszych zjawisk immunologicznych (zostato rowniez opisane w podrozdziale wyzej
dotyczacym TNF). Brak pelnej korelacji w wydzielaniu IL-8 1 TNF moze wynika¢ z faktu, iz
podczas zapalenia, IL-8 jest wytwarzana w organizmie wczesniej niz TNF. Wydaje si¢
rowniez, iz wytwarzanie TNF wymaga silniejszego sygnatu, w pordéwnaniu do IL-8.
Dodatkowo, u pacjentéw z zapaleniem przyzebie nie obserwuje si¢ korelacji migdzy
poziomem IL-8 a poziomem TNF. Co ciekawe, taka korelacja wystgpuje migedzy poziomami
IL-6 a IL-8 (Noh 1 wsp., 2013).

Oryginalny charakter ma wtasna obserwacja wskazujaca na wyzszy poziom IL-8
po tygodniu i szesciu miesigcach od zacementowania koron po stronie jezykowej i
podniebiennej, gdzie zeby zostaty oszlifowane bez stopnia.

W przeciwienstwie do TNF nie zauwazono réznic w poziomie IL-8 miedzy
kobietami 1 me¢zczyznami bez wzgledu na rodzaj zastosowanego stopu. Nalezy zaznaczy¢, ze
stezenie IL-8 bylo wyzsze po tygodniu i szeSciu miesigcach od zacementowania koron w

zuchwie anizeli w szczece bez wzgledu na rodzaj zastosowanego stopu. Sg to pierwsze tego
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rodzaju obserwacje, poniewaz w pi§miennictwie brak jest danych na temat réznicy w
ekspresji cytokin w szczgce czy zuchwie.

Najnowsze badania zespotu Yu i1 wsp. wskazuja, ze poziom IL-8 w ptynie
szczeliny dziastowej wokot koron wykonanych ze stopu Cr-Ni byt wyzszy o 116% 1 77% dla
grup 30 mezczyzn 1 30 kobiet niz w grupie kontrolnej (Yu i wsp., 2013). Natomiast poziom
IL-8 po 3 miesigcach od zacementowania koron na stopach Cr-Co i ztota wrécit do poziomu
wyjsciowego. Rowniez we wiasnych badaniach poziom stezenie tej cytokiny bylo wyzsze
dla stopow Cr-Ni 1 Cr-Co w poroOwnaniu ze stopami ztota zarowno po tygodniu i1 szeSciu
miesigcach od zacementowania koron, co wskazuje na potencjalne znaczenie biologiczne

tych obserwacji.

5.2.3. Interferon gamma

IFN-y jest cytoking wytwarzang glownie w odpowiedzi na infekcje wirusowa,
jednak jego podwyzszone poziomy sg wykrywane réwniez w innego rodzajach zapaleniach.
W badaniach niniejszej pracy zauwazono wzrost stezenia IFN-y w ptynie szczeliny
dzigstowej po szesciu miesigcach od zacementowania koron dla stopéw niklu i kobaltu, przy
niskim st¢zeniu tej cytokiny dla jonow ztota.

Wyniki te maja cze¢sciowe odniesienie do badan Bordignon i wsp., ktorzy
okreslali wptyw jonow niklu 1 palladu na ekspresje IFN-y 1 IL-10 (Bordignon 1 wsp., 2008).
Co ciekawe, u wszystkich pacjentow z dodatnim testem skornym zarowno dla niklu 1
palladu, w badaniach in vitro komorek jednojadrzastych krwi obwodowej wystapita rowniez
odpowiedz charakteryzujgca si¢ uwalnianiem IFN-y po stymulacji jonami niklu 1

wytwarzaniem IL-10 w odpowiedzi na jony palladu.

5.2.4 Interleukina 10

IL-10 nalezy do cytokin immunosupresyjnych, ktore hamujg funkcje m.in.
makrofagdbw 1 limfocytow Thl. Cytokina ta razem z TGF-B, jest rowniez gléwnym
czynnikiem odpowiedzialnym za nabywanie tolerancji na obce antygeny. Wiasne badania
wskazuja na wyzsze stezenia IL-10 zaréwno po tygodniu jak i sze$ciu miesigcach od
zacementowania koron w pordéwnaniu do kontroli (przed zatozeniem korony). Byto to
szczegblnie widoczne dla koron wykonanych z kobaltu oraz ztota. Wzrost ten moze byc¢
powodowany obecno$cia obcego antygenu (metalu) i indukcji procesu tolerancji
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immunologicznej. Efektu takiego nie zaobserwowano dla jondéw niklu, co moze $wiadczy¢ o
tym, ze okres szesciu miesiecy moze by¢ za krotki dla zapoczatkowania znaczacej produkcji
IL-10 1 wytworzenia tolerancji immunologicznej (Rustemeyer i wsp., 2004). Jony niklu
moga rowniez odmiennie wptywa¢ na procesy immunologiczne, aktywujac przede
wszystkim ,,$ciezke” prozapalna, bez udzialu cytokin przeciwzapalnych.

Dziatanie przeciwzapalne tej cytokiny i wzrost jej poziomu na powierzchni
zebow oszlifowanych ze stopniem, gdzie dochodzi do bezposredniego kontaktu porcelany z
dzigstem moze $wiadczy¢ o tym, ze jednym z najbardziej biokompatybilnych materiatow
uzywanych w protetyce jest glazurowana porcelana.

U o0s6b z dhugotrwalg ekspozycja na nikiel moze rozwijaé si¢ zjawisko tolerancji
immunologicznej na ten pierwiastek. Rustemeyer i wsp. w swoim badaniu wykazali
zwigkszony poziom IL-10 we krwi u oso6b z ujemnymi wynikami testow ptatkowych, u
ktorych wystepowat dlugotrwaty kontakt §luzowki z niklem (Rustemeyer i wsp., 2004).
Podobne obserwacje przedstawili Minang i wsp., ktorzy wykazali, ze nikiel indukuje
produkcje IL-10, IL-4, IL-13, IFN-y, a ilo$¢ tych cytokin, a zwlaszcza IFN-y korelowata z
poziomem IL-10, co wskazuje na wagg tej cytokiny w przeciwdzialaniu reakcji alergicznej
(Minang 1 wsp. 2006). W badaniach Gorskiej 1 wsp. u pacjentdOw z zapaleniem przyzgbia
poziom IL-4 i IL-10 byt na niskim poziomi lub byl niewykrywalny. W tkankach zdrowych
dzigset poziom IL-4 (88% probki dodatnie) 1 IL-10 (72%) byla znacznie wyzszy (Gorska 1
wsp. 2003). Podobne wnioski wysung¢li Gamonali 1 wsp., ktorzy stwierdzili, ze poziomy IL-
8 oraz IL-10 wzrosty w miejscach z zapaleniem przyzgbia, ale nie byty to roznice
znamienne statystycznie (Gamonali i wsp., 2000).

Nalezy jednak podkresli¢, iz poziomy IL-10 w ptynie kieszonki dzigstowej (jak
rowniez IL-12 1 IFN-y) byty bardzo niskie, stad ich interpretacja i1 analiza statystyczna byta

bardzo trudna i moze by¢ przez to obarczona pewnym btedem statystycznym.

5.2.5 Interleukina 12

IL-12, bedaca heterodimerem o masie ok. 75 kDa, jest waznym sktadnikiem
odpowiedzi immunologicznej produkowanym m.in. podczas infekcji spowodowanej przez
zewnatrzkomoérkowy patogen. Indukowanie odpowiedzi Thl jest w gtownej mierze zalezne
od IL-12 produkowanej przez makrofagi, limfocyty B i komorki dendrytyczne. Interleukina
ta powoduje wzrost cytotoksycznosci komorek NK 1 limfocytow T poprzez wzrost sekrecji

interferonu gamma 1 TNF. Dlatego tez jej efekt jest synergistyczny z IL-2, natomiast
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antagonistyczny (najczesciej) z IL-10. IL-12 wspdlnie z IL-18 indukuje réznicowanie i
proliferacje limfocytéw Thl kontrolujagc w ten sposoéb odpowiedz Thl i wydzielanie IFN-y
oraz IL-2. Wyniki niniejszej pracy wskazuja, iz poziomy tej cytokiny w ptynie kieszonki
dzigstowej, sa bardzo niskie. Dodatkowo nie zaobserwowano znaczacych roéznic w stezeniu
tej cytokiny w zaleznosci od typu korony. W nielicznych badaniach dotyczacych tej
cytokiny 1 metali, wykazano natomiast, iz osteoblasty stymulowane LPS zwickszaty
produkcje IL-12 1 TNF po inkubacji z Co i Cr (Stashenko i wsp., 1991). Jak wida¢ cytokiny,
ktérych stezenia pozostaja niewielkie, a ktore raczej wywieraja subtelng role w
roznicowaniu, kierunkowaniu komorek uktadu immunologicznego nie sg syntezowane w
odpowiedzi na stabe bodZce egzogenne. Do takiej syntezy, komorki wydajg si¢ potrzebowac

silniejszych bodzcow aktywujacych, np. LPS.

5.3 Wplyw jonéw metali na hodowle keratynocytow

Srodowisko jamy ustnej jest bardzo zmienne stad tez ocena wplywu metali
wchodzacych w sktad stopéw koron na wydzielanie cytokin w warunkach in vivo moze by¢
trudna do zobiektywizowania. Dlatego tez w przedstawianych badaniach postanowiono
postuzy¢ si¢ roéwnolegle modelem hodowli komodrkowej. Keratynocyty inkubowano z
jonami metali przez okres 48 godzin, po czym medium analizowano pod katem st¢zenia
wybranych cytokin. Wykazano, iz w warunkach in vitro jony badanych metali miaty
niewielki wpltyw na produkcje cytokin przez keratynocyty, poniewaz nie zaobserwowano
statystycznie znamiennych réznic w stosunku do hodowli kontrolnych. Jednakze badane
jony, a szczegdlnie jony niklu, wywieralty wyrazny wplyw na morfologi¢ komorek. Podobne
eksperymenty, chociaz na zupelnie innym rodzaju komorek prowadzili inni badacze. Np.
Messer 1 wsp. oceniali wplyw jondéw metali na zywotno$¢ i1 wydzielanie IL-1B w
hodowanych ludzkich fibroblastach (Messer i wsp., 1999). Fibroblasty inkubowano przez
24 1 48 godzin z jonami Ni, Fe, Mo, Cu, In, Au, stopu Cr-Ni-Co 1 Au-Pt. Stwierdzono, ze
jony zlota nie wptywaly na badane parametry. Natomiast inkubacja fibroblastow z jonami
Ni, Fe, Mo i Cu obnizata zywotno$¢ komorek odpowiednio o 22%, 9%, 84% 1 58%. Po
inkubacji komodrek ze stopami Cr-Ni-Mo oraz Au-Pt Zywotno$¢ fibroblastow ulegata
redukcji odpowiednio o 17 1 6%. W przypadku inkubacji komoérek z jonami miedzi i niklu

wykazano 10-krotnie wyzsze st¢zenie IL-18 w medium hodowlanym w poréwnaniu do
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kontroli (Messer i wsp., 1999). Przytoczone wyniki wskazuja na to, ze niektore jony metali
moga negatywnie oddzialywa¢ na komoérki wehodzace w sklad tkanek przyzebia i zmieniaé
ich aktywnos$¢ w zakresie sekrecji cytokin.

Inni autorzy (Wylie i wsp., 2007) badali wptyw jonow Ni uwalnianych z dwéch
stopow dentystycznych na hodowle keratynocytow. Bezposredni kontakt dwoch roznych
materialdow uwalniajacych jony niklu powodowat zahamowanie wzrostu keratynocytéw i
zmiany ich morfologii. Zauwazono réwniez, ze uwalnianie jonéw niklu nie byto jednakowe
dla obu stopow. Wigksze stezenie jonow niklu powodowato wigksze zahamowanie wzrostu
komorek oraz zmniejszone wydzielanie czynnika wzrostu GM-CSF (Wylie i wsp., 2007).
Przeprowadzono réwniez do$wiadczenia, w ktorych badano miedzy innymi zywotno$¢
komorek, syntez¢ DNA 1 RNA po inkubacji ludzkich dzigstowych fibroblastow z niektorymi
solami metali. Okazalo si¢, ze najbardziej toksyczny okazal si¢ beryl 2+, $rednio toksyczny
byt Ni 2+, podczas gdy jony Cr 3+ i Mo 6+ byly najmniej toksyczne (Messer, 1999) Inni
autorzy stwierdzili znacznie wyzsze stezenie IL-8 w hodowlach ludzkich keratynocytéw
inkubowanych z jonami niklu 1 kobaltu w poréwnaniu do komoérek kontrolnych, przy czym
inkubacja z solami zlota zmniejszata st¢zenie tej cytokiny w medium (Xu i wsp., 2009,
Wylie 1 wsp., 2007). Wyniki te sugeruja, ze korony na podbudowie zlota nie dzialaja
szkodliwie na tkanki przyzebia, gdyz nie zwigkszaja sekrecji silnych cytokin prozapalnych,
IL-1B oraz IL-8, w przeciwienstwie do stopoéw niklu, ktore moga powodowac stan zapalny
dzigset poprzez wzrost sekrecji cytokin prozapalnych.

Takze wydzielanie innej cytokiny prozapalnej, IL-6, pod wplywem jonéw metali
1 stopow szlachetnych bylo badane w hodowlach ludzkich fibroblastow 1 keratynocytow.
Obserwowany w tych badaniach wzrost stg¢zenia IL-6 pod wptywem jonow Cu, Zn, Co oraz
Ni sugeruje ich prozapalny efekt (Schmalz i wsp., 1998).

W badanich prowadzonych przez Wang i wsp. zaabserowano natomiast, iZ po
dziataniu jonami Co, Cr oraz Ti na ludzkie komorki U937 (linia zblizona do monocytéw)
dochodzito do zwigkszonego wydzialania IL-1, TNF-alfa (dla Ti oraz Cr) oraz IL-8 (dla T),
jak roéwniez zmniejszonej produkcji TGF-beta (Wang 1 wsp., 1996). Natomiast
doswiadczenia Tkaczyk 1 wsp., przeprowadzone rowniez na komodrkach linii U937,
wykazaly, iz po dziataniu jonami Cr 1 Co w odpowiednich warunkach moze dochodzi¢ do
wzrostu ekspresji enzymow antyoksydacyjnych (Tkaczyk 1 wsp., 2010).

W przedstawianych w pracy badaniach wlasnych zaobserwowano, ze jony moga

hamowac proliferacj¢ komoérek nablonkowych, jak réwniez zmienia¢ ich morfologi¢. Nie
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wykazano natomiast by jony zmienialy istotnie profil cytokinowy in vitro. Tak wigc wyniki
wilasnych badan sa tylko czg$ciowo zgodne z danym literaturowymi. Nalezy jednak
zaznaczy¢, 1z stworzenie warunkow w hodowli in vitro odzwierciedlajacych te, ktore
wystepuja in  vivo stanowi powazny problem metodyczny w wielu modelach
doswiadczalnych i pracach badawczych. Szczegoélnie trudny aspekt stanowi wybor stgzen
jondéw do stymulacji in vitro. Nalezy bowiem pamigtac, iz dzialanie poszczeg6lnych jonow
na tkanki jamy ustnej pacjenta, w tym nablonek, zachodzi przez wiele miesigcy 1 lat.
Natomiast efekt biologiczny dzialania jonéw w postaci zapalenia lub potencjalnych innych
zmian chorobowych ujawnia si¢ najwczesniej po kilku dniach lub nawet tygodniach. W
pracy, ze wzgledow metodycznych (specyfika hodowli) przyjeto czas stymulacji na 48
godzin i z tego wzgledu wybrano stosunkowo wysokie stezenia badanych jonow metali.

Dla wlasciwej interpretacji uzyskanych wynikéw nalezy réwniez wymienié
wady modeli opartych o jednowarstwowe hodowle komoérkowe. Przede wszystkich zwykle
nie zawieraja one innych rodzajow komorek oraz sktadnikéw macierzy pozakomorkowej i
btony podstawnej (Klausner 1 wsp., 2007; Chai 1 wsp., 2010). W pracy wykorzystano do
hodowli wylacznie keratynocyty izolowane z ludzkiej blony §luzowej jamy ustnej. Warto
zauwazyC, iz rowniez inne komorki, takie jak fibroblasty, granulocyty 1 monocyty
uczestniczg w odpowiedzi zapalnej zwigzanej z obecnoscia materiatow korony protetyczne;j
w jamie ustnej. Komorki te rowniez stanowig model wykorzystywany przez innych autoréw
(Imirzalioglu 1 wsp., 2012). Wybor keratynocytow w niniejszej pracy podyktowany byt
faktem, iz komorki te sa tatwo dostepnym materiatem badawczym, ktorego rutynowe
pobranie przy innych zabiegach chirurgicznych nie stanowi uszczerbku dla zdrowia pacjenta
a przez to nie budzi zastrzezen natury etycznej. Ponadto, keratynocyty charakteryzujg si¢
wysokimi zdolno$ciami proliferacyjnymi, co umozliwia ich stosunkowo tatwe namnazanie i
hodowle in vitro. Nalezy tez wspomnie¢, ze istniejg tez inne mozliwosci stymulacji komoérek
jonami metali niz ich rozpuszczalne roztwory uzyte w badaniach wiasnych. Na przyktad,
McGinley 1 wsp. stosowali w hodowli komoérkowej dyski metalowe zbudowane ze stopow
Cr-Ni lub Cr-Co, ktore miaty kontakt z keratynocytami i fibroblastami. W tym ukladzie
stopy zawierajace w swoim skladzie najwigcej niklu oraz chromu najbardziej indukowaty
wydzielanie cytokin prozapalnych, w tym IL-1, IL-8 oraz TNF-alfa (McGinley 1 wsp.,
2012).
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5.4. Badania mikrobiologiczne

Uwaza si¢, iz mozliwe dziatania negatywne uzupetlien protetycznych sa
skutkiem wspotdziatania wielu czynnikéw chemicznych, biologicznych i mechanicznych
m.in. pragdow galwanicznych, mechanicznego draznienia, obecnos$ci innych uzupethien
protetycznych, resztek spozywanych pokarmow oraz innych czynnikéw. Ponadto warunki,
jakie stwarzaja uzupehienia (zwigkszenie retencji resztek pokarmowych i plytki nazgbnej)
sprzyjaja rozwojowi patogennej flory bakteryjnej i sa réwniez jednym z czynnikow
etiologicznych stanéw zapalnych blony Sluzowej jamy ustnej i przyzebia (Pancerz-Lo$ i
wsp., 2010; Moretti i wsp., 2011).

We wlasnych badaniach wykazano, iz po okresie 6 miesiecy od zacementowania
koron, wyraznemu zwigkszeniu w plynie szczeliny dzigstowej ulega czestos¢ wystepowania
bakterii beztlenowych, tlenowych i wzglednie beztlenowych, a takze mikroaerofilnych, ktére
mogg wywotywaé zapalenia przyzebia. Zapalenie przyzebia jest choroba, w ktoérej gldéwnag
role odgrywa patogen Porphyromonas gingivalis. Jest to pateczka Gram ujemna wystepujaca
glownie w ptytce poddzigstowej, chociaz izolowana moze by¢ rowniez z powierzchni jezyka
czy migdatkow. Jest to agresywny periodontyczny patogen chorobotworczy cztowieka. Do
patogennosci tej bakterii przyczyniaja si¢ m.in. fimbrie, ktére warunkuja adhezj¢ oraz
otoczka, ktora chroni przed fagocytoza. Pateczka ta wytwarza wiele czynnikoéw wirulencji tj.
proteazy, ktore niszczg immunoglobuliny, dopeilniacz 1 biatka wigzace hem, a takze
hemolizyn¢ 1 kolagenaz¢ (Ravnholt i Jensen 1991). Pierwsza linig komodrek narazonych na
kontakt z patogenami sg komorki nabtonka. Komorki te moga odgrywac role wskaznikow
zakazenia poprzez wydzielanie IL-1, ktore indukuje syntez¢ pozostalych cytokin
prozapalnych. Ponadto IL-1 ta moze réwniez stymulowa¢ wzrost niektorych gatunkow
bakterii, np. S. aureus, wywotujacych zapalenie (Pollanen MT i wsp. 2013). Zapalenie to
manifestuje si¢ jako zapalenie dzigsel, a nast¢pnie zapalenie przyzgbia. A wigc regulacja
produkcji IL-1B moze by¢ skutecznym celem terapeutycznym do zwalczania chorob
przyzgbia (Stashenko 1 wsp. 1991). Obecnos¢ uzupetnien protetycznych zaburza sSrodowisko
mikrobiologiczne w obrebie jamy ustnej. Gtownym elementem wpltywajacym na zasiedlenie
tkanek migkkich 1 twardych przez mikroorganizmy jest wytworzenie ptytki nazebnej
dentogingival plaque, gtownie dzigki istnieniu roznego rodzaju adhezyn bakteryjnych typu
fimbrie 1 pilie (Hultin i wsp. 2002). Badanie prowadzenie w zakresie mikrobiologii jamy

ustnej, wykazuja, iz obecno$¢ uzupelnien protetycznych wpltywa na zwigkszenie
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wystepowania mikroorganizméw poprzez wytwarzanie grubszej plytki nazebnej, niz w
innych miejscach jamy ustnej (Kancyper and Koka 2001; Passariello i wsp. 2012).
Zwigkszona adhezja do uzupeinienia wykonanego z metalu lub innego materialu jest w
duzej mierze spowodowana chropowatoscig materialu. Zespot Bollena wykazal, iz
przekroczenie stopnia chropowatosci >0,2 (Ra>0,2) skutkuje nagla akumulacja bakterii na
powierzchni uzupelnenia, niezaleznie od uzytych materiatéw — stali nierdzewnej, zywicy
akrylowej czy tez ceramiki (Bollen i wsp., 1997). Zwigkszenie chropowatosci jest natomiast
nieuniknionym wynikiem gloéwnego procesu starzenia si¢ koron metalowych,
spowodowanego korozja (Eliades i Athanasiou, 2002). Udowodniono, ze czynnikiem
umozliwiajagcym zwigzanie mikroorganizméw z powierzchnig jest rowniez bakteryjny LPS,
co wykazaty badania Knoershilda i wsp., gdzie zaobserwowano znacznie lepszg adhezje
przez bakterie E. coli i P. gingivalis poprzez LPS do powierzchni stali nierdzewnej w
stosunku do powierzchni plastikowej (Knoernschild i wsp., 1999). Réwniez obecno$é¢
mucyny w S$linie wplywa dodatnio na mozliwo$¢ wigzania si¢ mikroorganizméw do
powierzchni protezy, co wykazaly badania zespotu J. Li, gdzie wykazano zmniejszong
mozliwo$¢ mechanicznego usuniecia C. albicans z roznych powierzchni oraz zwigkszong
adhezj¢ do materiatéw hydrofobowych (Li 1 wsp., 2012).

W niniejszej rozprawie analizowano rowniez wpltyw rodzaju stopu na obecno$¢
okreslonych bakterii w ptynie szczeliny dzigstowej. Badania potwierdzaja obserwacje
innych autorow, iz liczba mikroorganizméw znaczaco wzrasta w probach dla stopoéw
wykonanych z Ni oraz Co w stosunku do préb kontrolnych od tych samych pacjentow. W
przypadku stopow Au wykazano natomiast, obnizenie zaréwno liczby jak 1 gatunkow
drobnoustrojow izolowanych z badanych materiatow. Jest to prawdopodobnie zwigzane ze
zmniejszong korozjg stopow ztota w stosunku do Ni i Co. Co wigcej, prace J. Li wykazaly,
ze stopy Au wykazuja podobny to Ti brak adhezji w stosunku do C. albicans (Li 1 wsp.,
2012). Z kolei prace zespotu Shah potwierdzily skutecznos¢ TiO2 w hamowaniu tworzenia
ptytki nazgbnej na przyktadzie L. acidophilus (Shah 1 wsp., 2011), z kolei starsze badania
zespotu Laurenta wykazaty znaczng przewage stopoéw Au nad Cr-Ni wzgledem wlasciwosci
fizykochemicznych w przypadku kolonizacji bakteriag o potwierdzonym wysokim wptywie
na korozje stopdw - Actinomyces viscosus (ATCC19246) w Srodowisku zarowno czystej
sliny, jak 1 ekstraktu drozdzowego (Laurent i wsp., 2001). Réwniez badania zespolu
Goodsona z zastosowaniem hybrydyzacji DNA:DNA potwierdzily znaczng redukcje bakterii

na powierzchni pokrytej Au w stosunku do préb kontrolnych od tych samych pacjentéw
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(Goodson i wsp., 2001).

Oprocz korozji galwanicznej wystepuje tez korozja mikrobiologiczna, ktora
przebiega dwutorowo: poprzez metabolizowanie materiatu korony oraz poprzez zmiang
mikrosrodowiska protezy (glownie pH) — jest jednym z czynnikéw wpltywajacych na
przyspieszong degradacj¢ korony, a co za tym idzie rowniez na zwigkszenie przylegania
ptytki bakteryjnej do protezy (Matasa, 1995). Wykazano, ze gtéwnymi mikroorganizmami
powodujacymi korozje mikrobiologiczng s3: E. corrodens, Thiobaccilum ferroxidans oraz
Streptococcus mutans (Palaghias 1985). W niniejszej rozprawie zaobserwowano brak roznic
w udziale E. corrodens w badanych trzech typach koron (najwickszy — 41% dla Co, 29% dla
Au i 25% dla Ni), natomiast S. mutans zidentyfikowano trzykrotnie czesciej dla uzupehien
wykonanych z Ni niz dla Co i Au. Obecno$¢ tych mikroorganizméw moze w znaczacy
sposob przyczyni¢ si¢ do korozji mikrobiologicznej koron wykonanych ze stopow Co 1 Ni,
natomiast stopy Au wykazuja odpornos¢ na srodowisko korozyjne wytwarzane przez te
patogeny (Goodson i wsp., 2001).

Analizowana w pracy pula mikroorganizméw zawierala m. in. patogeny
odpowiedzialne za rozwdj choréb przyzebia, tj. Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans (do Nascimento 1 wsp., 2011; Kohal 1
wsp., 2004). Zaobserwowane niewielkie obnizenie liczby tych patogendw w stopach
wykonanych na bazie Au moze by¢ zwigzane ze stabszg korozja koron wykonanych ze
stopéw na bazie zlota w stosunku do Co i1 Ni, gdzie zaobserwowano wzrost lub brak roznic
w liczbie patogendow migdzy badaniem a kontrola. Stoi to w sprzeczno$ci z wynikami
badan Knoershilda 1 wspotpracownikow, ktorzy wykazali brak roéznic w mozliwosci
kolonizacji P. gingivalis na koronach wykonanych ze ztota oraz Cr-Ni-Be (P>0,05). Wg
autorow zwigzane byto to z silnym przyleganiem wydzielanego przez P. gingivalis LPS do
powierzchni koron obu typdéw (Knoernschild 1 wsp. 1995). Z drugiej strony w niniejszej
pracy badano proby po 6 miesigcach od zacementowania koron protetycznych, co mogto
spowodowa¢ zwigkszong korozje¢ koron Cr-Ni i Cr-Co w stosunku do Au, a to moglo
skutkowaé zwigkszeniem porowatosci 1 przez to wzrostem kolonizacji gatunkéw
patogennych. Potwierdzeniem czgstszej kolonizacji bakterii na koronach o podbudowie
metalowe] niz pelnoceramicznych jest praca Anhoury i1 wspdlpracownikow, ktorzy
udowodnili, iz na koronach metalowych dominujg gatunki takie jak Treponema denticola,
Aggregatibacter  actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum ss  vincentii,

Streptococcus anginosus oraz Eubacterium nodatum (Anhoury i wsp. 2002).
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6. WNIOSKI

1. Korony metalowo-ceramiczne wykorzystywane rutynowo w stomatologii moga
powodowa¢ zmiany w uwalnianiu do szczeliny/kieszonki dzigslowej zar6wno
cytokin prozapalnych, jak i antyzapalnych.

2. Korony wykonane ze ztota w najmniejszym stopniu indukujg sekrecje prozapalnej
cytokiny IL-8, co moze by¢ zwigzane z jednoczesng stymulacja wydzielania IL-10
oraz dzialaniem bakteriostatycznym jonow zlota.

3. Stopy dentystyczne nieszlachetne zawierajace nikiel stosowane do wykonania
koron metalowo-cereamicznych powinny by¢ zastgpowane przez stopy szlachetne
lub nieszlachetne pozbawione niklu.

4. Sposrod badanych stopow najbardziej biokompatybilnym materialem dla
wykonywania uzupetnien protetycznych byl stop ztota.

5. Prawdopodobnym zrdédlem cytokin produkowanych w odpowiedzi na kontakt z
koronami protetycznymi sg komorki uktadu odporno$ciowego. Wskazuja na to
badania in vitro, ktére nie wykazaly zmian w wydzielaniu cytokin przez ludzkie
keratynocyty po stymulacji badanymi jonami.

6. Stwierdzony w badaniach in vitro wplyw jondéw metali (Au, Ni, Co, Cr) na
morfologi¢ 1 proliferacje ludzkich keratynocytow wskazuje, iz jony te wywieraja
wplyw na aktywnos¢ biologiczng tych komorek.

7. Hodowle ludzkich keratynocytéw blony sluzowej jamy ustnej moga by¢ stosowane
jako  przydatny model do oceny  biokompatybilnosci  materialow

stomatologicznych.

99



Wptyw stopow metali stanowiacych podbudowe porcelanowych koron protetycznych na ekspresje
cytokin w plynie szczeliny dzigstowej i hodowlach keratynocytéw

7. STRESZCZENIE

Korony protetyczne stanowig bardzo wazne elementy odtwarzajace naturalny
ksztalt i funkcjonalno$¢ aparatu stomatognatycznego. Zbudowane sg one jednak z obcych
dla organizméw sktadnikow (gtownie metali), ktore mogg by¢ przyczyng réznego rodzaju
reakcji niepozadanych. Reakcje te prowadza czgsto do przewleklych stanow zapalnych
dzigset i tkanek przyzebia, przy czym stabo poznane sg patomechanizmy rozwoju tych
zapalen. Wydaje sie, iz duze znaczenie odgrywac tu moze aktywacja sieci cytokin, ktora
moze prowadzi¢, poprzez rozwdj stanu zapalnego, do uszkodzen tkanek przyzebia.

Glownym celem wykonanej pracy, stato si¢ okreslenie wptywu stopow metali
koron protetycznych na profil wydzielania cytokin prozapalnych i przeciwzapalnych do
ptynu szczeliny dzigstowej oraz status mikrobiologiczny szczelin dzigstowych pacjentow.
Drugim celem byta ocena wydzielania cytokin przez hodowane in vitro ludzkie
keratynocyty, w odpowiedzi na jony metali stosowane w koronach protetycznych (Au, Ni,
Co, Cr).

Material biologiczny stanowil ptyn szczeliny dzigstowej wyizolowany od
pacjentow (n=65, Srednia wieku 42,5 lat) zakwalifikowanych do wykonania koron
protetycznych (taczna liczba koron n=95). Plyn pobierano bezposrednio przed, tydzien po
oraz sze$¢ miesiecy po zacementowaniu korony 1 mrozono do czasu analizy stezenia
cytokin. W badaniach wykorzystano rowniez fragmenty prawidlowej btony Sluzowej jamy
ustnej pobierane w trakcie przy zabiegach chirurgicznych (n=8), z ktorych metoda
enzymatyczng izolowano keratynocyty i zakladano in vitro ich hodowle. Komorki po
pierwszym pasazu inkubowano przez 48 h z odpowiednimi jonami, po czym zbierano media
1 okreslano stezenia badanych cytokin. St¢zenie cytokin w ptynie szczeliny dzigslowej 1
nadsaczu z hodowli keratynocytow oceniano metoda cytometrii przeptywowej przy
wykorzystaniu techniki ,,FlexSet” (Beckton Dickinson). Po odpowiednim pobraniu ptynu
szczeliny dzigstowej na badanie bakteriologiczne, przy pomocy standardowych metod
analizy mikrobiologicznej, oceniono czestos¢ wystepowania w jamie ustnej wybranych
gatunkow bakterii tlenowych, beztlenowych oraz grzybdéw drozdzakopodobnych.

Wyniki badan wskazuja na to, iz korony protetyczne indukuja in vivo zmiany w
sekrecji cytokin, przy czym dotyczg one przede wszystkim cytokin prozapalnych. Korony
wykonane na bazie stopéw niklu powodowaly przede wszystkim wzrost poziomu cytokin

prozapalnych: TNF, IFN-y oraz IL-8. W przypadku koron wykonanych na bazie jonow
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kobaltu dochodzito do wzrostu poziomu IFN-y, IL-8 oraz IL-10, cytokiny o charakterze
przeciwzapalnym Natomiast dla koron na bazie stopéw zlota obserwowano gtownie wzrost
stezen w plynie szczeliny dzigstowej IL-8 oraz IL-10. Zaobserwowano roznice w st¢zeniach
cytokin w zaleznos$ci od lokalizacji korony w jamie ustnej (wyzszy poziom IL-8 dla koron
zlokalizowanych w zuchwie). Wykazano réwniez, iz korony bez stopnia powodujg wyzszy
wzrost wydzielania IL-8 w poréwnaniu do koron ze stopniem. Obserwacje przeprowadzone
na hodowlach keratynocytow wykazaly, iz jony metali wptywaja negatywnie na morfologie
komorek (gtownie jony niklu), mimo to nie zaobserwowano znacznego wptywu badanych
jonéw na wydzielanie cytokin. Badania mikrobiologiczne wykazaty, iz korony wykonane ze
stopow niklu oraz kobaltu powoduja zwigkszong kolonizacj¢ bakteriami zarowno tlenowymi
jak 1 beztlenowymi. Natomiast korony wykonane za stopow ztota powodowaty zmniejszenie
wystepowania niektorych rodzajoéw bakterii, w tym m. in. Porphyromonas gingivalis.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze uzyskano nowe dane, ktére czesciowo
charakteryzuja wptyw materialéw budujacych korony protetyczne na odpowiedz cytokinowa
1 mikrobiologiczng w obrgbie otaczajacych tkanek przyzebia. Uzyskane wyniki wskazuja, iz
korony protetyczne moga indukowaé¢ odpowiedz immunologiczng, gléwnie zwigzang z
reakcja zapalna, przy czym w najmniejszym stopniu wydzielanie cytokin wzrastalo w
przypadku koron wykonanych ze stopow zlota. Obserwacja ta powinna mie¢ istotne
znaczenie w praktyce protetycznej. W $wietle uzyskanych wynikéw konieczne wydaje si¢
przeprowadzanie oceny wplywu nowo opracowywanych biokompatybilnych materiatow
dentystycznych pod wzgledem ich wptywu na komorki ukladu odpornosciowego tkanek
przyzebia, tak aby wydzielane przez nie cytokiny w mozliwie niewielkim stopniu zmieniaty

mikrosrodowisko jamy ustne;.
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