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Analiza proteinskog sastava mesovite pljuvacke YUISSN0039-1743

starih osoba obolelih od paradontopatije UDK61631

Analysis of protein compounds in old persons whole saliva with
parodontal diseases

KRATAK SADRZAJ
CiU ovog rule bio je d« se utvrdi protctnski sastsv tucsovitc pljuveckc

osobe steiili preko 50 godina sa inunitestnim i tcnninulnim oblicitne puro­
dontopstije, II odnosu na konttolnu gTllpll mlauih zuravih osobu. Eksperi­
mentslna i kontrolna grupu sestojalc SlI se od po 30 pncijcnntn, a parodontsl­
ni status je odrcden primetiom purodontalnih indeks« (Sillncss-Loc}. Ispiti­
vente SlI vrsens clektrotoretskom I11ctOUOlJJ ne agaroznom gelu, koj« kso
11Itjnska metoda sluzi za ispitivanjc proteins humsnog SC11lma. Elektrotoret­
skim ispitivsnjetn II bnznim uslovimu (pri pH ~ 11), ktu: i II kisclim (pri
pH = 5.9) rezdvojene SlI sve kiscic i burnc proteinskc trakcijc nicsovitc
pljuvecke. Dobijcni rczultsti Sll poknzali tlu jc II baznim uslovinui rezdvo­
jeno vise frakcija ttego II kiseloj srcdini (9 pojedinscnih trukci]n), ldenti­
iikecij« tiskciie izvrsene je tnctodoin za odredivunjc relstivnih molckulskih
masa 'po Webc11I i Osbomu. Molekulskc masc trekcije II baznim uslovime,
u otlnosu ne zdrsv nromk (Sz) ukurujn ns destrukciju burnili proteins vcli­
kih molekulskih lJJasa i znac,(;nije prisustvo trakcije kiselili kerektetistiku,
inslih molckulskih masa UO 60 000 (St), kuo poslcdicc parodontopntije
nest«le sterenjcin orgunizm«. Moie sc zak{jllCiti d« promenc proteinskog
sssteve pljuvscke tnogu ukezati WI tok i rezvoj Obo{jcl~;aperodoncijuma, ali
ina promcnc vezane z« stsretije otgenizme.
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Uvod

Odrzavanje zdravlja svih oralnih tkiva - oralna horne­
ostaza - sprovodi se uz po moe raznovrsnih sastojaka objcdi­
njenih U obliku neorganskih i organskih komponcnti meso­
vite pljuvackc, Lucenjc pljuvacke se odvija u kontinuitetu,
ali sa razlicitim intenzitetom tokom 24h, pri cernu se vrsi
odrzavanjc i zastita mukozno-gledne barijcre u fizioloskirn
uslovima.

Pljuvacka je veorna raznolikog sastava. Osnovnc kom­
poncnte mesovite pljuvacke zdravih osoba predstavljaju
smesu neorganskih i organskih sastojaka sa fizioloskom ulo­
gom u zastiti svih oral nih tkiva. Neorganske kornponente
(99% u ukupnom sekretu), od kojih su najznacajnije veda,
katjoni Na+, K+, i anjoni CI, HC03, imaju ulogu u rast­
varanju hrane tokom zvakanja i rcgulaciji pH-vrcdnosti
oralne sredine.

Najznacajnijc organskc komponentc pljuvacke su razni
protcini (uglavnom glikoprotcini). Ncki od njih su enzimi
(salivarna amilaza) koja obezbedujc normalno funkcionisanje
procesa varenja, koje pocinje u ustima, kao i fi.mkciju
samociscenja usne duplje. Sistemi imunoglobulina pljuvacke

neophodni su u ocuvanju zdravlja svih oralnih tkiva, jer
ispoljavaju antimikrobno dclovanje.

Antibakterijsko i antivirusno dejstvo pljuvacka ostvaru­
je prvenstveno imunoglobulinima klase IgA i IgG, rede IgM,
kao i dejstvorn lizozima u prisustvu komponcnata kornple­
menta. Irnajuci u vidu da je pljuvacka u stalnom kontaktu sa
svim tkivima usne duplje i da sadrzi komponente sa zastit­
nom ulcgorn, odrzanje zdravlja oralne sluzokoze i svih oral­
nih tkiva podrazumeva stalno prisustvo ovih sastojaka u
fizioloskim uslovima u odredenim koncentracijama.

Cilj ovog rada bio je da se ispita i analizira proteinski
sastav rnesovite pljuvacke starih osoba sa manifestnim i ter­
minalnim oblicima parodontopatije, primenom rutinskih
metoda za laboratorijsko-biohemijsko ispitivanje proteina
humanog seruma.

Materijal i metod

Mesovita pljuvacka upotrebljcna je kao osnovni materi­
jal u ovom radu. Pljuvacka je u pojedinacnim slucajevima
sakupljana gustativnom stimulacijom pomocu parafina.
Uzorci pljuvacke uzimani su u isto doba dana, posle dorucka
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Slika 2. Stetistick» anaJiza bemih glikoproteinskih trskcije pojedinacnih
uzoraka mcsovitc pljuveckc ispitivenih osoba pri pH ~ 5,9

Fig-woe:J. Stati s.tic analysis ofalkaline glycoprotein fractions in individual
samples otwhole saJiva at pH = 5.9.

Slika I. DenzitogTam glikoprotcine pool-e uzoTaka inesovite pljuvacke osoba
sa msnitcstnim i tetminelnim stiulijumom parodnntopatije pTi pH = 5,9
Figure I. Dcnsitogrsm otglycoprotcin pool ofwhole saliva samples of

persons with msnites: and terminal stage o{peTiodontal disease at pl! = 5.9.
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obuhvataju 5 oblasti, pri cernu su frakcije 2, 3 i 4 sa podfrak­
cijama. Najzastupljenije su I, 2, 3 i 4 kao glavne frakcije, dok
su im podfrakcije rnanje zastupljene. Najslabije su zastupljene
frakcije 5, u tri uzorka i 3b, samo u dva uzorka. Opseg razd­
vajanja frakcija kiselih karaktcristika pri pH = 11 pokazuje da
su sa najvisim vrcdnostima frakcije 2b, 3b i 3c, dok ostale
frakcijc imaju manje vrednosti % zastupljenosti (slika 5)

i posle detajnog ciscenja zubnih povrsma, cctkicom.
Pljuvacka je uzimana u epruvete i posle centrifugovanja na
5000 cbrtaja/min dijalizovana i pripremljena za analizu do
odgvarajuce zastupljenosti proteina koju zahteva metoda.

Eksperimentalnu grupu cinilo je 30 osoba starih preko
50 godina bez kariesnih lezija, sa terminalnim stadijumom
oboljenja parodoncijuma, sto je definisano odgovarajucim
parodontalnim indeksima (Sillness-Loe).

U kontrolnoj grupi bilo jc 30 osoba, od ] 9 do 21
godine, potpuno saniranih zuba, bez kariesnih lezija, sa
pocetnim stadijumom parodontopatijc. Od uzoraka kontrolne
grupe sacinjen je poo!. Elcktroforetskom rnerodom na
agaroznom gelu, uradeno je kvantitativno i kvalitativno
odredivanje proteina pljuvacke, Ova metoda, koja se II bio­
hemijskim laboratorijama koristi za razdvajanje proteina
serurna, modifikovana je za salivu'.

Skaniranje je izvrseno na denzitometru marke Coming.
Metoda je primenjena uz pro menu uslova razdvajanja, (nap on
od 90 do 250 V), vremena trajanja elektroforeze (30, do 90,) i
promene zapremine ispitivancg uzorka' (0,8 - 1,2 ul),

Ispitivanja su vrsena u kiselim (pH=5,9) i baznim
uslovima (pH= II), a zastupljenost frakcija II svakorn gradi­
jentu statisticki je obradena student T-testom. Uporedivanje
rezultata razdvajanja vrseno jc mctodorn odredivanja
molekulskih masa po Weber-u i Osborn-u' .

Rezultati

Ispitivanjern clektroforetske pokretljivosti protcinskih
frakcija mesovite pljuvacke u slabo kisclirn uslovima pri pH
=5,9 razdvojeno je od 2 do ukupno 5 frakcija proteina baznih
karakteristika. Varirani su uslovi razdvajanja, napona od 90V
do 250V i zapremine od 0,8~tI do I ,2/J1 uzorka nanesenog na
gel (slika I).

Najvecu zastupljenost, u svim uzorcima imaju frakcije
1 i 2b koja je tree a po rasporedu II denzitogramu i zastupljena
u 20 uzoraka. Frakcije 2a i 3b imaju iztu zastupljenost, u II
uzoraka, dok su frakcije 3a zastupljene sarno u 4 pojedinacna
uzorka. Najvecu zastupljenost imaju frakcije 2b, kao i frakci­
je 3b. Najnize vrednosti procentualne zastupljenosti su kod
frakcija 2a (slika 2).

Ispitivanjem elektroforetske pokretljivosti protcinskih
frakcija rnesovite pljuvacke u baznim uslovima pri pH = II,
razdvojeno je od 3 do 9 frakcija kiselih karakteristika. Denzi­
togram koji predstavlja razdvajanje proteina pod ovun
uslovima prikazan je na slici 3.

Broj kiselih frakcija bio je vcci, a molekulskc mase
manje, sto se zapaza na elektroforegramima i sherni na slici 4.

Poredenjem razlika u molekulskim masama proteina
rnesovitc pljuvackc starih osoba sa manifestnim (Sm) i terrni­
nalnim stadijumom parodontopatije (St) i referentnih grupa
mladih osoba sa zdravim parodoncijumom (Sz i Sp), uocava
se povecanje zastupljenosti frakcija malih molekulskih masa
od 12 000 do 22 000, kiselih karakteristika, na elektrofore­
gramirna koji pripadaju osobama kod kojihje parodontopatija
u odmakloj fazi. Proteinske frakcije kiselih karakteristika
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Diskusija

Poznato je da proteinski sastav pljuvacke nije stalan i
da zavisi od vise faktora koji istovremeno deluju. Pljuvacka
nastaje kao produkt lucenja tri para pljuvacnih zlezda i
mnostva malih, mukusnih zlczda rasutih po oralnoj povrsini.
Sastav pljuvacke se menja tokom dana, tokom govora i
mirovanja, a takodc i prisustvom izvesnih sistemskih obo­
ljcnja, kakva su diabetes mellitus, maligna oboljenja, iii
nekih drugih bolesti pracenih promenama na nivou oralne
mukoze iIi glcdne povrsine zuba">. Lokalne promene u usti­
rna, uslcd povecanog prisustva patogenih i nepatogenih
uzrocnika, nastale kao odraz smanjenja odbrambenih
sposobnosti organizma, takode mogu izazvati promene sas­
tava mcsovitc pljuvackc". Veci broj karijesnih lezija u usti­
ma takode doprinosi povecanju zastupljenosti bakterijskih
sojeva koji uticu na sastav rnesovite pljuvacke i na njenu
zastitnu ulogu u ustirna'.

Najzastupljeniji protein u pljuvacki je enzim salivama
amilaza. Salivarna arnilaza':" je enzim amiloliticke aktivnosti
i jedan od kvantitativno najznacajnijih komponenti parotidne
pljuvackc. Izoclcktricnim fokusiranjem utvrdmo je da se
izoenzimi ami laze nalaze u slabo kiseloj sredini u intervalu
od pH 5,8 do pH 6,9'.

Izuzetan znacaj u ocuvanju mukozno-gledne barijere
imaju mucini pljuvacke. Mucini su glikoproteini, ciji je naj­
znacajniji izvor submandibularna i sublingvalna pljuvacka,
kao i brojne mukozne zlezde koje se nalaze rasute po citavoj
povrsini oralne sluzokozc":".

Prisustvo bamog glikoproteina, koji predstavlja
znacajnu komponentu stimulisanc parotidne pljuvacke, vazno
je za ocuvanje stabilnosti stanja svih oral nih tkiva u
fizioloskim uslovima. Bazni glikoprotein pljuvacke pokazuje
katodnu elektroforetsku pokretljivost":' i veliki afinitet
prema zubnoj gledi. U direktnoj vezi sa hidroksiapatitom
ornogucava se nastanak inicijalnog sloja zubne pelikle".

Slika 5. Stststick« analiza kisclih glikoprotcitiskih Irekcijs pojedinacnih
nzorek» mcsovitc pljuvecicc ispitivunih osobe pri pl] ~ 11.

Figure 5. Statistic analysis ofacid glycoprotein fractions ill individual sernples
oiwholc saliva at pH ~ 11.

Slike 3. Dcnzitogram glikoproteina pool-a urorek» I11e"~ovjtc pljuveckc osobe
sa msnilcstnim i termmelnitn stedijumotn parndOn(Opaiije pri plI = 11.
Figure 3. Densitogretn o[glycoprotein pool otwholc saliva samples of

persons with metntcst and tcmiinel stage otpcriodontel disease pH = 11.

Slika 4. Odrerfivanjc molckulskih masa protein a mcsovit« pIjuvackc
starih osoba sa manifc51nim i terminalnim stiulijumom

paradontopatije u porcdctiju sa rcicrcninirn Ilzorkom zdrevih, mladih
osobe, po metodi Weber-a j Osborne,

Figure 4. Molecular mass dctcmiinetion otwholc saliva proteins ofold
persons with manifest and tenninaJ stage otpctiodontel disease in

comperison with rciercnt sample ofhealthy. young person." using lVeher
and Osborn method.



32

Pljuvacka sadrzi i kisele gliko- i fosfo-proteine, koji
takode poseduju afinitct prcma kristalima hidroksiapatita
gledi. Njihovo rncdusobno vezivanje nijc dircktno, vee
posredno prcko prisutnih Ca" jona iz pljuvacke, cincci pritom
zastitni sloj na povrsini gledi"-".

Najvazniji sekretorni imunoglobulin pljuvacke je sali­
varni sIgN iz parotidnc zlezde, cija je konccntracija u odnosu
na IgG u pljuvacki oko 400 puta vcca ncgo u scrumu, Smatra
se da sIgA sprecava adherenciju rnikroorganizarna za oralnu
sluzokozu, pri CCI11U istovrerncno inaktivira i neke viruse",

Sastav pljuvacke, medutim, menja se i sa godinama
starosti. Pljuvacka sa starcnjcm organizma gubi svoje
serozne karaktcristike, pri ccmu sc znatno povccava udco
zlezda koje luce mukusni sckrct. Posledica je smanjcnjc uti­
caja pljuvacke u samociscenju usne dupljc, a mukusne gliko­
proteinske kornponente koje su kiselih karakteristika dopri­
nose prorncni pH sredinc u ustima'. Sa starenjcrn organizma
dolazi do niza promena koje se mogu manifestovati nizom
patcloskih stanja (parodontopatijc- promcne vezanc za raz­
gradnju potpomog aparata mba, a koje vode krczubosti ili
potpunom gubitku zuba'), Takodc jc poznato da parodon­
topatije mogu nastati jos u detinjstvu iii adolcsccnciji, ali da
se promene tkiva koje vode potpunoj destrukciji potpornog
aparata mba, gingive, periodoncijuma, alvcolarnc kosti i
cementa korena zuba, narocito ubrzavaju i pojacavaju starcn­
jem organizma":". Prornene stanja oralne sluzokozc i funkci­
je pljuvacnih zlezda sa starcnjern doprinosc prorncnama i u
sastavu pljuvacke sa kojom su u kontaktu":".

Na to ukazuju i nasa ispitivanja, jcr kod starih osoba jc
elektroforetska raspodela proteina sa kiselim karaktcristika­
ma, malih molckulskih masa, zastupljcna sa poveeanim bro-
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jern frakcija u odnosu na bazne proteinskc kornponente plju­
vacke istih ispitanika.
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ANALYSIS OF PROTEIN COMPOUNDS IN OLD PERSONS
WHOLE SALIVA WInI PARODONTAL DISEASES

SUMMARY
The purpose of this work was to determine the protein composition of

whole saliva in 50 year-old patients an d older with manifested and tenni­
nal stages ofperiodontal disease, in correlation with control group oiyoung
healthy persons. Expenmental and control group consisted of 30 patients.
The periodontal status was determinatcd by using appropriate periodontal
index (Sillness-Loe). Investigations were led by electrophoretic method on
aragose gel which was used as a routine method for investigation ofhuman
serum proteins. Investigating in VCIY alkaline conditions (PH~/I) as well as
acid conditions (pH=5.9) resulted in separating alkaline and acid glycopro­
tein trections in whole saliva. Results showed that there were more separat­
ed tractions within basic conditions than within acid conditions. The hac­
tion identification was done by using relative molecule mass detenninetion
method by Weber and Osborne. Molecule mass tractions at basic conditions
in comparison with the healthy sample (Sz) indicated the destruction of big
molecular weight alkaline proteins as well as a significant presence ofacid
fractions, of little molecule masses up to 60 000 (St), consequences due to
aging processes in human organism.

It can be concluded that changes in protein composition of whole sali­
va could point out to the direction and development ofpeiiodontel disease
as well as changes concerning aging ofhuman organism.

Key words: saliva, proteins, plL
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FOTOPOLIMERIZACIJA KOMPOZITNlH
MA TERIJALA PRIMENOM ARGON LASERA

Fleming M. G., Wayne A. M.: Photopolimerisation ofcomposite
resin using the Argon laser. 1 Can DentAssoc 1999.,65: 447 - 450

Obzirom na povecanu primenu svetlopoliinerizujucih
resteuretivnili metcrijsle.. postoji potrcbe i za novim svetlos­
nim izvorune, koji iniciteju polimcrizeciju. letlen od tih
novili izvors je i ARGON LASER, koji emitujc zrsk opti­
maIne talasnc duzine za pobudivenje iotoinicijetore u kom­
pozitnotn meterijelu.

Konvencionslni helogeni izvori einituju belu svetlost,
kod koje se neieljene telesne duzine uklanjaju iiiterime, kako
bi se ptoizveo poliluometski spekter plave svetlosti. Osim
toga, sijslice, rctlcktori i svetlosni nastavci btzo propadaju, a

tilteii stredeju zbog generisene toplote, sto ima za posledicu
nekvelitetnu polimeiizeciju ispuna.

ARGON LASER proizvodi monohromeisku plevu svet­
lost, talasne duiine raspona 40 - 45 ?m (za razliku od halo­
gcnili izvore, ciji je tsspon 120 ?m) i zrak sa Iokusirenim
svetlom, sto rezultuje vecom kotizistencijom snage i gustine.
Ovakav zrak utice na bolje fizicke osobine polimerizovsnog
materijala u kavitetu (otpottiost na smicanje i istczenje, modul
elesticnosti). Osim toga, za polimerizeciju sloja materijala od
2 mm, potrebno je 10 sec za laser (40 sec za helogene izvote).
Ovo skrscen]« vremena znacajno tecionelizuje testauretivnu
piocedutu i nerocito je kotisno kod "nemitne" dece.

Nedosteci ARGON LASERA su: njegova visoka cena
(I2 - 20 000 dolara), generisenje velike kolicine toplote i
ptilictio bucsn sistem hladenja.

Lerise BlaZic


