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Riukymo poveikis neutrofily oksidaciniam metabolizmui

Darius Zasimauskas, Gediminas Zekonis
Kauno medicinos universiteto Danty ir Zandikauliy ortopedijos klinika

RaktaZodZiai: neutrofilai, rikymas, aktyviosios deguonies formos, chemiliuminescencija,
nitromélynojo tetrazolio redukcijos testas.

Santrauka. Tabako produkty sukelti neutrofily funkcijos pokyciai yra labai svarbiis parodonto
ir kit su ritkymu susijusiy sisteminiy ligy patogenezei. Sio darbo tikslas — jvertinti ritkymo poveikj
neutrofily oksidaciniam metabolizmui.

Tyrimo medziaga ir metodai. Tyrimui atrinkta 17 ritkanciy ir sisteminémis ligomis neserganciy
vyry, kurie dél jvairiy odontologiniy ligy kreipési | Kauno medicinos universiteto Konsultacine
stomatologijos poliklinikq. Tiriamyjy amzZius — nuo 22 iki 43 mety. Visi tiriamieji apklausti
naudojant anketq, iSsiaiskinti jy ritkymo jprociai. Klinikinio tyrimo metu pagal supaprastintq
burnos higienos indeksq jvertinta burnos higiena, pagal Russell parodontinj indeksq {vertinta
parodonto audiniy biikle, taip pat nustatytas danty paslankumas pagal Ramfjord indeksq. Ritkymo
poveikis oksidaciniam neutrofily metabolizmui vertintas chemiliuminescencijos metodu ir
nitromélynojo tetrazolio redukcijos testu.

Rezultatai. Tyrimo duomenimis, po rikymo ekstralgstelinis nuo liucigenino priklausomas
chemiliuminescencinis atsakas buvo didesnis nei iki ritkymo, o suminis, t. y. intralgstelinis ir
ekstralgstelinis, nuo luminolo priklausomas chemiliuminescencinis atsakas tiek iki rikymo, tiek
po jo isliko toks pats. Po ritkymo neutrofilai parodeé reiksmingai didesne nitromélynojo tetrazolio
redukcijq nei iki ritkymo.

Isvada. Ritkymo paveikti neutrofilai isskiria aktyviuosius deguonies radikalus, kurie svarbiis

parodonto ligy patogenezei.

Ivadas

Suaugusiyjy parodontitas — tai 1étiné uzdegiminé
liga, kurios metu suardomi danty palaikomieji audiniai
(1). Daugeli mety liga gali progresuoti, nesukeldama
zmogui didesnio diskomforto (2). Manoma, kad ser-
ganciyjy parodontitu mikrobiné flora susijusi su dan-
teny apnasomis ir sukelia uzdegima bei danteny audi-
niy destrukcija (3, 4). Dazniausiai $ia mikroflora su-
daro Porphyromonas gingivalis (5), taCiau gali bti ir
anaerobiniy koku, Bacteroides sp., Fusobacterium sp.,
Capnocytophaga sp., Selenomonas sp. ir Treponema
sp. (2).

Tabako produkty sukelti neutrofily funkcijos po-
kyciai yra labai svarbiis parodonto ir kity su rikymu
susijusiy sisteminiy ligy patogenezei. Moksliniy ty-
rimy duomenimis, rikkan¢iy Zzmoniy neutrofilai i§skiria
daugiau aktyviyjy deguonies formuy nei sveiky kontro-
linés grupés tiriamyjy (6-9). T. E. Renkema ir kt. (10)
duomenimis, oksidacija ir alfa 1-proteazés inhibito-
riaus inaktyvacija rukanc¢iyjy plauciy skystyje dél di-
delio oksidanty kiekio tiek cigareciy dimuose, tiek
neutrofiluose gali sukelti emfizema. Ligoniy, turinciy

emfizema, neutrofilai pagamina daugiau superoksido
anijono nei sveiky kontrolinés grupés tiriamyjy. Skir-
tumas ypac ryskus tarp rikanciy tiriamyju.

Neutrofilu susikaupimas danteny audiniuose gali
apsaugoti organizma nuo galimy patogeny (11). Neut-
rofilams saveikaujant su bakterijomis, padidéja deguo-
nies sunaudojimas ir i$siskiria aktyviis deguonies ra-
dikalai, kurie padeda sunaikinti bakterijas (12, 13).
Taciau aktyvis deguonies radikalai, esantys ekstralas-
telingje terpéje, naikina ir aplinkinius audinius (11).

Sio darbo tikslas — jvertinti rikymo poveikj neutro-
fily oksidaciniam metabolizmui.

Tirtyjy kontingentas ir tyrimo metodai

Tyrimui atrinkti ligoniai, kurie dél jvairiy odonto-
loginiy ligy kreipési { Kauno medicinos universiteto
Konsultacing stomatologijos poliklinika. Atrinkta 17
vyru. Tiriamieji buvo riikkantys ir sisteminémis ligomis
nesergantys vyrai, kuriy amzius — nuo 22 iki 43 mety.
Visi tiriamieji apklausti naudojant anketa ir iStirti kli-
niskai. [ anketa jtraukti klausimai apie rikyma: riiky-
mo trukmé, per dieng surtkyty cigareciy skaicius,
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rikomy cigareciy stiprumas. Taip pat apskai¢iuotas
suminis rikymo intensyvumo rodiklis (surtikyty ci-
gareciy skaicius per diena / 20 x rukymo trukmé (pa-
keliniai metai)).

Klinikinio tyrimo metu jvertinta burnos higiena ir
parodonto audiniy biiklé. Burnos higiena vertinta pa-
gal supaprastintg burnos higienos indeksa (OHI-s), ku-
ris objektyviai rodo tiriamojo burnos bukle (0 baly —
puiki, 0,1-1,2 — gera, 1,3-3,0 — patenkinama, 3,1-6,0 —
bloga) (14).

Parodonto audiniy buklé vertinta pagal Russell
parodontinj indeksa PI, taip pat nustatytas danty pa-
slankumas, kuris yra vienas biidingiausiy parodonto
audiniy buklés pozymiy diagnozuojant pradines pa-
rodancio audiniy patologijos stadijas.

Nustatant Russell parodontinj indeksa PI, istirtas
kiekvienas dantis, {vertintas gingivito sunkumo laips-
nis, parodonto kiSenés ir danty paslankumas. Dantis
ivertintas balais nuo 0 (néra ligos) iki 8 (sunki paro-
donto liga, kai néra kramtymo funkcijos). Kiekvieno
tiriamojo PI nustatytas sudéjus visy danty ivertinimo
balus ir padalijus i§ danty skaiciaus. PI nuo 0 iki 0,2
balo — sveiki parodonto audiniai, 0,3—0,9 balai — gin-
givitas, 1-8 balai — parodontitas (14).

Vertinant danty paslankuma, pirmiausia dantis
judintas horizontalia (prieangine-liezuvine) kryptimi,
véliau lengvai spaustas vertikalia kryptimi. Danty
paslankumas vertintas pagal Ramfjord indeksa (RI),
MO — fiziologinis paslankumas, M1 — Siek tiek padidé-
jes paslankumas, M2 — didelis paslankumas, taciau
danties funkcija nepazeista, M3 — labai didelis paslan-
kumas, dantis negali funkcionuoti (14).

Ritkymo poveikis oksidaciniam neutrofily meta-
bolizmui vertintas chemiliuminescencijos metodu ir
nitromélynojo tetrazolio (NMT) redukcijos testu.

Chemiliuminescencijos metodas. Neutrofily respi-
racinio sprogimo aktyvumas matuotas chemiliumines-
cencijos metodu pagal L. G. Korking ir kt. (15). Leu-
kocitai chemiliuminescenciniam tyrimui gauti paémus
10 ml tiriamyjy periferinio veninio kraujo. Kraujo imta
ryta, tiriamajam nevalgius, steriliu §virkstu, turinciu
heparino (20 VV/ml). Plastikiniai mégintuvéliai buvo
istatomi 45° kampu ir laikomi viena valanda termosta-
te 37°C temperaturoje. Po valandos plazma su leuko-
citais buvo nusiurbta, atskiesta Hank’s subalansuoty
drusky tirpalu iki 5 ml ir iSpilstyta po 2 ml { chemi-
liuminescencijos tyrimui naudojamus mégintuvélius.
Du mililitrai suspensijos buvo palickama leukocity
skaiciui ir ju sudéciai (procentais) nustatyti.

[ vandeniniame termostate laikomus mégintuvélius
su leukocity suspensija buvo pridedama 0,1 ml lumi-

nolo ar liucigenino (galutiné koncentracija 50 uM) ir
iSmatuojama neaktyvinty neutrofiliniy leukocity
chemiliuminescencija, nuo kraujo paémimo praéjus
3,15, 30,45, 60 min., ir rukymu paveikty neutrofiliniy
leukocity chemiliuminescencija po rikymo praéjus 3,
15, 30, 45, 60 min.

Leukocitai sudaro pagrinding dalji kraujo ar leuko-
city suspensijos chemiliuminescencijos, todél chemi-
liuminescencijos aktyvumas tiesiogiai priklauso nuo
neutrofiliniy leukocity skai¢iaus leukocity suspensi-
joje (16). Neutrofiliniy leukocity chemiliuminescen-
cija apskaiciuojama i$ bendrosios leukocity chemiliu-
minescencijos pagal formulg:

| (NL)=I eul” 100 V/ven,
¢ia: . neutrofiliniy leukocity chemiliuminescen-
cija, I = —leukocity suspensijos chemiliuminescen-

(leuk)
cija, V — tyrimams naudoto indelio tuiris, v — suspen-

sijos kiekis (ml), ¢ —leukocity kiekis, n — neutrofiliniy
leukocity procentas (15).

Chemiliuminescencijos matavimas atliktas KMU
Biologinés ir bioorganinés chemijos katedroje sincilia-
ciniu B-skaitikliu (Delta 300, Model 6891, Trecor Eu-
rope BV Analytic Division).

Tyrimo metu jvertintas normaliy neutrofily oksida-
cinis plitipsnis, susijes su Sviesos energijos iSskyrimu
(chemiliuminescencija), priklausan¢iu nuo pagaminty
superoksido anijony. Nuo liucigenino priklausoma
neutrofiliniy leukocity chemiliuminescencija rodo
ekstralastelinj superoksido anijony kieki, o nuo lu-
minolo — suminj, t. y. intralastelini ir ekstralastelini
aktyviujy deguonies formy kieki.

Nitromélynojo tetrazolio redukcijos testas. NMT
redukcijos testas atliktas pagal H. Nagahata ir kt.
metodika (17). Ryta nevalgiusiems tiriamiesiems ste-
riliais vienkartiniais Svirkstais buvo paimama 20 ml
veninio kraujo. Kre$¢jimo procesui stabdyti vartotas
heparinas (20 VV/ml). Paimtas kraujas (9,6 ml)
iSpilstytas po 3,2 ml { mégintuvélius, kuriuose NMT
koncentracija sieké 116 uM. [ kontrolini mégintuvéli
ipilta 0,4 ml fosfatinio buferio. Po to mégintuvéliai
20 min. inkubuoti termostate 37°C temperatiiroje ir
15 min. centrifuguoti. Méginiai spektrofotometriniams
tyrimams ruosti pagal I. Talstad metodika (18). Gauto
supernatanto optinis tankumas tirtas spektrofotometru
,»CF-26* esant bangos ilgiui 570 nm.

NMT redukcijos testo metu dél neutrofily paga-
minty superoksido anijony geltonos spalvos NMT re-
dukuoja i tamsiai mélyna formazana. Pagal testo metu
nustatyta redukcija buvo sprendziama apie neutrofily
oksidacini metabolizma (19).

Reagentai. Liucigeninas, luminolas, Dulbecco fos-
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fatinis buferis ir Hank’s subalansuoty drusky tirpalas
isigyti i§ ,,Sigma Chemical Co* kompanijos (JAV).

Statistiné analizeé. Straipsnyje pateikiami kiekybi-
niy rodikliy vidurkiai, medianos, standartiniai nuo-
krypiai (SN), 95 proc. pasikliautinieji intervalai (PI),
minimalios ir maksimalios reikSmés. Statistinis pati-
kimumas tarp vidurkiy tikrintas taikant ¢ kriteriju,
duomeny skirtumas statisti§kai reik§mingas, kai
p<0,05. Statistiné duomeny analiz¢ atlikta ,,STATA
7 programa.

Rezultatai

Tiriamyjy charakteristika pateikiama 1 lenteléje.
Tiriamyjy amziaus vidurkis — 33,06 metu. Ju OHI-s
svyravo nuo 0,2 iki 2, t. y. ju burnos higiena buvo
gera arba patenkinama. Gera burnos higiena (0,1-1,2
balai) rasta 70,59 proc. tiriamyjy, patenkinama (1,3—
2,0 balai) — 29,41 proc. tiriamyjy. Russell parodontinis
indeksas tirtiesiems svyravo nuo 0,1 iki 2. Sveiki pa-
rodonto audiniai (0-0,2 balo) nustatyti 35,29 proc.,
gingivitas (0,3-0,9 balai) — 41,18 proc., parodontitas
(1,0-2 balai)— 23,53 proc. tiriamyjy. Fiziologinis dan-
ty paslankumas (MO0) pagal Ramfjord indeksa rastas
82,35 proc., Siek tiek padidéjes paslankumas (M1) —
17,65 proc. tiriamyjuy.

Tiriamieji surukydavo vidutiniskai 17,94 cigareciy
per diena. Cigareciy stiprumo vidurkis —2,06. Rikymo
trukmés vidurkis — 14,41 mety, suminis rukymo in-
tensyvumo rodiklis — 13,09 pakeliniy mety ( 2 lentelé).

Ekstralastelinés bei suminés (intralastelinés ir eks-

tralastelinés) chemiliuminescencijos rezultatai patei-
kiami 1 ir 2 paveiksluose. IStyrus rikymu paveiktus
neutrofilus, paaiskéjo, kad ekstralastelinis nuo liuci-
genino priklausomas chemiliuminescencinis atsakas
buvo didesnis nei nepaveikty, o suminis (intralastelinis
ir ekstraceliulinis) nuo luminolo priklausomas che-
miliuminescencinis atsakas tiek iki rikymo, tiek po
jo isliko toks pats.

Oksidacinis neutrofily metabolizmas jvertintas
NMT redukcijos testu, kurio rezultatai pateikiami 3
paveiksle. Po riikkymo neutrofilai statistiskai reikSmin-
gai redukavo NMT nei pries riikkyma (atitinkamai —
54,07 ir 47,47, p<0,05).

Rezultaty aptarimas

Pirminé parodonto ligy priezastis yra bakterijos,
taciau ne maziau svarbus organizmo atsakas, kuris sa-
lygoja zmogaus jautruma ligai. Moksliniy tyrimy duo-
menimis, rikymas kenkia imuniniam organizmo at-
sakui (20). Neutrofilai yra pirmoje gynybos prie§ mik-
robing infekcija grandyje, nors riikanciyjy kraujyje
randama Zymiai daugiau neutrofily periferiniame
kraujyje, ju funkcijos yra pazeistos (21). Sumazéja
Siy lasteliy chemotaksis (22), fagocitozé (23, 24) ir
adherencija (23).

Sio tyrimo duomenimis, po rikymo matuojant nuo
liucigenino priklausoma chemiliuminescencija, pa-
stebétas padidéjes ekstralastelinio superoksido anijono
i8siskyrimas. Tuo tarpu nuo luminolo priklausoma
chemiliuminescencija, rodanti intralastelini bei ekstra-

1 lentelé. Tiriamyjy charakteristika

Rodiklis N Mediana Vidurkis SN Min. Maks.
Amzius 17 33 33,06 4,48 22 43
OHI-s 17 0,9 1,05 0,50 0,2 2
PI 17 0,5 0,62 0,57 0,1 2
RI 17 0 0,18 0,39 0 1

SN —standartinis nuokrypis; OHI-s —supaprastintas burnos higienos indeksas;

PI — Russell parodontinis indeksas; RI —danty paslankumas vertintas pagal Ramfjord indeksa.

2 lentelé. Tiriamyjy rukymo ypatybés

Rodiklis N Mediana Vidurkis SN Min. Maks.
Cigareciy sk/d. 17 20 17,94 3,98 10 25
CigarecCiy stiprumas 17 2 2,06 0,75 1 3
Rikymo trukmé 17 16 14,41 4,49 6 23
Pakeliniai metai 17 15 13,09 5,35 5 23

SN — standartinis nuokrypis.
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lastelini aktyviyjy deguonies formy sumini kieki, tiek
iki rikymo, tiek po jo nesiskyré ir turéjo tendencija
mazéti. Neutrofily NBT redukcija po riikymo buvo
zymiai didesné nei iki rukymo. Tai reiskia, kad po
rukymo neutrofilai i§skyré zZymiai daugiau superoksi-
do anijono nei iki riikymo. M. I. Ryder ir kt. (8) tyrimuy
duomenimis, rikymo paveikti nestimuliuoti neutro-
filai i8skiria padidéjusi aktyviyju deguonies formy
kieki. PanaSius duomenis pateiké ir kiti mokslininkai
(9, 25). Taciau J. Kalra ir kt. (6) prieSingai nei mes
nustaté padidéjusi nuo luminolo priklausomos chemi-
liuminescencijos atsaka, o R. Q. Zhang (26) teigia,
kad tiek nuo luminolo, tiek nuo liucigenino priklau-

soma chemiliuminescencija yra slopinama cigareciy
dimuose esanciy dervy.

Nepaisant kai kuriy priestaravimy, kurie galéty buti
paaiskinti metodiky skirtumu, dauguma mokslininky
pazymi, kad riikymas, veikdamas tiek stimuliuotus, tiek
nestimuliuotus neutrofilus, sukelia oksidacinj plitipsni,
kuris, sukeldamas tiesioginius ir netiesioginius toksi-
nius poveikius, sustiprina audiniy destrukcija (21).

ISvada

Riikymo paveikti neutrofilai i§skiria aktyviasias de-
guonies formas, kurios svarbios parodonto ligy pato-
genezeli.

Effect of smoking on neutrophil oxidative metabolism

Darius Zasimauskas, Gediminas Zekonis
Department of Prosthodontics, Kaunas University of Medicine, Lithuania

Key words: neutrophils; smoking; reactive oxygen species; chemiluminescence; nitroblue tetrazolium

reduction test.

Summary. Alterations in neutrophil function by tobacco products may play a central role in the pathogenesis
of periodontal diseases and several smoking-related systemic diseases. The aim of the study was to evaluate
the effect of smoking on neutrophil oxidative metabolism.

Materials and methods. The study included 17 smoking men free of systemic diseases who were referred

for treatment of various odontological diseases to outpatient department of Kaunas University of Medicine
Hospital. The age of subjects varied from 22 to 43 years. All subjects answered the questions about smoking
habits. Clinical examination included assessment of oral hygiene status according to the OHI-s index and
periodontal status according to Russell and Ramfjord indices. To evaluate the oxidative metabolism of neut-
rophils, luminol- and liucigenin-dependent chemiluminescence and nitroblue tetrazolium test were used.

Results. After smoking, extracellular liucigenin-dependent chemiluminescence response was higher as
compared to the response before smoking, but total (intra- and extracellular) luminol-dependent chemilumi-
nescence response was the same both before and after smoking. Exposure of neutrophils to smoking caused a
significant increase in nitroblue tetrazolium reduction.

Conclusion. The release of reactive oxygen species in neutrophils exposed to smoking may alter the patho-
genic processes in periodontal diseases.

Correspondence to G. Zekonis, Department of Prosthodontics, Kaunas University of Medicine, Sukiléliy 51,
50106 Kaunas, Lithuania. E-mail: gediminas.zekonis@gmail.com
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