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Sazetak

Cilj ovoga rada bio je metodom elektroforeze na poliakrilamidnom gelu
izdiferencirati pojedine izoenzime laktatdehidrogenaze iz uzoraka sadrzaja
adikurlarnih cista te pri tome ispitati postojanje korelacije izmedu izoen-
zimatskog spektra sadrzaja sa citoloskom i mikrobioloskom analizom istog.
Cjelokupna istrazivanja su uradena na 9 uzoraka. Biokemijski dio ureden
je na Institutu za biohemiju po metodi Bloemendaala, citoloski na Institutu
za patologiju, a mikrobioloski u specijalistickom laboratoriju Instituta za mi-
krobiologiju »Dr Robert Fried« u Sarajevu. Preliminarni biokemijski rezultati
ukazuju da je frakcija LDH; prosjeéno viSe zastupljena u odnosu na LDH;,
LDH, i LDH, ;s Distribucija relativnih vrijednosti izoenzima LDH u sadrzaju
ispitivanih radikularnih cista najsli¢nija je onoj u skeletnim misi¢ima. Citolo-
Skom analizom materijala iz radikularnih cista nadene su deskvamirane epi-
telne ¢éelije nejasnih kontura, eritrociti, bez upalnih celularnih elemenata.
Mikrobioloskom analizom od 9 uzoraka u 8 je nadena isklju¢ivo aerobna mi-
kroflora s predominacijom streptococcus alfa haemoliticus, dok je jedan
uzorak ostao sterilan. Anaerobne bakterije nisu izolirane ni u jednom uzorku.

Poveéanjem udjela putridnih masa u sadrzaju radikularne ciste te uz
izolaciju fakultativnog anaeroba, pada aktivnost brzih frakcija LDH, a raste
aktivnost sporih, osobito LDH;. To ukazuje na to da su metabolicki uvjeti
u radikularnoj cisti pomaknuti k anaerobiji..

Kljuéne rijeéi: radikularna cista, laktatdehidrogeneza

uvobD

Sadrzaj radikularne ciste, primarno neinficiran, moZe biti bistra te-
¢nost, boje slame ili Zuckast, gust, kazeozno-nekroti¢an s kristalima ho-
lesterola. Cisti¢ni sadrzaj u poletku nastaje zbog sekretorne aktivnosti
epitelnih celija, polozenih periferno na vezivu ovojnice. Veli¢ina radiku-
larne ciste raste kontinuirano s povecanjem osmolarnosti njenog sadrzaja.
To poveéanje uzrokuje razliku hidrostatskog pritiska izmedu sadrzaja i
okolnog parodontnog tkiva. (1)
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Pritisak, kojim cista raste djeluje na okolna tkiva, uzrokuje pojacanu
osteoklasti€nu aktivnost. Stepen destrukcije spongioznog dijela dentoal-
veolnih struktura moZe se dijagnosticirati kvalitetnim rendgen snimkom.
Vrijednost tog dijagnostickog postupka je znatno manja u diferencijalnoj
dijagnostici, budu¢i da svi parodontni, kroni¢no inflamatorni procesi ne
moraju dati histopatolosku sliku radikularne ciste. Wais je 1958 godine (2)
histopatoloS§kom analizom 50 parodontnih lezija praéenih resorptivnim
promjenama uz iviénu kondenzaciju spongioze, pozitivan rezultat nasao
samo u 13 sluCajeva, §to je svega 26Y/,. Pridrzavajuci se strogo rendgen-
skog i klinickog kriterija za dijagnostiku radikularne ciste. Sulejmana-
gi¢ (3) je od 67 periapikalnih lezija, pozitivan histopatoloski nalaz dobio
u 27 slucajeva $to je 35%%. Zahvaljujuéi terapijskom znacaju diferencijalne
dijagnostike u ranoj detekciji vrste patoloskog procesa, te njihovoj repre-
kusiji na funkciju mastikatornog organa, primjenjuju se i metode
klinicke biohemije.

Metodom elektroforeze na poliakrilamidnom gelu izdiferencirali smo
izoenzime laktat dehidrogenaze iz uzoraka sadrzaja radikularnih cista, te
pri tome ispitali da li postoji korelacija izmedu izoenzimskog spektra sa-
drzaja s citoloskom i mikrobiolo§kom analizom istog.

MATERIJAL | METODE:

Preliminarna studija biohemijske, citolo$ke i mikrobioloske analize sa-
drzi 9 sadrzaja vecih radikularnih cista koje su operirane u periodu od
jedne godine na Klinici za oralnu kirurgiju Stomatoloskog fakulteta u
Sarajevu.

Nakon enukleacije ciste sterilnom $trcaljkom punktiran je njen sadrzaj.
Elektroforetska separacija pojedinih izoenzima laktatdehidrogenaze (LDH)
cisticnog sadrzaja vrSena je na poliakrilamidnom gelu u aparatu firme
»Pleuger« Vijenegem (Belgija) po metodi Bloemendaal-a (4) na Institutu
za fiziologiju i biohemiju »Dr. Aleksandar Sabovljev« u Sarajevu. Za cis-
tolosku analizu od svakog uzorka uradeno je po 5 razmaza ukupno 45
koji su obradeni standardnom metodom u patohistoloskom laboratoriju
Stomatoloskog fakulteta u Sarajevu a analiza je radena na Institutu za
patolosku anatomiju Medicinskog fakulteta, Sarajevo. Brisevi za mikro-
biolosku obradu uzimani su sterilnim transpocult sistemom, a izolacija
aerobnih i anaerobnih mikroorganizama radena je u specijalistickoj labo-
ratoriji za anaerobne infekcije Instituta za mikrobiologiju »Dr. Robert
Fried« u Sarajevu.

REZULTATI
s

Specifi¢na distribucija relativnih vrijednosti pojedinih izoenzima LDH,
manifestira se razli¢itim stepenom njihove elektroforetske pokretljivosti.
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Zahvaljujuéi tome $to je LDH tetramerni enzim nastao slobodnom kombi-
nacijom dva razli¢ita tipa polipeptidnih lanaca oznacenih kao H i M sub-
jedinice na principu homo i hetero tetramera, to nastaje pet razli¢itih te-
tramernih izoenzima aktatdehidrogenaze: LDH,(H;); LDH,(H3;M); LDH;
(HyM,) LDH4(HM3); LDH5(M:). Zastupljenost pojedinih baznih amino kiseli-
na (arginina, tirozina i dr.) raste od LDH,(H,) do LDH;(M:), pri cemu opada
tovar negativnog naboja, a time i elektroforetska pokretljivost. LDH(H;) i
LDHy(HsM) se zovu brzim frakcijama zato &to imaju najveéi negativni na-
boj, te time najbrze putuju anodi, u procesu elektrofereze.

Klinickom i rendgenskom pretragom ustanovljen je koStani defekt
veli¢ine jajeta koji je lokaliziran od medijalne linije do zuba 26. Sadrzaj
ciste je mutan, prljavo-sivo-zuékast i tec¢an. MikrobioloSkom analizom ana-
erobni mikroorganizmi nisu izolirani. izolirane i identificirane aerobne bak-
terije staphylococcus epidermidis, streptococcus alfa haemoliticus.

Elfelogram uzorka cisticnog sadrzaja prikazuje dominaciju brzih frak-
cija izoenzima LDH-osobito LDH, §to je uodljivije kvantitativnom dezino-
metrijskom analizom prikazanoj na grafikonu broj 1. Mikroorganizmi kon-
taminati pripadaju aerobnim bakterijama (Slika br. 1 i grafikon br. 1)

Slika 1. Elferogram cisti¢cnog sadrzaja uzorka br. 1

Patoloske promjene u smislu destrukcije spongioze viliénih struktura
u regiji 11 i 22. Lezija je veli¢ine oraha, smjeStena ispod poda nosne Sup-
ljine. Sadrzaj ciste je mutan, gust, kazeoznonekrotican s hemoragi¢nom
komponentom. Mikrobiolo§ki izolirani i identificirani su aerobni konta-
minati: streptococcus pneumoniae i streptococcus SBE.

Elfelogram uzorka ovog cisti¢nog sadrzaja ukazuje na predominaciju
frakcije LDH, §to je grafikonom broj 2 moguce kvantitativno odrediti. Sli-
ka br. 2 i grafikon br. 2)

Kod drugog slucaja resorptivni proces bio je lokalizovan u mental-
noj regiji izmedu zuba (32—42) u smislu radikularne ciste veli¢ine oraha,
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Grafikon 1. Kvantitativna dezinometrijska analiza elferograma
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Slika 2. Elferogram cistiénog sadrzaja uzorka br. 5

izrazito gustog, kazeozno-nekroti¢nog sadrzaja. Elferogram cistiénog sa-
drzaja prikazuje predominaciju relativne zastupljenosti LDH; frakcije. Kvan-
titativna denzitometrijska analiza elferograma broj 3 prikazana je na gra-
fikonu broj 3. Mikroorganizam-kontaminant je fakultativni anaerob-gram ne-
gativna koliformna bakterija-escherichia coli (Slika br. 3 i graf. br. 3) U
svim citolo§kim analizama dominira identi¢na slika-deskvamirane epitelne
¢elije nejasnih kontura, proteinski agregati, celulirani detritus i eritrociti
(Slika br. 4).

U sadrzaju radikularnih cista dominiraju H subjedinice nad zastuplje-
nno$¢u M subjedinica izrazeno u %. Razlika konzistencija sadrzaja cista,
mikrobiolo8ki kontaminanti te starost same ciste ne dozvoljavaju izvode-
nje statisticki adekvatne srednje vrijednosti distribucije pojedinih iznoen-
zima LDH. Radi op$teg pregleda specificne zastupljenosti u 9/, frakcija
LDH prikazane su minimalne i maksimalne vrijednosti izoenzima LDH sa
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Grafikon 2. Kvantitativna denzinometrijska analiza elferograma

subjedinicama. Srednja vrijednost pojedinih izoenzima nema statisticku
znacCajnost (Tabela br. 1).

Relativna distribucija izoenzima LDH izrazena je u %, u korelaciji sa cis-
toloskim i mikrobioloskim nalazom. U teénom cistiénom sadrZaju uz izo-
laciju aerobnih bakterija, dominira u ukupnoj aktivnosti frakcija LDH,. Po-
rastom konzistencije sadrzaja ciste poveéanjem udjela putridnih masa uz

Slika 3. Elferogram cisti¢nog sadrzaja uzorka br. 7

izolaciju kontaminanta fakultativno-anaerobne mikroflore, opada aktivnost
u 9% brzih (LDH') a raste sporih (LDH3) frakcija. Uocljiv je obrnuto pro-
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porcionalan odnos relativne zastupljenosti LDH; i LDH; frakcije te H i M
subjedinice §to prikazuje promjena vrijednosti indeksa H/M (Tabela br. 2).
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Grafikon 3. Kvantitativna denzitometrijska analiza elferograma
br. 7

Deskvamirane epitalne celije proteinski agregati, celularni
detritus, eritrociti

Slika 4.
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Tabela br. 1 Specifi¢na distribucija relativnih vrijednosti izoenzima LDH i HIM
subjedinica u "/¢

Min. LDH, LDH, LDH, LDH,. H M
max.

vrijednost 7:20—35,61  26,50—35,62 19,50—43,80 14,04—35,10 50,82—70,77 29,22—49,17
Srednja 21,40 30,06 31,65 24,57 60,79 39,19
vrijednost

Vrijednost H/H indeksa zavisi od tipa bakterijske kontaminacije, pri ¢emu
je najmanja, izoliranjem gram negativne koliformne bakterije-escherichiae
coli. H-vrijednost H subjedinice kontaminovanih uzoraka cisti¢nog sadr-
Zaja.

H-vrijednost H subjedinice sterilnog cisti¢nog sadrzaja. Kod cista ko-
je su imale sterilan sadrzaj najveéu aktivnost ima LDH; &to ukazuje na
tendenciju ka anaerobnom tipu metabolizma, karakteristicnu za hroni¢no
inflamatorni proces. (Tablica br. 3)

DISKUSIJA

Dentoalveolne strukture zahvadene destruktivnim hroni¢nim inkapsu-
liranim procesima upalne prirode, karakteristine klinicke slike i rendgen-
skog nalaza, po svom obliku mogu biti circumskriptni ili difuzni, a
prema aktivnosti—aktivini ili pasivni. (5) Pojedine dentoalveolne ciste se
mogu medusobno diferencirati ‘metodom kvantitativnog odredivanja
proteina po Lowury-u uz separaciju pojedinih frakcija proteina di-
skelektroforezom mna gelu poliakrilamida uporedujuéi rezultate s o-
nim u plazmi bolesnika. Morse (6) je sa saradnicima 1973 godine poredio
elektroforetsku pokretljivost proteinskih frakcija sadrzaja pojedinih cista
i granuloma s histopatolodkim nalazom i uocio karakteristicne rezultate.
Histopatoloski nalaz granuloma se manifestira elektroforetski karakteris-
tiénim padom veli¢ine i gustine zona pojedinih proteinskih frakcija iduci
od albuminske prema globulinskoj.

Radikularne ciste karakteri§e prisustvo zona globulinskih frakcija te
veca i gusca zona albuminske od one u plazmi i granulomu. Buduéi da cis-
titne i cistama slicne parodontne rendgen svjetline teku gotovo asim-
ptomski ili s oskudnom simptomatologijom to je odredivanjem poje-
dinih frakcija izoenzima LDH iz uzoraka sadrzaja radikularnih cista mogu-
¢e priblizno ukazati na duZinu trajanja hroni¢nog patoloskog procesa. Ak-
tivnost pojedinih izoenzima sa specificnom distribucijom H i M subjedi-
nica je jedan od indikatora tipa metabolickih procesa.

Uloga LDH kao enzima iz klase oksidoreduktaza sastoji se u katalizi-
ranju interkonverzije piruvata kao terminalnog produkta glikolize u laktat,
putem oksidacije i redukcije NAD-a. Konverzija piruvata u laktat sluzi kao
znacajan izvor oksidirane forme NAD-a u anaerobnim uslovima.
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Tabela br. 3 Tabelarni prikaz odnosa kvantitativnih vrijednosti H
subjedinica kontaminovanih uzoraka, sadriaja radikularnih cista,
s kontrolnim, sterilnim uzorkom (u 9/).

Uzorak Index rell el
iy ey H H/H! mikroorganizmi
! — kontaminanti —
aerobno

1 70,77 1,22 Gram pozitivne
koke

8 66,83 1,15 "

15} 60,54 1,04 "
fakultativno
anaerobna

7 50,58 0,97 Gram negativna
kaliformna
bakterija

H! — procentualna vrijednost H subjedinice kontrolnog uzorka.

Tkiva s aercbnim tipom metabolizma pod dejstvom LDH prevode pi-
ruvat u laktat koji se krvlju prenosi do jetre. Pad aktivnosti enzima mito-
hondrija uzrokuje porast aktivnosti LDH u cilju uklanjanja piruvata.

U ovom radu uoceno je da je aktivnost pojedinih izoenzima LDH iz
sadrzaja ispitivanih radikularnih cista zavisna od duZine trajanja procesa,
stadija razvoja ciste, te od tipa mikrobioloskih kontaminata. Citoloski na-
laz u ispitivanim uzorcima je identiGan u svim slucajevima — deskvami-
rane epitelne celije nejasnih kontura, detritus i eritrociti. Whitten (7) je
1968 u aspiriranom sadrzaju radikularne ciste naSao epitelne celije koje
podsjec¢aju na akanaliticke celije kod pemphigus vulgaris-a. U nasem ma-
terijalu ta sliénost nije nadena. Mikrobioloski nalaz ukazuje na prisutnost
gram pozitivnih koka-osobito predominira kontaminacija sa streptococcus
alfa haemolyticus, streptococcus viridans a izolirane su i identificirane
i druge aerobne bakterije: streptococcus pneumonia streptococcus SBE.
Anaerobni kontaminati nisu izolirani niti u jednom uzorku, a od fakultativ-
nih anaeroba izolirana i identificirana je samo escherichia coli kao gram
negativna koliformna bakterija. Rezultati istrazivanja mikroflore korijenskog
kanala (8) ukazuju da su identificirani mikroorganizmi pripadali istim vrs-
tama nadenim u usnoj Supljini.

Istrazivanja izoenzima LDH u tkivu hroni¢no inflamirane pulpe poka-
zuju da frakcija LDH,; nedostaje uz vecéu relativnhu aktivnost u zonama
sporo pokretnih izoenzima. Takoder je primjeéena signifikantna razlika u
distribuciji relativnih aktivnosti izoenzima u pulpi zdravih i hroni¢no infla-
miranih zuba (9).

U odnosu na aktvnost izoenzima LDH u sadrZaju ispitivanih radikular-
nih cista, postoji razlika u odnosu na kroni¢no inflamiranu pulpu utoliko
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§to su u svakom uzorku cistiénog sadrzaja izolirane frakcije LDH,;. U nama
dostupnoj literaturi nismo na$li podatke o izoenzimskoj slici LDH radi-
kularnih cista.

ZAKLJUCCI

radikularnoj cisti pomjereni k anaerobiji.

1. Iz sadrzaja ispitivanih uzoraka radikularnih cista izdiferencirane su
Cetiri frakcije izoenzima LDH, od kojih najsporija predstavlja zapravo sumu
izoenzima LDH, i LDHj;.
2. Odredivanjem aktivnosti pojedinih frakcija izoenzima LDH ispiti-
vanih uzoraka, moguce je priblizno ukazati na duzinu trajanja radikularne
ciste.

3. Povecanjem udjela putridnih masa u sadrzaju radikularne ciste te
uz izolaciju fakultativhog anaeroba, pada aktivnost brzih frakcija LDH a
raste onih sporih, osobito LDH;. To ukazuje da su metaboli¢ki uvjeti u

4. Ovi rezultati se mogu smatrati preliminarnim i treba da budu pro-
vjereni dopunskim istrazivanjima.
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A CORRELATION OF THE LDH ISOENZYMATIC ACTIVITY OF THE RADICULAR
CYST CONTENT WITH CYTOLOGIC AND MICROBIOLOGIC ANALYSES

Summary

The aim of this study was to differentiate individual lactic dehydrogenase
isoenzymes from the samples of the content of radicular cysts on a polyacryla-
mide gel using the method of electrophoresis, and to assess thereby the exis-
tence of correlation of the content isoenzymatic spectrum with its cytologic and
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microbiologic analyses. The study was carried out in 9 samples. Biochemical
analyses were done at the Institute of Biochemistry using the method of Bloe-
mendaal, cytologic analyses were conducted at the Institute of Pathology, whe-
reas microbiologic examinations were perfomed at the spcialized laboratory
Dr Robert Fried Institute of Microbiology in Sarajevo. The preliminary bio-
chemical results have shown the LDHj fraction to prevail on an average in re-
lation to LDH;, LDH, and LDH, and 5. The distribution of the relative LDH iso-
enzyme values in the content of radicular cysts is most alike that found in
skeletal muscles. Desquamatory epithelial cells of blurred contours and ery-
throcytes but no inflamatory cellular elements were detected by the cytologic
analysis of the radicular cyst material. In 8 out of 9 camples, exclusively aero-
bic microflora with the predominance of streptococcus alpha haemolyticus, was
found by the microbiologic analysis, whereas one sample reamined sterile.
Anaerobic bacteria were not isolated in any of the samples studied. Along with
an increase in the proportion of putrid masses in the content of radicular cysts
and isolation of a facultative anaerobe, the activity of rapid LDH fractions de-
creases, whereas that of the slow ones, particularly of LDHj3, increases, pointing
to the fact that metabolic conditions in the radicular cyst have shifted towards
anaerobism.
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